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Cellular therapy; Introduction: Mammalian hair cells and auditory neurons do not show regenerative capacity.
Stem cells; Hence, damage to these cell types is permanent and leads to hearing loss. However, there
Hair cells; is no treatment that re-establishes auditory function. Regenerative therapies using stem cells
Auditory neurons represent a promising alternative.

Objective: This article aims to review the current literature about the main types of stem cells
with potential for application in cell therapy for sensorineural hearing loss, the most relevant
experiments already performed in animals, as well as the advances that have been recently
made in the field.

Methods: Research included the databases PubMed/MEDLINE, Web of Science, Science Direct
and SciELO, as well as gray literature. Search strategy included the following main terms: ‘‘stem
cells’’, “*hair cells’’ and ‘‘auditory neurons’’. Additionally, the main terms were combined
with the following secondary terms: ‘‘mesenchymal’’, *“iPS’’, ‘‘inner ear’’, ‘‘auditory’’. The
research was conducted independently by three researchers.

Results: Differentiation of stem cells into hair cells and auditory neurons has a high success
rate, reaching up to 82% for the first and 100% for the latter. Remarkably, these differentiated
cells are able to interact with hair cells and auditory neurons of cochlear explants through
formation of new synapses. When transplanted into the cochlea of animals with hearing loss,
auditory restoration has been documented to date only in deafferented animals.

Conclusion: Advances have been more prominent in cases of auditory neuropathy, since partial
improvement of auditory nerve conditions through cell-based therapy may increase the number
of patients who can successfully receive cochlear implants.
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PALAVRAS-CHAVE
Terapia celular;
Células-tronco;
Células ciliadas;
Neuronios auditivos

Terapia com células-tronco para perda auditiva: ja chegamos la?

Resumo

Introdugdo: Nos mamiferos, as células ciliadas e os neurdnios auditivos ndo apresentam capa-
cidade regenerativa. Assim, os danos a esses tipos celulares sdo permanentes e levam a perda
auditiva. Contudo, como nao ha tratamento que restabeleca a funcado auditiva, as terapias
regenerativas utilizando células-tronco representam uma alternativa promissora.

Objetivo: Este artigo tem como objetivo revisar a literatura atual sobre os principais tipos de
células-tronco com potencial para aplicacdo em terapia celular para perda auditiva sensorio-
neural, os experimentos mais relevantes ja realizados em animais, bem como os avancos obtidos
recentemente nessa area.

Método: As pesquisas incluiram as bases de dados PubMed/MEDLINE, Web of Science, Science
Direct e SciELO, além da literatura cinza. A estratégia de busca incluiu os seguintes termos
principais: ‘‘stem cells’’, ‘‘hair cells’’ e ‘‘auditory neurons’’. Além disso, os termos principais
foram combinados com os seguintes termos secundarios: ‘‘mesenchymal’’, *‘iPS’’, ‘‘inner ear”’
e “‘auditory’’. A pesquisa foi realizada de forma independente por trés pesquisadores.
Resultados: A diferenciacdo de células-tronco em células ciliadas e neuronios auditivos tém alta
taxa de sucesso, chegando a 82% para o primeiro caso e 100% para o segundo. Notavelmente,
essas células diferenciadas sao capazes de interagir com células ciliadas e neurdnios auditivos
de explantes cocleares através da formacao de novas sinapses. Quando transplantadas para a
coclea de animais com perda auditiva, a restauracao da funcao auditiva foi observada, até o
momento, apenas em animais com ablacao do VIl nervo craniano.

Conclusao: Os avancos tém sido mais proeminentes em casos de neuropatia auditiva. A melhora
parcial das condices do nervo auditivo por meio de terapia baseada em células-tronco pode
aumentar o nimero de pacientes candidatos a receber implantes cocleares com sucesso.

© 2019 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

A perda auditiva (PA) é um distirbio com multiplas causas
que afeta aproximadamente 360 milhoes de pessoas em todo
o mundo, de acordo com a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS)." Conforme revisto por Shearer et al. (14 de fevereiro
de 1999; atualizado em 27 de julho de 2017),? a PA pode ter
origem ambiental e/ou genética. Células cocleares de mami-
feros nao se regeneram. Portanto, a perda dessas células,
seja congénita ou de inicio tardio, devido a fatores genéti-
cos ou ambientais, causa déficits auditivos irreversiveis.> A
PA pode ser classificada de acordo com muitos critérios, mas
a classificacao em relacao a regiao do sistema auditivo onde
a disfuncao esta localizada é relevante para o manejo cli-
nico. Com base nesse critério, existem trés tipos principais
de PA: (i) Condutiva, quando o defeito esta localizado na
regiao externa e/ou média da orelha e resulta em uma inca-
pacidade mecanica de conduzir o som; (ii) Sensorioneural,
quando a regido afetada é a orelha interna e/ou neuronios
auditivos e/ou as vias auditivas centrais; e (iii) Mista, quando
resulta da combinacao dos dois tipos de comprometimentos
mencionados anteriormente.

