Artigo de Revisao

Perspectivas no Tratamento da Perda Auditiva com
Células-tronco

Perspectives in the Treatment of Hearing Loss with Stem Cells

Luiz Carlos de Melo Barboza Junior*, Jeanne Oiticica**, Ana Carla Batissoco***.

* Médico Otorrinlaringologista pelo Departamento de Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

** Médica Doutora pelo Departamento de Otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

*** Farmacéutica e Doutoranda do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sio Paulo.

Endereco para correspondéncia: Rua Silva Paulet, 772 — Aldeota — Fortaleza / CE — CEP: 60120-020 — Telefone: (85) 3224 3858 / (88) 3571 2549 —
E-mail: carlosluiz@hotmail.com

Este artigo foi submetido no SGP (Sistema de Gestao de Publicacoes) da R@IO em 12 de outubro de 2007. Cod. 342. Artigo aceito em 9 de janeiro de 2008.

Resumo

Introducio: Dano e perda de células ciliadas na orelha interna é a causa mais frequiente de perda auditiva, desde
que a perda das células ciliadas de mamiferos ¢ irreversivel. O tratamento da perda auditiva consiste
do uso de aparelhos de amplificaciao sonora ou implantes cocleares, porém ambos restauram a audicao
com limitado sucesso. Os esforcos das atuais pesquisas estao focalizados na manipulacao de genes,
terapia génica e transplante de cé€lulas-tronco na inten¢ao de reparar ou substituir as c€lulas ciliares
lesadas da coclea de mamiferos.

Objetivos: Esta revisao abordard os ultimos achados e técnicas do tratamento com células-tronco na orelha
interna.

Conclusdes: As recentes descobertas sobre a terapia baseada em células-tronco tém aberto uma nova e estimulante
avenida para o desenvolvimento de estratégias para restabelecimento da audicao.

Palavras-chave: coclea, perda auditiva, células-tronco, células cultivadas, c€lulas pilosas, terapia biologica.

SUMMARY

Introduction: Damage and loss of hair cells in the inner ear is the most frequent cause of hearing loss, since mammalian
hair cells are not replenished once lost. The treatment of hearing loss consists of hearing aids or
cochlear implants, but both options restore hearing with limited success. Current research efforts are
focusing on gene manipulation, gene therapy and stem cell transplantation for repairing or replacing
damaged mammalian cochlear hair cells.

Objectives: This review will discuss some of the latest findings and techniques of treatment with stem cells in the
inner ear.

Conclusions: The recent discoveries about stem-cell-based therapy have opened an exciting new avenue for the
development of strategies to restore hearing.
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INTRODUCAO

A surdez congénita apresenta alta incidéncia (1:1000
nascidos e 1:1000 desenvolvendo surdez no decorrer da
infancia). Com o crescimento da expectativa de vida da
populacao, a prevaléncia da surdez adquirida tem
aumentado. Estima-se que um terco dos adultos com mais
de 65 anos apresenta hipoacusia incapacitante. Constitui-
se um dos transtornos cronicos mais freqiientes, com mais
de 250 milhoes de afetados em todo o mundo (1).

A maijoria das perdas auditivas adquiridas ou
congeénitas decorre de dano ou perda das células ciliares
cocleares ou dos seus neurdnios associados. A
irreversibilidade da surdez em mamiferos ¢ devido a
incapacidade de substitui¢ao das células perdidas, seja por
divisdo celular ou por regeneracio de células endogenas
no epitélio da orelha interna. Clinicamente, a funcao das
células ciliadas perdidas pode ser parcialmente restaurada
por estimulacio elétrica do nervo auditivo, sendo possivel
com o uso dos implantes cocleares. Outras alternativas
terapéuticas baseadas biologicamente estio sendo
exploradas (2,3).

Um dos objetivos da terapia da surdez € a restauracao
das células danificadas tanto cocleares como neurais. Duas
possibilidades sao atualmente consideradas: estimulacao
de células endégenas por injecio de agentes exdgenos
(por exemplo, fatores de crescimento ou vetores virais
manipulados por engenharia genética) ou injecao de
células progenitoras ou células-tronco para substituicao do
tecido perdido (4).

