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RESUMO

Barboza Jr LCM. Andlise histologica e funcional de xenotransplante de
células-tronco da orelha interna de camundongos em coécleas de cobaias
com perda auditiva induzida [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2012. 107p.

Introducdo: Em mamiferos, a morte das células sensoriais (células ciliadas)
da orelha interna acarreta perda auditiva neurossensorial permanente. Neste
estudo, investigou-se se, ap6s o transplante, as células-tronco (CT) da
orelha interna de camundongos neonatos podem sobreviver e integrar nos
giros basais das cocleas de cobaias submetidas a surdez induzida por
neomicina. O potencial efeito do transplante celular na funcdo auditiva
também foi avaliada.

Métodos: Oito cobaias foram submetidas a inje¢cdo de neomicina
transtimpanica para inducdo de surdez. ApOs 7 dias, os animais foram
aleatoriamente divididos em dois grupos. No grupo estudo (n=4), as CT da
orelha interna de camundongos neonatos (meio de cultura com 10> CT
Lacz+) foram transplantadas através de uma cocleostomia no giro basal de
cobaias surdas. O grupo controle (n=4) recebeu somente meio de cultura.
Apoés 14 dias do transplante, o efeito funcional foi avaliado por meio de
pesquisa dos potenciais evocados auditivos e 0os animais foram sacrificados.
A presenca e a distribuicdo das CT transplantadas foram avaliadas por
imunofluorescéncia dos cortes longitudinais das cocleas do grupo estudo.
Testes ndo paramétricos foram usados para a analise estatistica.
Resultados: A acdo da neomicina na cavidade timpanica proporcionou dano
as células ciliadas e aumento significativo dos limiares auditivos antes do
transplante celular. Nao houve diferencas significantes dos limiares auditivos
antes e apos o transplante celular nas cobaias individualmente. Algumas CT
transplantadas foram observadas em todas as escalas dos giros basais das
cocleas lesadas, e parte destas células expressaram Miosina VIIA, um
marcador de célula ciliada. Algumas CT transplantadas se integraram na
membrana basilar da coclea hospedeira. Nenhuma evidéncia de infiltracéo
inflamatdria nas cobaias transplantadas foi observada, apesar do uso de
xenotransplante.

Conclusdes: Embora, apos o transplante, os limiares auditivos ndo tenham
sido alterados, 0s experimentos mostraram sobrevivéncia, migracao,
expressdo de marcadores de células ciliadas e integracdo das CT
transplantadas.

Descritores: 1.Perda auditiva 2.Regeneracdo 3.Células-tronco 4.Terapia
celular 5.Transplante de células 6.Xenotransplante 7.Coclea
8. Camundongos 9.Cobaias



ABSTRACT

Barboza Jr LCM. Histological and functional analysis of inner ear stem cell
xenotransplantation in the cochlea of guinea pigs with induced hearing loss.
[thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo”;
2012. 107pp.

Background: In mammals, damage to sensory receptor cells (hair cells) of
the inner ear results in permanent sensorineural hearing loss. Here we
investigate whether, after transplantation, neonatal mouse inner ear stem
cells (mIESCs) can survive and integrate into basal turns of neomycin-injured
guinea pig cochleas. We also studied the potential effects of the cell
transplantation on the auditory function.

Methods: Eight adult guinea pigs were deafened by intratympanic neomycin
delivery. After 7 days, the animals were randomly divided in two groups.
Study group (n=4) received transplantation to the scala tympani of 1 X 10°
LacZ-positive mIESCs in culture medium. Control group (n=4) received
culture medium only. Fourteen days after the transplantation, functional
analyses were performed by auditory brainstem responses (ABR) and the
animals were sacrificed. The presence and distribution of mIESCs were
evaluated by immunohistochemistry of longitudinal sections of the cochlea
from the study group. Non-parametric tests were used for statistical analysis.
Results: The intratympanic neomycin delivery damaged hair cells and
increased auditory thresholds prior to cell transplantation. There were no
significant differences between auditory brainstem thresholds before and
after transplantation in individual guinea pigs. Some mMIESCs have been
observed in all scalae of basal turns of the injured cochleas, and a proportion
of those cells expressed the hair cell marker myosin Vlla. Some transplanted
MIESCs integrated in the cochlear basilar membrane. There was no
evidence of inflammatory infiltration in any of the guinea pigs.