Atualmente, ndo existem terapias clinicas para rege-
nerar a perda ou lesdo de células sensorioneurais, mas
uma variedade de tecnologias de suporte auditivo pode
ajudar individuos com perda auditiva. Entre elas, estdo
os aparelhos de amplificacdo sonora individual (AASI) e
os implantes cocleares (ICs). Os AASI sao indicados para

pessoas com surdez condutiva de qualquer grau ou surdez
sensorioneural de grau leve a moderado. ICs sao indi-
cados para pacientes com surdez sensorineural severa a
profunda.*® Os AASI sao diferentes tipos de equipamentos
que modificam e amplificam frequéncias de som onde a
audicdo esta comprometida. Por outro lado, os ICs sao
proteses eletronicas, parcialmente implantadas no osso
temporal e na coclea, capazes de promover a estimulacao
elétrica das células ganglionares do nervo auditivo.®

O conhecimento sobre o desenvolvimento do sistema
auditivo e sobre doencas que afetam a audicao tem sido
constantemente ampliado e tem possibilitado avancos nota-
veis em relacao as terapias génicas e celulares direcionadas
para o restabelecimento da funcao auditiva. Dentre essas
alternativas, as células-tronco (CTs) desempenham um papel
fundamental na restauracédo das células cocleares perdidas.

As CTs sao caracterizadas pelas propriedades de
(i) autorrenovacao, isto é, sdo capazes de entrar indefini-
damente em divisao celular, e (ii) diferenciacao, ou seja,
sdo capazes de modificar seu fenotipo e se transformar em
varios tipos celulares. Esse potencial de diferenciacao tem
sido explorado visando a regeneracao de células ciliadas e
neuronios auditivos. Trés tipos de CTs, em especial, sao usa-
das para estudos de regeneracao celular: (i) células-tronco
embrionarias (CTEs), (ii) células-tronco adultas (CTAs) e
(i) células-tronco pluripotentes induzidas (CTPis).”~°

As CTE sao isoladas da massa celular interna do blas-
tocisto de mamiferos. Essas células exibem capacidade
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Diferenciagéo in vitro
(Célula ciliada ou neurdnio
sensorial)

 Caracterizagao de marcadores de células
Célula-tronco « Andlise histolégica

* Andlise eletrofisioldgica

Figura 1

ilimitada de proliferacao, in vivo e in vitro, e podem se
diferenciar em qualquer tecido derivado das trés camadas
germinativas primarias. Assim, sao classificadas como célu-
las pluripotentes. Embora a pluripoténcia represente uma
caracteristica atraente para a aplicacédo clinica e a terapia
celular, as CTEs humanas estao cercadas por desvantagens e
questoes éticas, como a destruicdo de embrides para isola-
-las e o risco potencial de rejeicao imunologica quando
transplantadas.” '’

De acordo com a ISSCR (International Society for Stem
Cell Research - Sociedade Internacional para Pesquisa
com Células-Tronco), as CTAs ou células-tronco tecido-
-especificas existem em 6rgaos ou tecidos completamente
formados. Como retém a capacidade de autorrenovacao e
diferenciacdo em células do mesmo tecido ou 6rgao em que
se localizam, sao classificadas como multipotentes. Apesar
dessa limitacdo, as células-tronco adultas sdo consideradas
valiosas porque: (i) sdo mais faceis de obter a partir de
amostras de tecidos; (ii) enfrentam menos questdes éticas
do que as CTEs humanas; e (iii) sao boas candidatas para
uso em terapia celular, uma vez que podem ser obtidas de
pacientes adultos em tratamento, reduzindo os riscos de
rejeicdo imunoldgica.'” Uma terapia baseada no uso de célu-
las do mesmo individuo permitiria um avanco significativo na
regeneracao auditiva parcial ou total em pacientes que nao
apresentam mutagdes germinativas causadoras de surdez,
pois evitaria tratamentos que necessitem de imunossupres-
sao e eliminariam complicacoes decorrentes da rejeicao de
tecidos originados de outros pacientes ou embrides.

A reprogramacao celular devido a expressao ectopica de
fatores de transcricao especificos tem sido, até o momento,
a forma classica de obter linhagens de células-tronco pluri-
potentes induzidas (CTPis) de qualquer tecido somatico de
quase todas as espécies de mamiferos. Em geral, fatores
de transcricao relacionados a pluripotencialidade, também
conhecidos como ‘‘Fatores de Yamanaka’’, ou OSKMs (OCT4,
SOX2, KLF4 e MYC), podem induzir a formacao de CTPis.
Entre a infinidade de aplicacbes para CTPis, destacam-
-se: terapia celular, modelagem de doencas poligénicas e
monogeénicas, estudos de variacao alélica e de caracteristi-
cas genéticas complexas, bem como testes de triagem de
drogas."”

Células-tronco tém o potencial de contribuir para o
reparo e a restauracao da orelha interna. Para que essa
estratégia de terapia celular seja um sucesso, alguns passos
sao essenciais, como a diferenciacao in vitro de diferentes
tipos de CT em células ciliadas e/ou neurdnios auditivos, a

* Analise
histolégica

| Cocultura com

Transplante em modelos

B animais para
‘ P perda auditiva

* Andlise histolégica
* Avaliagéo funcional

explante coclear

Esquema dos principais passos da terapia celular para regeneracao de células ciliadas e neurdnios auditivos.

integracao funcional dessas células diferenciadas na coclea
e a avaliacao de restauracao auditiva resultante da terapia
em si (fig. 1).

Como resultado, opgcdes promissoras para a restauracao
auditiva tém surgido, com o objetivo de regenerar as célu-
las cocleares perdidas. Nosso objetivo € revisar os principais
tipos de CTs com potencial para uso em terapia celular
para PA sensorioneural, bem como os avancos feitos recen-
temente, com foco na regeneracdo de células ciliadas e
neurdnios auditivos.