Nesta revisao, a selecio dos artigos foi realizada
através de uma busca eletronica da literatura nas bases de
dados MEDLINE e do site da Organizacio Mundial da
Saude. Foram inclusos estudos que enfatizaram o potencial
uso terapéutico das células-tronco aplicadas no tratamento
da perda auditiva.

REvVISAO DE LITERATURA

As células-tronco (CT) possuem as propriedades de
auto-replicacao e diferenciacio em uma variedade de tipos
celulares. Esta potencialidade tem sido explorada para
buscara regeneracao das células ciliadas de mamiferos. Um
importante avanco nas perspectivas para a utilizacao das
CT para substituir as células do ouvido interno foi a
descoberta da geracio de células ciliadas a partir de CT
embrionarias, CT adultas de orelha interna, CT de medula
ossea e CT neurais (5,6,7,8). Tais células sao pluripotentes,
logo, emteoria, poderiam originar todos os tipos celulares
da orelha interna. Além disso, essas c€lulas se integraram ao
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embrido estrutural e funcionalmente, quando colocadas
em fases iniciais do periodo embriondrio. Portanto, pode-
se pensar na possibilidade de aplicacoes clinicas dessas CT
em orelhas surdas.

Atualmente as CT estio sendo pesquisadas em
diversas doencas. Sao usadas experimentalmente para
gerar células musculares e vasos corondrios para cardiopatias,
neurdnios motores para lesaio em medula espinhal, células
insulino-secretoras para diabetes e neurdnios
dopaminérgicos para Doenca de Parkinson (4).

Existem 3 fontes principais de CT para regeneracio
das células ciliadas: CT embrionarias, CT isoladas da propria
orelha interna e CT obtidas de outros 6rgaos como cérebro,
pele e medula 6ssea.

Células-tronco isoladas da propria orelha
interna

Ha aproximadamente duas décadas, observou-se
recuperacio estrutural e funcional da audi¢cio apds trauma
acustico ou medicamentoso em aves (9,10). Ap6s a morte
das células ciliadas, as células de suporte nao-sensoriais
recebem sinais moleculares ou genéticos, que
desencadeiam proliferacio ou transdiferenciacao em células
ciliadas imaturas. Finalmente, ha reinervacao das células
ciliadas ocorrendo a aferéncia sensorial. A demonstracao da
regeneracao de células ciliadas em aves tem inspirado e
aumentado o interesse na elucidacio deste processo
reparador, pois tal fendmeno nao ocorre em mamiferos

(1D).

Em 2003, Lt et al descobriram que o epitélio utricular
de mamiferos adultos contém células de suporte com
propriedades progenitoras (6), enquanto, no 6rgio de
Corti maduro, somente foi observada transdiferenciacio de
células nio sensitivas em células ciliadas com indugido de
genes. (12,13,14)

Quando as cé€lulas sao isoladas do epitélio sensitivo
do utriculo de rato adulto, ha producao de esferas
proliferadoras de células. Estas esferas se renovame produzem
diversos tipos de cé€lulas com caracteristicas morfologicas e
marcadores biologicos de c€lulas ciliadas, como myosin VIIa
e Brn-3.1; e de células de suporte, como p27%°!. A luz dos
conhecimentos biolégicos atuais, tais dados sugerem que as
células de suporte utriculares possam ser consideradas como
células-tronco. Quando estas células foram implantadas em
vesiculas oticas (orelhas em desenvolvimento) de embrido
de galinhas, elas foram integradas com sucesso expressando
caracteristicas de células ciliadas. Além disso, quando
transplantadas para musculos e figado de embriao de galinha
em desenvolvimento, essas células foram totalmente
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incorporadas, logo sugerindo caracteristicas multipotentes
destas células-tronco (5,6).