Conclusions: Although implanted mIESCs showed no obvious effect on
auditory thresholds, our experiments showed survival, migration, expression
of hair cell marker and integration of transplanted cells.

Descriptors: 1. Hearing Loss 2.Regeneration 3.Stem Cells 4.Cell Therapy
5.Cell Transplantation 6.Xenotransplantation 7.Cochlea 8.Mice
9.Guinea Pigs
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a surdez
congénita apresenta incidéncia alta (1:1000 entre os nascidos e 1:1000 os
gue desenvolvem surdez no decorrer da infancia) (OMS, 2012). Com o
crescimento da expectativa de vida da populacéo, a prevaléncia da surdez
adquirida tem aumentado, principalmente na populacdo acima de 60 anos
(Baraky, 2011). Estima-se que um tergo dos adultos com mais de 65 anos de
idade apresente hipoacusia incapacitante (OMS, 2012). Constitui-se um dos
transtornos crénicos mais frequentes, com mais de 500 milhdes de
individuos afetados em todo o mundo, e projeta-se que, em 2050, este
namero cresca para 900 milhdes. Estes dados configuram a perda auditiva
como o distarbio sensorial mais comum do ser humano, proporcionando,
portanto, impacto importante na qualidade de vida das pessoas, e

implicacdes econbmicas e sociais. (De Felipe et al., 2011)

Na maioria dos casos, a perda auditiva adquirida ou congénita €&
causada por perda de células ciliadas cocleares e/ou seus neurbnios
associados (Li et al., 2004). Diversas etiologias estdo relacionadas, como:
exposicdo excessiva ao ruido, infecgBes virais e bacterianas, drogas
ototdxicas, trauma acustico e doencas genéticas. Além destas, considera-se
a presbiacusia, perda auditiva decorrente do envelhecimento, um fator de

risco adicional (Bento et al., 1998).

Os tratamentos atuais da perda auditiva dependem das células
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ciliadas e neurbénios que restam apos o insulto coclear. Para perdas leves a
severas, 0s aparelhos auditivos amplificam o som, compensando o aumento
de limiares provocados por perda de amplificacdo sonora, geralmente
resultante da perda de células ciliadas externas. Portanto, o sucesso da
intervencdo com aparelhos auditivos depende, em parte, da integridade das

células ciliadas internas. (Li et al., 2004)

Uma alternativa terapéutica para perda profunda € o implante coclear,
um dispositivo que estimula os neurdnios diretamente por meio de eletrodos
dispostos na escala timpanica. Desta maneira, o implante coclear transpassa
a funcao das células ciliadas internas, porém depende de neurdnios integros
para recepc¢ao dos estimulos. Em caso de disfuncdo do nervo auditivo, pode-
se optar pelo implante de tronco cerebral, uma ferramenta similar ao
implante coclear, mas que estimula diretamente o nucleo auditivo. Apesar de
transpor a funcéo da coclea, seu desempenho ainda € pobre comparado ao

implante coclear. (Jongkamonwiwat et al., 2010)

Ha duas décadas, tomou-se conhecimento da regeneracao funcional
e estrutural do epitélio auditivo em aves, peixes e répteis, ap0s agressao
com ototoxico ou trauma acustico. Em contraposicéo, as células da orelha
interna dos mamiferos s&o terminalmente diferenciadas ja no periodo
embrionario, ou seja, ndo reentram no ciclo celular, tornando dessa maneira

a perda auditiva neurosensorial irreversivel (Corwin, Cotanche, 1988).