Metodologia

Uma revisao estruturada foi feita a partir de artigos
encontrados nas bases de dados PubMed/Medline, Web of
Science, Science Direct e SciELO, bem como na litera-
tura cinza. A estratégia de pesquisa incluiu os seguintes
termos principais: ‘‘stem cell’’, ‘*hair cell’’, **auditory neu-
ron’’ e ‘‘sensory neuron’’. Além disso, os principais termos
foram combinados com os seguintes termos secundarios:
“*mesenchymal’’, **iPS’’, ‘‘inner ear’’, ‘‘auditory’’. Apenas
artigos relevantes publicados apds 1995 foram selecionados
para esta revisao. A pesquisa foi feita de forma indepen-
dente por trés pesquisadores.

Resultados

Obtencao de células ciliadas e neurénios auditivos
a partir de células-tronco

Células-tronco embrionarias (CTEs)
Conforme descrito por Morsli et al. (1998),"* o desenvol-
vimento coclear comeca a partir da invaginacao de um
espessamento ectodérmico no placodio otico, formando
uma vesicula otica. As células multipotentes presentes na
vesicula otica entao se diferenciam em trés linhagens celu-
lares: (i) linhagem pré-sensorial, que da origem as células
ciliadas e de suporte; (ii) linhagem proé-neural, que da ori-
gem aos neuro6nios auditivos e vestibulares; e (iii) linhagem
nao sensorial, responsavel pela origem das células com
funcdes estruturais, secretoras e/ou de absorcao.™

A diferenciacao in vitro em células neuronais ciliadas ou
sensoriais a partir de CTs embrionarias humanas foi relacio-
nada a expressao de varios marcadores bem caracterizados
para cada uma das etapas. Entretanto, a obten¢ao de células
neuronais auditivas e ciliadas apresenta um grande desafio,
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tanto na escolha do meio de cultura quanto nos fatores
especificos necessarios para direcionar a diferenciacao das
células progenitoras oticas para um tipo celular desejado.

De acordo com alguns estudos, o meio de cultura sem
soro e com suplementos N2 e B27 é o ponto de partida
para a diferenciacao de CTEs em progenitores neurais (PNs),
expressando marcadores caracteristicos de neuroblastos de
placddio otico, tais como Otx2, Brn3a, NeuroD, Pax2, Pax8
e nestina.’>"” Entretanto, a eficiéncia desses suplementos
e substratos de cultura celular no processo de diferenciacao
varia, mesmo quando o objetivo é gerar os mesmos tipos
de células. Shi et al. (2007)'® fizeram a cocultura das
CTEs humanas a partir de epitélio sensorial da coclea de
camundongos na presenca do fator BMP4. Essa cocultura
foi determinante para a expressao de periferina, GATA3,
TRKB, TRKC e NGN1, marcadores de neurdnios auditivos,
em até 20,6% das células. Por outro lado, células imaturas
semelhantes a células ciliadas também podem ser obti-
das por meio da ativacao da via de sinalizacao de FGF e
cultivo por tempo prolongado com meio de cultura KSR
(Knockout Serum Replacement), embora com baixa efici-
éncia de diferenciacdo."” Nesse caso, apenas cerca de 3%
das células ciliadas expressaram trés ou mais marcadores
especificos ao seu fendtipo, como ATOH1, MYO7A, MYO15A
e OTOF. Também ja foi observado que CTEs humanas disso-
ciadas em uma camada de laminina e tratadas com FGF3 e
FGF10 foram capazes de gerar dois tipos de col6nias de célu-
las progenitoras oticas: progenitores epiteliais oticos (PEOs)
e progenitores neurais 6ticos (PNOs). Ao submeter os PEOs
a condicoes de cultivo especifico para obtencao de células
sensoriais, produziram-se células semelhantes que expres-
savam os marcadores relacionados ao fendtipo das células
ciliadas (BRNC3 e ATOH1 ou MYO7A), com 45% de eficién-
cia; além disso, ao submeter PNOs a condigcdes de cultura
"‘neutralizante’’, produziram-se neurdnios sensoriais com
quase 100% de eficiéncia e com expressdao de BRN3A, B-
-tubulina Il e NF200. Também foi demonstrado que essas
células semelhantes a células ciliadas e aos neurdnios senso-
riais exibem propriedades eletrofisiologicas, demonstrando
a viabilidade dessas células em responder a estimulos meca-
nicos e transmitir estimulos elétricos.'®

Para obter neurénios sensoriais gerados a partir de CTEs,
alguns autores se concentraram em provar que tais célu-
las sao capazes de projetar processos neurais em direcao
a coclea, seja in vitro ou in vivo. Shi et al. (2007),"® por
exemplo, mostraram que os progenitores neurais sensori-
ais diferenciados a partir de CTE humanas foram capazes
de amadurecer, de se transformar em neurénios sensoriais
e inervar células ciliadas de explantes de o6rgao de Corti
murino, ainda que escassamente. Além disso, foi detectada
a expressao de B-tubulina e sinapsina nos locais de con-
tato. Resultados semelhantes também foram observados por
Nayagam et al. (2013),'® que cocultivaram progenitores neu-
rais humanos com explantes de cdclea murinos denervados
por 10 dias.