Em 2002, MALGRANGE et al isolaram esferas formadoras
de células originadas de 6rgao de Corti de ratos recém-
nascidos e, mais recentemente, Lou el al conseguiram
reproduzi-las em ratos jovens, porém a coclea e o Orgao
de Corti ainda estavam imaturos, ou seja, nao tinham
completado todo o processo de diferenciacao. Tais esferas
possuiam CT multipotentes com a capacidade de se
diferenciar em todos os tipos de células da orelha interna

(12,13).

Células-tronco embrionarias

Essas células sao provenientes de um conjunto
celular do interior do blastocisto. Sao precursoras de todas
aslinhagens embriolégicas, pois possuem a capacidade de
se diferenciar em células mesodérmicas (0sso, sangue,
musculos), endodérmicas (intestino) e ectodérmicas (pele,
nervo, c€lulas ciliadas). Por esse poder de gerar multiplos
tipos de células, sido caracterizadas como células-tronco
pluripotentes.

Lt et al, em 2003, conseguiram in vitro produzir
células de orelha interna a partir de CT embriondrias de
rato. Estas CT, cultivadas com determinados fatores de
crescimento, expressaram uma combinacao de genes
marcadores especificos que € caracteristica de células
ciliadas (5).

Recentemente, CoreMaN ef al realizaram um
xenotransplante de CT embriondrias de ratos em cobaias
surdas. A implantacao dessas células foi realizada via escala
timpanica por meio de uma cocleostomia. A sobrevivéncia
e a compatibilidade tecidual foram avaliadas nas primeiras
4 semanas. Além de células flutuando na perilinfa e
aderidas na citoarquitetura coclear, observou-se migracao
das células transplantadas para o canal de Rosenthal. Outro
achado interessante foi a expressio de marcadores neurais
NF-L, evidenciando uma diferenciacio das CT embrionarias
(15).

Uma caracteristica intrigante deste experimento foi
aauséncia de resposta inflamatéria da coclea em relacio ao
xenotransplante. Por esta propriedade peculiar, alguns
autores consideram a coclea um santuario imunoldgico

(15).

Células-tronco neurais

Aintegracio parcial das CT neurais introduzidas em
tecidos lesados, como na Doenga de Parkinson e lesao de
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medula espinhal em modelos animais, justificou a aplicaciao
desta técnica no tratamento da perda auditiva
neurossensorial.

As CT neurais possuem a capacidade de se
diferenciarem nos principais tipos de células neurais:
neurdnios, astrocitos e oligodendrocitos. CT neurais de rato
adulto foram xenotransplantadas para a orelha interna de
cobaias adultas para avalid-las quanto a taxa de sobrevivéncia
eao grau de diferenciacao. As CT neurais sobreviveram por
no minimo 4 semanas apés implantacao e migraram para
regides funcionalmente importantes: 6rgao de Corti, ginglio
espiral e nervo auditivo. Houve diferenciacao em neurdnios
por expressao de marcadores especificos TUJ1, entretanto
nao ocorreu expressao de marcadores de células ciliadas
tipo miosina Vlla (16).

As CT neurais geralmente sao captadas na parede
lateral do ventriculo lateral e giro denteado, porém o
epitélio olfatorio também pode ser considerado uma fonte
destas células. O epitélio olfatorio tem uma caracteristica
impar, pois € a Unica junco entre o sistema nervoso central
e periférico que contém células-tronco neurais. PaTeL, em
20006, introduziu essas CT neurais em coclea de ratos e
observou que sobreviveram e cresceram nos 3 giros
cocleares e nos fluidos peri e endolinfaticos (17).

Células-tronco mesenquimais da medula
Ossea

As CT mesenquimais de medula-6ssea também
sio possiveis candidatas no tratamento da surdez
neurossensorial. Elas possuem o poder de diferenciacao
em varios tipos celulares (osteoblastos, condrécitos,
mioblastos, adipdcitos e neurdnios) e sao facilmente
obtidas.

Essas CT podem ser utilizadas na orelha interna em
3 possiveis estratégias: restauracio das células perdidas,
producio de fatores de crescimento e introducao de genes.