Ao contrario do que ocorre nos mamiferos, apos insulto ototdxico em

aves, peixes e répteis, as células de suporte, células n&o sensoriais
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adjacentes as células ciliadas, se convertem fenotipicamente em células
ciliadas. Este mecanismo, chamado de transdiferenciacdo direta, € uma
maneira rapida de restabelecer a quantidade de células ciliadas perdidas.
Em um segundo momento, as células de suporte reentram no ciclo celular e
se dividem assimetricamente, gerando novas células ciliadas e de suporte.
Portanto, a populacéo de células de suporte perdidas por meio da converséo

fenotipica é restabelecida por divisédo assimétrica (Figura 1) (Warchol, 2011).

Camada de células
ciliadas

Camada de células
de suporte

Morte de célullas ciliadas

o][e]{e][e](e][e][e](e][e)

Transdiferenciagao direta Diviisao assimétrica

b
7 (@
P .
{6 O"@' ogl

Figura 1 - llustracdo dos dois modos diferentes de regeneracdo das células ciliadas do
orgado auditivo das aves. Apés a morte das células ciliadas, as células de suporte
primeiramente sofrem uma conversdo fenotipica para célula ciliada (inferior a
esquerda) e, num segundo tempo, reentram no ciclo celular e sofrem uma
divisdo assimétrica, originando células ciliadas e novas células de suporte.
(Fonte: adaptado de Groves et al., 2010)
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A capacidade das células de suporte de gerar novas células ciliadas e
cOpias idénticas das mesmas é uma caracteristica de células-tronco (CT)
multipotentes ou 6rgao-especificas. Outros sistemas sensoriais em
mamiferos, como o epitélio olfatério, possuem precursores que restabelecem
a populacdo celular, durante o turnover natural, e também abrigam CT
adultas quiescentes para regeneracdo apoOs eventual lesdo epitelial

(Brigande, Heller, 2009).

Algumas teorias tentam explicar a incapacidade regenerativa do
epitélio auditivo do mamifero adulto. De acordo com Warchol (2011), durante
0S processos evolutivos, as células de suporte da coclea do mamifero
perderam a plasticidade fenotipica, mas, em compensacédo, houve ganhos
na audicdo para sons de frequéncia alta. Esta capacidade exigiu o
fornecimento de mais energia das células de suporte para as células
ciliadas. Logo, as células de suporte se tornaram mais especializadas e
diferenciadas com uma variedade de fenotipos distintos. Ja a papila basilar,
orgao auditivo das aves, possui uma citoarquitetura mais simples, um limite
auditivo para frequéncias até 12kHz e células de suporte semelhantes entre

si (Figura 2).
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Papila Basilar

Figura 2 — Painel superior: Morfologia celular do 6rgdo auditivo das aves, evidenciando
células de suporte (setas) semelhantes sob as células ciliadas. Painel inferior:
Orgéo de Corti (OC) do mamifero apresenta células de suporte altamente
especializadas com fenotipos diferentes que formam o tunel de Corti, uma
estrutura Unica dentro do epitélio sensitivo, que se acredita ser determinante
para a audi¢cdo de sons de frequéncia alta. (Fonte: adaptado de Warchol, 2011)

A auséncia de certos receptores mitogénicos e a expressao de
inibidores de ciclo celular, como os inibidores de quinases dependentes de
ciclina (por exemplo, p27kipl), sdo aspectos da expressdo génica das

células de suporte dos mamiferos que formam uma base molecular para
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esclarecer a irreversibilidade da perda auditiva em mamiferos (White et al.,

2006).