Em ensaios in vivo, Shi et al. (2007)'¢ transplantaram
progenitores neurais, previamente diferenciados de CTE
humanas, na base da coclea de gerbils com ablacédo do Vil
nervo craniano. Apos 60 dias do procedimento, as cocleas
tratadas apresentaram abundantes projecées neurais novas
em direcado ao apice do tronco do nervo coclear. De maneira
similar, Chen et al. (2012)" transplantaram PNOs para o

modiolo de gerbils com ablagao do VIl nervo craniano e, trés
semanas apos o transplante, observaram PNOs que expres-
savam B-tubulina Il e que emitiam projecdes neurais em
direcdo ao drgao de Corti. Dez semanas apos o transplante,
essas células também migraram para o canal de Rosenthal,
fizeram conexoes sindpticas com as células ciliadas e emi-
tiram novas projecées em direcao ao tronco cerebral. No
entanto, o resultado mais importante deste estudo € que os
animais transplantados com PNOs foram submetidos a testes
de desempenho funcional e apresentaram melhoria auditiva
de aproximadamente 46%, com reducao dos limiares auditi-
vos dos animais tratados com ouabaina de aproximadamente
80dB para 50dB, dez semanas apos o transplante.

Células-tronco adultas (CTA)

Células-tronco da orelha interna (CTOI)

Para nosso conhecimento, a primeira evidéncia da existén-
cia de CT na orelha interna (CTOl) de mamiferos data de
2003. Li et al. (2003) " demonstraram a existéncia de célu-
las do labirinto posterior ou vestibulo (sistema vestibular
periférico) com capacidade de formar esferas, com propri-
edades de autorrenovacao e diferenciacao em células dos
trés folhetos germinativos. Os pesquisadores demonstraram
que essas CTAs, obtidas especificamente da macula utricular,
poderiam se diferenciar em células ciliadas, tanto in vitro
quanto in vivo.

Até o momento, ndo ha relatos da existéncia de CTOI
na coclea de mamiferos adultos. Entretanto, a existéncia
de células com propriedades de CT foi evidenciada a partir
de suspensoes de células dissociadas do 6rgao de Corti de
ratos neonatos (P0). 2° Apds o cultivo, essas células expres-
saram marcadores de células indiferenciadas, relacionados
a um fendtipo similar ao encontrado em CTOI neuroepite-
liais. Além disso, essas células mostraram a formacgao de
colonias esféricas, denominadas otosferas, e foram diferen-
ciadas in vitro em células ciliadas e de suporte, embora com
uma taxa de eficiéncia extremamente baixa (cerca de 1-2
células por colonia).

Em um estudo mais detalhado realizados a partir de sus-
pensdes de células dissociadas do orgao de Corti de fetos
humanos com nove a 11 semanas de desenvolvimento,?' CTOI
com expressdo de marcadores de pluripoténcia também
foram identificados. Apos o estabelecimento da cultura,
varios experimentos de manipulacéo de cultura foram feitos
para induzir a diferenciacdo em células neuronais e cilia-
das. Os melhores protocolos devem, idealmente, resultar
em células diferenciadas que exibem nao apenas marcadores
celulares desses tipos especificos, mas também proprieda-
des eletrofisiologicas semelhantes a esses tipos de células
in vivo. Isso foi obtido por meio de tripsinizacao, com adicao
de Shh e bFGF para diferenciacao neuronal, com eficiéncia
de 49%, e por meio de suplementacdao de meio de cultura
com EGF e acido retinoico para diferenciacdo de células
ciliadas, com eficiéncia de 56%.

Como mencionado anteriormente, a capacidade regene-
rativa da coclea dos mamiferos é inexistente. No entanto,
se ha evidéncias da existéncia de CTOI na coclea de ratos
neonatos e fetos humanos, bem como no vestibulo de
camundongos adultos, qual é a razao por tras da incapaci-
dade regenerativa da coclea de mamiferos? Para responder
a essa pergunta, Oshima et al. (2007)?? investigaram a



524

Dufner-Almeida LG et al.

distribuicao de CTOI na orelha interna de camundongos com
idades que variaram de P1 a P120. As CTOI foram obtidas
tanto do sistema vestibular, representado pela macula utri-
cular, macula sacular e crista ampular, como do sistema
coclear, representado pelo o6rgao de Corti, ganglio espiral
e estria vascular em camundongos com idade até P21, com
um rapido declinio na populacao dessas células no orgao de
Corti na 22 e 32 semanas de vida. Ao investigar camundon-
gos P120, CTOI foram ainda identificadas nas trés regides
vestibulares estudadas, mas, aparentemente, estao ausen-
tes no drgao de Corti por volta dessa idade. Duas hipoteses
foram levantadas para o esgotamento dessa populacao de
células pluripotentes: (i) perda de fato de CTOI durante as
primeiras duas semanas de desenvolvimento pds-natal, 23
devido a apoptose na grande crista epitelial (GCE), um epi-
télio adjacente ao 6rgao de Corti e que contém células com
capacidade proliferativa; > ou (ii) perda da expressao de
marcadores de pluripoténcia por por parte dessas células
durante a maturagao da coclea, como resultado do processo
de diferenciacdo. 2°> Nesse ultimo caso, as otosferas forma-
das a partir do 6rgao de Corti teriam se originado a partir de
células de suporte pos-mitoticas, uma vez que a capacidade
dessas células de proliferar e se diferenciar in vitro em célu-
las ciliadas ja foi demonstrada. Até o momento, nenhuma
das hipoteses foi refutada.