Narro et al, em 2004, ap6s implanta¢io de células
autélogas de medula-6ssea em orelha interna de ratos com
surdez induzida, demonstraram sobrevivéncia e migracao
das células injetadas em diversas regides da coclea: escalas
vestibular e timpanica, ligamento espiral, estria vascularis
e modiolo, incluindo ganglio espiral e nervo coclear. Além
da implantacio, as células se diferenciaram em neurdnios
pela observacio de expressio de marcadores neurais
como o NF200 (18). Em outro experimento similar, algumas
das células implantadas expressaram conexina-26, uma
proteina constituinte da juncao intercelular das células de
suporte e fibroblastos do 6rgiao de Corti e crucial na
manutencao do potencial endococlear. Este achado indica
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um possivel uso do transplante das CT da medula 6ssea
para a restauracao das juncoes intercelulares dos tecidos
conjuntivos cocleares (19).

DiscussAo

O uso experimental de cé€lulas-tronco no tratamento
da surdezja mostra resultados promissores para aplicacao
clinica futura. Apesar das boas expectativas, existem varios
obstaculos dessa terapia, surgindo varias questoes a serem
respondidas: qual serd a melhor CT? Pode haver rejeicio
imunologica em transplantes celulares? Qual serd a melhor
maneira de implantacio das células sem lesarainda maisa
citoarquitetura da orelha interna? Como contornar o potencial
de crescimento tumoral das CT? E as novas células ciliadas
formadas, serdo reinervadas? A provavel terapia com CT
substituird os atuais implantes e aparelhos de amplificacio
sonora? Serd vidvel a reconstru¢io de todo o mapa
tonotopico da coclea?

Na escolha da mais adequada CT para a restauracao
celular na orelha interna, teoricamente as CT embrionarias
seriam boas candidatas, pois possuem a capacidade de
gerar c€lulas dos 3 folhetos germinativos e ja foram
empregadas com relativo éxito em experimentos com
outras doencas (Diabetes Melitus, Doenca de Parkinson e
lesoes de medula espinhal). Entretanto existem evidéncias
que algumas linhagens de CT embriondrias sejam capazes
de se transformarem em tumores, originando tecidos
indesejaveis apos o transplante celular (20). Além disso, a
destruicao de embrides, durante a captagao das CT, é
questionada sob o ponto de vista ético.

As CT neurais sdo capturadas de 6rgaos, logo o seu
uso seria eticamente plausivel. Pela intima relacio anatémica
e embrioldgica entre a orelha interna e o cérebro, as CT
neurais podem ser utilizadas na restauracio das células
ciliadas da coclea. Outra aplicacdo seria no tratamento das
neuropatias auditivas (21).

Entretanto o limitado acesso as CT neurais podera
comprometer o seu uso clinico, pois sio encontradas em
regiodes profundas do cérebro. Ja as CT mesenquimais de
medula 6ssea sao de facil obtencao e, no seu processo de
diferenciaciao, também geram neurOnios. Estes, com as
neurotrofinas produzidas, aumentariam o numero de
neurdnios e forneceriam suporte ao ginglio espiral, com
possivel melhora na eficicia do implante coclear (7).

A comparagio invitrodo potencial de diferenciacio
em células ciliadas das CT neurais com o das CT adultas de
orelha interna evidenciou duas diferencas. Primeiro, as CT
de orelha interna diferenciaram-se 100 vezes mais que as
CT neurais (10% contra 0.1%). Segundo, as CT de orelha
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interna diferenciaram-se mais completamente em células
ciliadas que as CT neurais. (6)

Diante destas evidéncias, considera-se apropriado o
uso de CT do proprio 6rgao como instrumento de reparo
biologico. Logo, a CT de orelha interna seria a melhor
escolha.

CoNCLUSAO

A utilizacdo de células-tronco no tratamento da
surdez neurossensorial ainda parece uma realidade distante.
Ainda existem muitos questionamentos a serem respondidos.
No entanto, os passos iniciais jd foram dados na tentativa de
compreender os mecanismos envolvidos na regeneracio
celular da orelha interna.
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