A partir da melhor compreensédo sobre a incapacidade regenerativa
da coclea dos mamiferos e sobre a reepitelizacdo do epitélio auditivo dos
vertebrados, ndo mamiferos, apods lesdao, novas abordagens vém sendo
estudadas para o tratamento da surdez. Duas possibilidades terapéuticas
sdo atualmente consideradas: estimulacéo de células endégenas por injecdo
de agentes exdgenos (por exemplo, fatores de crescimento ou vetores virais
geneticamente manipulados) ou injecdo de células progenitoras ou CT para

reposicao do tecido perdido (Brownstein, Avraham, 2006).

As CT possuem propriedades de autorrenovacéo e diferenciagcdo em
uma variedade de tipos celulares. Esta potencialidade tem sido explorada
para buscar a regeneracdo das células ciliadas de mamiferos. Um avanco
importante nas perspectivas para a utilizacdo das CT para substituir as
células sensoriais da orelha interna foi a possibilidade de geracao in vitro de
células ciliadas a partir de CT embrionarias (Li et al., 2003a), CT de medula
Ossea (Naito et al.,, 2004), CT neurais (Tateya et al., 2003) e CT
pluripotentes induzidas (Oshima et al., 2010). Além disso, células pré-
diferenciadas derivadas de CT embrionarias de camundongos se integraram
estrutural e funcionalmente a orelha interna do embrido de galinha, quando
colocadas em fases iniciais do periodo embrionario (Li et al., 2003b).
Portanto, pode-se pensar na possibilidade de aplicacdes clinicas dessas CT

em orelhas surdas ou com surdez induzida.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Naito%20Y%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Em 2002, Malgrange et al. observaram pela primeira vez a formacgéo
de colénias de células (esferas) nas culturas em suspensdo de epitélio
auditivo dissociado de camundongos neonatos (Figura 3). Estas esferas
possuiam propriedades de autorrenovacdo, proliferacdo, expressao de
marcadores genéticos caracteristicos do desenvolvimento embrionario da
orelha interna e do sistema nervoso, e diferenciacdo em diferentes tipos
celulares, incluindo células ciliadas, de suporte e neurdnios. Em estudos de
imunofluorescéncia indireta, as ceélulas dessas esferas mostraram-se
positivas para marcagcdo com anticorpo anti-nestina, um filamento
intermediario identificado primeiramente em CT neuroepiteliais e que,
durante a embriogénese, € expresso em células proliferativas e, em tecidos

adultos, mantém-se restrito as areas de regeneracdo (Lopez et al., 2004;

Malgrange et al., 2002).

Figura 3 - Imunofluorescéncia indireta de otoesferas no segundo dia in vitro (DIV2): (A)
anticorpo anti-nestina (vermelho); (B) anticorpo antirreceptor de fator de
crescimento de fibroblastos 2 - FGFR2 (verde); (C) sobreposi¢do das imagens
de A e B. (Fonte: adaptado de Malgrange et al., 2002)

Em cultura de céclea de camundongo neonato também foi identificada

a expressao de Sox2, um marcador universal de células-tronco, presente em
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CT neurais em diferentes estagios do desenvolvimento embrionario do
sistema nervoso central. Em humanos, mutacdes no gene Sox2 causam
perda auditiva neurossensorial e, em estudo de perda de fungéo deste gene
em camundongos, mostrou-se a exigéncia da expressdo do Sox2 para a

formacao do epitélio coclear (Dabdoub, et al., 2008).

De acordo com a definicao classica, CT sédo células que possuem a
capacidade de autorrenovacdo prolongada ou ilimitada e que podem
produzir fenotipos celulares diferenciados de um determinado tecido (Watt,
Hogan, 2000). Dessa forma, conclui-se que células da orelha interna de
camundongos neonatos, sob certas condicbes em cultura, caracterizam-se
como CT o6rgao-especificas, pois, além de autorrenovacdo prolongada,
podem se diferenciar em células ciliadas, células de suporte e neurdnios

(Figura 4) (Lou et al., 2007).
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O auto-renovacgao

celula-troncode orelha interna

/N
<> <>

célula progenitora sensorial célulaprogenitora neural
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célulaciliada
célulade neurdnios célulasdaglia
suporte