Em suma, embora a orelha interna tenha células-tronco
apos o desenvolvimento do sistema auditivo, tanto no vesti-
bulo quanto na coclea, essa populacao de células é limitada
apenas a regiao vestibular na idade adulta. Soma-se a essa
limitacdo a grande dificuldade de obtencao dessas células
e a baixa eficiéncia de sua diferenciacao nos tipos celula-
res desejados. Portanto, as CTOI sdo atualmente mais Uteis
como objeto de estudo de diferenciacao basica e triagem
de ototoxicidade, em vez de uma opcao para terapia celular
relacionada a distUrbios auditivos.

Células-tronco mesenquimais (CTMs)

Conforme revisado por Keating (2012),2¢ as CTMs sao defi-
nidas como um fenémeno resultante da cultura in vitro e
foram inicialmente identificadas como uma subpopulacao
de células da medula 6ssea. Os critérios para definir CTMs
incluem a aderéncia ao plastico, diferenciacao in vitro
em células adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas,
expressao dos marcadores CD105, CD73 e CD90 e a ausén-
cia de expressdo dos marcadores hematopoiéticos.”"2¢ A
capacidade de diferenciacao de multiplas linhagens de CTs
mesenquimais as torna muito valiosas para terapias médi-
cas baseadas em células. Entre as muitas propriedades Uteis
das CTMs estao as propriedades imunomoduladoras, que as
tornaram atraentes para a medicina regenerativa.?’

As progenitoras de células ciliadas diferenciadas de
CTs mesenquimais foram obtidas primeiro por Jeon et al.
(2007).%° As CTMs obtidas da medula 6ssea de camundongos
foram inicialmente transfectadas com o fator de transcricao
EGFP-Math1 e depois diferenciadas em precursores sensori-
ais através de cultura com EGF, IGF-1, bFGF, NT3 e BDNF
por 14 dias. No 14° dia, os autores observaram que a supe-
rexpressao de Math1 foi capaz de induzir a expressao de
marcadores especificos de células epiteliais sensoriais audi-
tivas, tais como BRN3C, P27KIP e JAGGED2. A expressao de
marcadores de células ciliadas maduras, tais como MYO7a

e ESPIN, também foi detectada em 7,1% das células trans-
fectadas, indicando a diferenciacao das CTMs murinas em
células ciliadas.

As células ciliadas também foram obtidas, em cultura,
a partir de CTMs de medula ossea de ratos. No relato de
Qin et al. (2011)," as CTMs da medula 6ssea foram primei-
ramente diferenciadas em progenitores neurais através de
cultura em meio sem soro e contendo EGF e bFGF. Apos duas
semanas de cultivo em meio contendo N2/B27, EGF e IGF-
1, a expressao de MYO7a foi detectada através de ensaios
imuno-histoquimicos, sugerindo que essas células sao feno-
tipicamente semelhantes as células ciliadas. Outros fatores
de transcricao adicionados ao meio de cultura das CTMs
da medula 6ssea também contribuiram para a producao de
células progenitoras neurais, neurdnios e células ciliadas.
Lee et al. (2012),% por exemplo, usaram os fatores BDNF,
GDNF e NT3 em meio de cultura por 14 dias. Novas células
ciliadas foram obtidas, como pdde ser confirmado por RT-
-qPCR e ensaios imuno-histoquimicos, mostrando que de 3%
a 4% das células expressaram MYOQ7a.

Com o objetivo de induzir a diferenciacdo em célu-
las ciliadas a partir de CTMs de medula 6ssea humana,
Alonso et al. (2012)* identificaram alguns pré-requisitos
espécie-especificos para o processo ser bem-sucedido. Inici-
almente, eles obtiveram células progenitoras neurais com
quatro protocolos bem estabelecidos, expressando varios
marcadores de progenitores neurais, como nestina, SOX-
2, OCT-4 e musashi-1. Contudo, embora combinacées de
EGF, bFGF e IGF-1 ja fossem reconhecidas como importan-
tes para a inducao do fenotipo de células ciliadas a partir
de CTMs de medula dssea de ratos, os autores nao obti-
veram 0s mesmos resultados para a contraparte humana.
Nesse caso, a inducdo do fenoétipo de células ciliadas s6
foi possivel apos a cultura das células humanas em meio
sem soro e com EGF e acido retinoico, protocolo esse usado
anteriormente para a diferenciacdo de CTOl humanas em
células ciliadas.?' As células humanas diferenciadas expres-
saram marcadores especificos de células ciliadas, tais como
ATOH1, MYO7a e calretinina, com eficiéncia maxima de
17,5%.%°

Células ciliadas também podem ser diferenciadas a partir
de CTMs obtidas de outros tecidos que nao a medula dssea,
como o tecido adiposo. Lin et al. (2012),** por exemplo,
reprogramaram CTMs derivadas de tecido adiposo murino
em progenitores de células ciliadas com uma combinacao
de transfeccao de proteina, adenovirus e cocultura com
neuronios. As CTMs foram transfectadas com adenovirus que
expressam ATOH, um fator de transcricao fundamental para
o desenvolvimento de células ciliadas, fundido com EGFP
(proteina verde fluorescente melhorada). Apos dois dias,
todas as células marcadas com EGFP expressaram o mar-
cador de células ciliadas MYO7a. Aproximadamente 82% das
células submetidas a expressao de Atoh1 apresentaram pro-
trusoes na superficie celular, semelhantes aos estereocilios.
E importante ressaltar que o grupo de Lin foi o primeiro
a obter células ciliadas diretamente de CTs multipotentes
sem diferenciacdo prévia em células progenitoras opticas,
mostrando, portanto, que o processo de diferenciacdo em
células ciliadas pode ser acelerado.

Em relacdo a obtencao de neurdnios auditivos a par-
tir de CTMs, Alonso et al. (2012)** primeiro diferenciaram
CTMs de medula 6ssea humana em progenitores neurais
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e, em seguida, induziram fenotipo de neurdnios sensoriais
por meio de suplementacao do meio de cultura com SHH,
acido retinoico, BDNF, NT-3 e bFGF. No fim do protocolo
de diferenciacao, os autores observaram a expressao dos
marcadores de neuronios sensoriais GATA-3, SOX2, NGN-1
e ISLET-1 em até 47% das células. No estudo de Lee et al.
(2012),% o processo de diferenciacao consistiu na incubacao
de CTMs de medula 6ssea de rato durante cinco dias em meio
de cultura suplementado com DMEM/F12, N2, B27, EGF e
IGF-1, para indugao do fendtipo de progenitor neural. Os
progenitores neurais foram entao diferenciados em neur6-
nios auditivos ao se substituir o meio de cultura por um meio
de fator neurotroéfico basico com GDNF, BDNF e NT-3. No fim
do experimento, os ensaios de RT-qPCR e imunofluorescén-
cia confirmaram a expressao dos marcadores neuronais NeuN
e B-tubulina lll em 7% a 8% das células diferenciadas.

Células-tronco pluripotentes induzidas humanas (CTPis)
Com o objetivo de desenvolver um modelo celular para o
estudo da patogénese do virus varicela zoster (VVZ), Lee
et al. (2012)* se concentraram na geracdo de neurdnios
sensoriais in vitro a partir de CTPis, uma vez que o VVZ
se mantém latente nos ganglios sensoriais. Para esse pro-
posito, células CTPi diferenciadas a partir de fibroblastos
retinoico por 10 dias, convertendo as células pluripotentes
em progenitoras neurais, que expressavam os marcadores de
progenitores neurais PAX6 e nestina. Apos o cultivo por duas
semanas em meio de cultura rico em fatores de crescimento,
80% das células expressaram B-tubulina lll, um marcador
neuronal, enquanto 15% coexpressaram BRN3A e periferina,
marcadores neuronais sensoriais. Os neurdnios sensoriais
diferenciados a partir de CTPi também sendo funcionais,
sendo capazes de gerar potenciais de acdo em resposta a
despolarizacao.

Gunewardene et al. (2014)*® também foram bem-
-sucedidos no estabelecimento in vitro de linhagens
celulares sensorioneurais a partir de duas linhagens de CTPis
humanas derivadas do prepucio. As células foram subme-
tidas ao seguinte processo de diferenciacao: (i) inducao
neuronal, com o uso de Noggin e de bFGF; (ii) inducao de
neurosfera, com EGF e bFGF; (iii) inducao de crista neu-
ral, tratada com inibidor de Rho quinase; e, finalmente,
(iv) a inducao de neurodnios sensoriais por meio do cultivo
somente com NBM. As células sensorioneurais derivadas das
CTPis humana expressaram marcadores de rombencéfalo
dorsal (PAX7), placodio 6tico (PAX2), dominio pré-neuro-
-sensorial (S0X2), ganglios neurais (neurod1, BRN3A, ISLET1,
B-tubulina Ill, NFM) e neurdnios sensoriais (GATA3 e VGLUT1)
ao longo do periodo examinado, com os maiores niveis de
expressao observados no 35° dia de diferenciacao in vitro.
Os neurdnios sensoriais diferenciados também eram ele-
trofisiologicamente ativos, embora o padrao de atividade
observado fosse mais semelhante aos neurdnios auditivos de
camundongos nos primeiros estagios pds-natais. No entanto,
vale a pena notar que, conforme relatado em estudos com
CTPis humanas, os niveis de expressao de mRNA observados
sempre foram variaveis entre diferentes linhagens de CTPis
humanas, entre amostras das mesmas linhagens e também
quando CTPis foram comparadas com CTEs humanas contro-
les. Essa variacao, como sugerido pelos autores, pode estar

relacionada a mutagdes genéticas e epigenéticas resultan-
tes da integracao aleatoria de lentivirus no genoma durante
o processo de inducéo de pluripoténcia.

Apds a padronizacdo do processo de diferenciacao
neuronal descrito acima, os autores continuaram com a
avaliacao da viabilidade dos neur6nios sensoriais diferenci-
ados das duas linhagens diferentes de CTPis na inervacao
de células ciliadas ex vivo.?” Apos 10 dias de cocultura, os
progenitores neurais foram capazes de emitir projecoes
em direcdo as células ciliadas do explante coclear com
eficiéncia de até 94,2% e de forma desordenada, um padrao
de ramificacdo semelhante ao observado nos neurGnios
auditivos no inicio do desenvolvimento. Os ensaios de
imunofluorescéncia também revelaram sinapses entre os
neurdnios derivados das CTPis e as células ciliadas, como
indicado pela expressao da sinapsina-1. Por fim, os autores
observaram que os neurénios menos diferenciados (21 dias
de diferenciacao in vitro) apresentavam mais sinapses com
maior nimero de células ciliadas quando comparados com
os neurdnios mais diferenciados (28 dias de diferenciacao
in vitro), mostrando a importancia da fase de diferenciacao
dos progenitores neurais escolhida para a maximizacao
da integracdo funcional dessas células no tecido
coclear.