Figura 4 - Célula-tronco de orelha interna possui a capacidade de autorrenovacdo e de
originar os precursores dos diversos tipos celulares: células ciliadas, células de
suporte, neurdnios e células da glia. (Fonte: adaptado de Ozeki et al., 2007)

As CT de orelha interna podem ser um excelente material para os
estudos de terapia celular em modelos animais com dano do epitélio
auditivo, por causa dessas propriedades. Além disso, de acordo com a teoria
do microambiente, as células-tronco oOrgao-especificas, quando
transplantadas para um determinado tecido lesado, podem reconhecer sinais
intrinsecos deste novo ambiente e, consequentemente, diferenciar-se em

células do tecido hospedeiro. (Cotanche, 2008)
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No presente estudo e com énfase no potencial de regeneracao

estrutural, foram investigadas:

(i) em estudo histoldgico: a sobrevivéncia, a localizacdo e a expresséo de
marcadores de células ciliadas de CT da prépria orelha interna de
camundongos neonatos, transplantadas em cdcleas de cobaias adultas

submetidas a surdez induzida por ototoxico; e,

(i) mediante pesquisa do potencial evocado auditivo: a fungdo auditiva,

antes e apos o transplante celular.
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2 OBJETIVOS

Objetivo primério:

Por meio de estudo histoldgico, analisar a sobrevivéncia, localizacédo e
expressdo de marcadores de células ciliadas de células-tronco
provenientes de camundongos neonatos, transplantadas em coclea de

cobaias adultas com surdez induzida por ototdxico

Objetivos secundarios:

Obter culturas em suspenséo de células-tronco provenientes de Orgdo

de Corti (OC) dissociado de camundongos neonatos.

Caracterizar os fenotipos dessas células-tronco (nestina e Sox2) e

estudar sua diferenciacao por meio de imunofluorescéncia indireta.

Transduzir as células-tronco com vetor viral contendo o gene reporter
LacZ para seu rastreamento apoOs transplante na coclea de cobaias

adultas com surdez induzida por ototéxico.

Induzir surdez em cobaias adultas por meio da injecéo transtimpanica de

ototoxico.

Analisar o possivel ganho funcional de audicdo por meio da realizagéo
de pesquisa do potencial evocado auditivo, antes e ap0s o transplante

celular.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Conceito de células-tronco

Por definicdo, uma célula-tronco € caracterizada pela capacidade de
autorrenovacdo e de diferenciacdo assimétrica para formar outros tipos
celulares além dela mesma. As principais diferencas das diversas categorias

de CT consistem dos tipos de células geradas (Fuchs, Segre, 2000).

As CT embrionarias sdo captadas da massa interna do blastocisto
numa fase precoce do desenvolvimento embrionario. Estas CT séo
chamadas de pluripotentes, pois apresentam a capacidade de diferenciar
nos trés folhetos germinativos: mesoderma (origina 0Ss0s, sangue e
musculos), endoderma (intestino) e ectoderma (pele, nervo e células

ciliadas) (Odorico et al., 2001).

H& uma subpopulacéo de células existentes em 6rgdos que retém a
capacidade de autorrenovacao e producdo de diferentes células irmas do
préprio tecido, ou seja, restrita a uma linhagem germinativa. Estas células,
denominadas CT 6rgdo-especificas ou adultas, sdo encontradas em
diversos oOrgaos, como: medula Ossea, pele, cérebro, figado, intestino e

retina (Fuchs, Segre, 2000).

Com relacdo as CT embrionarias, as CT oOrgéo-especificas séo

relativamente limitadas nos tipos de células que sdo capazes de gerar.
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Portanto elas sédo definidas como células-tronco multipotentes (Parker,

Cotanche, 2004).