Quanto a diferenciacao de CTPis em células ciliadas, um
elegante trabalho foi conduzido por Oshima et al. (2010).%
As CTPis derivadas de fibroblastos de camundongos trans-
génicos Atoh1/nGFP foram cultivadas por cinco dias com
um inibidor da via Wnt, um inibidor de Smad3 e IGF-1,
seguido de exposicao a bFGF por trés dias. Os progenito-
res oticos foram obtidos e depois diferenciados em células
ciliadas através de cocultura com células estromais de utri-
culo de galinhas mitoticamente inativadas. A eficiéncia
global de diferenciacao de células ciliadas, no entanto, foi
baixa: cerca de 12% das células ciliadas derivadas de CTPis
expressaram MYO7a, enquanto apenas 2,6% expressaram
MYO7a e espina. Estas células ciliadas derivadas da CTPis
eram morfoldgica e eletrofisiologicamente semelhantes as
células ciliadas imaturas. Finalmente, experimentos de co-
-cultura revelaram que ganglios neurossensoriais coletados
de camundongos neonatos emitiram projecdes neurais em
direcéo as células ciliadas derivadas de CTPis, com formagao
de sinapses confirmada pela expressao de sinaptosina (SYN).
Por outro lado, Chen et al. (2018)*° obtiveram mais sucesso
na obtencdo de células ciliadas derivadas da CTPis huma-
nas. Esses autores submeteram CTPis derivadas de células
urinarias humanas ao mesmo protocolo de diferenciacao de
células ciliadas usado para CTEs," obtiveram PEOs que,
apods o uso de condigcdes de cultura de ‘‘células ciliadas’’,
produziam células semelhantes a células ciliadas com até
50% de eficiéncia. Experimentos in vitro mostraram que os
neuronios do ganglio espiral murino eram capazes de emi-
tir projecdes neurais em direcdo as células com fenétipo
semelhante a células ciliadas derivadas de CTPis humanas e
formar sinapses. Por fim, pela primeira vez na literatura,
essas PEOs derivadas de CTPis humanas foram transplan-
tadas para camundongos Slc26a4-null, animais que sofrem
perda auditiva devido a perda da funcdo da pendrina, o
que prejudica a funcionalidade das células ciliadas. Quatro
semanas apos o transplante, novas células ciliadas foram
identificadas no 6rgao de Corti, embora em nimeros extre-
mamente pequenos. Apesar de ndo conseguirem se organizar
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de forma regular como as células ciliadas nativas, as células
transplantadas expressaram MYO7a e foram alvo de neuro-
nios de ganglios espirais nativos para sinapses. Infelizmente,
os animais transplantados nao foram submetidos a avaliacao
funcional para verificar se houve melhoria da audicao.

Obstaculos e indagagées sobre terapia celular na perda
auditiva

Nao ha duvidas sobre o enorme potencial da terapia celu-
lar no tratamento de diversas patologias que requerem
a regeneracao de células e tecidos danificados, como
doencas neurodegenerativas,“’ distrofias musculares*' e sur-
dez. Além dos obstaculos mais 6bvios a serem superados,
que incluem a possibilidade de formacao de tumor e a
rejeicao de células transplantadas pelo sistema imune do
receptor, outros aspectos importantes sobre o sucesso de
uma terapia direcionada a surdez também devem ser leva-
dos em consideracao.

O primeiro ponto é a eficiéncia da diferenciacao das
CT transplantadas em células ciliadas ou neurdnios auditi-
vos. Apesar do constante aumento do conhecimento sobre
biologia molecular e desenvolvimento embrionario da ore-
lha interna e seus tipos celulares especificos, é geralmente
observado uma eficiéncia de diferenciacdo muito limitada
para os tipos celulares desejados. Entretanto, tem-se tra-
balhado para superar essa adversidade, seguindo o exemplo
de Liu et al. (2015),* que, com base em estudos de perfis de
expressao génica durante todos os estagios de diferenciacao

Tabela 1

de células ciliadas, foram capazes de identificar conjuntos
de marcadores moleculares especificos para CTOIl, células
progenitoras e células ciliadas. Isso deve aumentar signifi-
cativamente a eficiéncia na identificacao e diferenciacao de
CT em células ciliadas maduras.

0 segundo ponto é a sobrevivéncia das células trans-
plantadas apos sua insercao na coclea dos pacientes, pois
isso influenciaria o nimero de transplantes necessarios para
obter e manter a recuperacao auditiva final desejada. Até o
momento, os transplantes foram feitos apenas em modelos
animais para a regeneracao de neurdnios auditivos e a maior
taxa de sobrevivéncia foi de 94% das células transplantadas,
10 semanas ap6s o transplante.?!

Um terceiro ponto que deve ser considerado é a
integracao funcional das CT transplantadas para o sistema
auditivo do paciente. Por enquanto, entre todos os estu-
dos de transplante para regeneracao de neurénios auditivos,
apenas um apresentou dados quantitativos sobre essa ques-
tdao, em que, no grupo de 50% de células transplantadas
que sobreviveram uma semana apos o transplante, apenas
2,3% expressaram um marcador glutamatérgico neural de
neurénios auditivos.*

Finalmente, ha outras questdes levantadas de maneira
brilhante por alguns autores,** as quais merecem
investigacao futura, tais como (i) de que maneira as célu-
las transplantadas se distribuirdao ao longo do duto coclear
e regenerarao o 6rgao de Corti, (ii) a possibilidade de que
a endolinfa, o liquido que preenche o compartimento que
abriga o 6rgao de Corti, possa ser tdxica para as células

Resumo dos avancos nos principais passos para a regeneracao neuronal auditiva

Neur6nio auditivo

Diferenciacao in vitro a partir de

CTEs'>1° CTOI?! CTM3%33 CTP{3>:36
Marcadores celulares expressos PERIFERINA, NEUROGT, GATA-3, NGN-1, B-TUBULINA I,
GATA3, TRKB, POU4F1, NeuN, ISLET-1 and BRN3A e
TRKC e NGN B-TUBULINA lll e B-TUBULIN I PERIFERINA
PVALB
Eficiéncia 20,6%-100% 49% 7%—-47% 80%-100%
Testes eletrofisiologicos? Realizados Realizados Nao realizados Realizados
Cocultura com explantes cocleares
CTE'®™8 cTOl CTM CTPi¥’
Marcadores celulares expressos B-TUBULINA e - - SYNAPSIN-1, PAX7,
SINAPSINA PAX2, SOX2,
NEUROD1, BRN3A,
ISLET1,
B-TUBULINA IIl,
NFM, GATA3 e
VGLUT1
Novas projecoes de neurite entre Sim - - Sim, melhora de
células-tronco e células cocleares? 94,2%
Transplante em modelos animais para perda auditiva
CTE"™"¢ CTOl CT™ CTPi
Taxa de sobrevivéncia 22,87%-94,9% - - -
Intervalo de tempo de analise 21-70d - - -
pos-transplante
Recuperacao auditiva? Sim, parcial - - -
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Tabela 2 Resumo dos avancos nos principais passos para a regeneracao de células ciliadas

Célula ciliada

Diferenciacao in vitro a partir de

CTE15~17 CTO|19,21 CTM30,33~35 CTPi38,39
Marcadores celulares expressos ATOH1, MYO7A, ATOH1, MYO7a, CD105, CD73, MYOQO7a e ESPINA

MYO15A, OTOF, ESPINA e CD90 and MYO7a

BRN3A, B-TUBULIN  CALRETININA

Ill e NF200
Eficiéncia 3,3%-45% 10,7%-56% 3%-82% 2,6%-50%
Testes eletrofisiologicos? Conduzidos Conduzidos Nao conduzidos Conduzidos

Cocultura com ganglios neurossensoriais

CTE CTOI CTM CTPi®8:3°
Marcadores celulares expressos - - - SYP
Novas projecdes de neurite entre - - - Sim
células-tronco e células cocleares?

Transplante em modelos animais para perda auditiva

CTE CTOI CT™ CTPi®8:3?
Taxa de sobrevivéncia - - - Nao avaliado
Intervalo de tempo de analise - - - 28d

pos-transplante
Recuperacao auditiva? -

- Nao avaliado

transplantadas devido ao seu alto teor de potassio; (iii) o
fato de que, para uma integracdo bem-sucedida das célu-
las transplantadas, ha a necessidade de uma quebra na
adesdo celular entre as células ciliadas e as células de
suporte remanescentes no 6rgao de Corti; e (iv) no caso de
regeneracao das células ciliadas, existe a possibilidade de as
CT se integrarem ectopicamente na cdclea e prejudicarem a
funcdo coclear. E necessario que as células transplantadas se
integrem e se posicionem corretamente na membrana basi-
lar, para que possam ser corretamente ativadas, um fato
bastante improvavel considerando a alta complexidade da
citoarquitetura do 6rgao de Corti.

Conclusao

Grandes avancos foram feitos em estudos sobre
diferenciacdo celular, tanto de células ciliadas quanto
de neurdnios auditivos (fig. 1). No entanto, as taxas de
sucesso dos protocolos de regeneracdao dos neurdnios
auditivos (tabela 1) sao geralmente maiores do que em
células ciliadas (tabela 2), com alguns estudos ja con-
centrados no transplante dessas células para a coclea
de modelos animais e com obtencado de resultados muito
encorajadores. Também foi observado que a restauracao
da audicao através da regeneracdao de células ciliadas,
embora igualmente importante, ainda esta longe de ser
alcancada. Poucos estudos fizeram transplantes de células
ciliadas diferenciadas em cocleas de modelos animais e,
portanto, nao ha muitos relatos da capacidade efetiva de
restaurar a audicao com o uso dessas células. Além disso, a
regeneracao de células ciliadas apresenta alguns obstaculos
dificeis de ser superados, como a alta complexidade da
citoarquitetura do 6rgao de Corti, o que dificulta a correta
integracao das células transplantadas no epitélio sensorial.
Uma opgcao que tem sido explorada muito recentemente

€ a transdiferenciacdo de células de suporte em células
ciliadas, um processo observado pela primeira vez no
sistema auditivo das aves e que, em teoria, superaria 0s
problemas mencionados.“¢~*

Portanto, dada a grande melhoria nas tentativas de
regeneracao de neurdnios auditivos, acreditamos que mais
estudos devam ser feitos nessa area, com foco na eficiéncia
da integracao funcional de células transplantadas no sistema
auditivo de modelos animais. Assim, pode ser que esteja-
mos mais perto de tratar os casos de neuropatia auditiva,
ou seja, os casos de deficiéncia auditiva caracterizada pelo
funcionamento normal das células ciliadas e funcionamento
anormal ou ausente de neurénios auditivos,* que compdem
15% dos casos de perda auditiva.>® Tais procedimentos iriam,
no minimo, possibilitar que mais pessoas com deficiéncia
auditiva recebessem ICs, ja que um dos pré-requisitos para
esse tipo de tratamento é a presenca de neurdnios auditivos
saudaveis no paciente.
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