A partir destas definicdes, conclui-se que as células-tronco em estudo,
provenientes da céclea de camundongos neonatais, se enquadram nas CT

orgao-especificas com caracteristicas multipotentes.

3.2 Uso de diferentes tipos de células-tronco na orelha interna

3.2.1 Células-tronco embrionarias

Em diversos estudos tém sido empregadas na coclea as CT
embrionarias indiferenciadas (Tabela 1). Estas células apresentam uma
plasticidade grande, que se caracteriza pelo poder de diferenciacdo nas trés
linhagens germinativas e, também, de se adaptar aos diferentes
microambientes possibilitando, assim, uma provavel regeneracdo de
diversos fenotipos celulares a partir de um mesmo transplante (Shi et al.,

2007). Além disso, as CT embrionarias apresentam imunogenicidade baixa.

Ulfendahl et al. (2007) implantaram CT embrionarias na escala
timpanica. As células sobreviventes foram identificadas na regido do ganglio
espiral e ao longo de fibras nervosas que se projetavam para o OC.

Entretanto, a taxa de sobrevivéncia mostrou ser baixa (1,1 a 1,5%).
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Tabela 1 — Estudos com diferentes tipos de CT na orelha interna

Tipo celular Animal Casos / st;;eé_?_or
Autor éﬁ;gm?; hospedeiro Controles TS Acesso na coclea
implantada
Sullivan et al., CT epitelial de camundongo 714 4 Giro basal Dil
2010 lingua
(camundongo)
Pandit et al., CT olfatdria camundongo 8/13 2 Giro basal Dil
2011 (homem)
Hu et al., Ganglio da raiz cobaia 5 grupos de 7 ou 4 Giro basal Ac anti-NF
2004 dorsal de 8/7
embrido
(camundongo)
Parker et al., CT neural camundongo Estudo histolégico 4 Janela lacz
2007 (camundongo) 2 semanas redonda
3/1
Estudo histolégico
4 semanas
3/1
CT neural cobaia 4/4 4 ST via giro FISH-Y
(camundongo) basal
Fu, Y. etal, CT neural de feto ratos 15/15 4 Janela Ad-GFP
2009 (rato) redonda
Han et al., CT neural de cobaia 12/- 2 2° giro Ad-GFP
2010 embrido (rato) coclear
Hu et al., CT neurais cobaias 51 (grupos com 4 ST giro basal LacZ e GFP
2005b camundongo 9,999, 12 e12)/
adulto 9
ltoetal., CT neurais rato néo cita 4 Janela B-Gal
2001 (rato adulto) redonda ou
oval
Hildebrand et al., CT embrionarias cobaia 15 (6 grupos de 1 4 Janela GFP
2005 (camundongo) ad)l4 redonda
Shimizu et al., CT medula chinchila 5/- 3 Janela Dil
2004 ossea (chinchila) redonda e
modiolo
Lang et al., CT embrionérias gerbil 23 (precoce) e 15 Canal de GFP
2008 (camundongo) (tardio) / 3 Rosenthal
Nishimura et al., CT pluripotentes camundongo 10/ - 1 Janela Ds-Red
2009 induzidas (iPS) neonato (P3) redonda
(camundongo)
Choetal., CT cobaia 8/8 6 ST Giro Ac humano
2011 mesenquimais basal especifico
diferenciadas
linhagem neural
(homem)
lguchi et al., CT embrionarias camundongo 5/- 4 | CSClateral e GFP
2003 (camundongo) posterior
Tateya et al., CT embrinéarias camundongo 15/ - 2° Giro GFP
2003 (camundongo) coclear
Matsuoka et al., CT gerbil 8,88/8 1 ST e modiolo GFP
2007 mesenquimais
(camundongo)
Ogita et al., cobaia 4/4 4 Modiolo Beta lll
2010 CT medula tubulina
Ossea
diferenciadas em
neuroesferas
(cobaia
Coleman et al., CT embrionarias cobaia 555(1,2e4 4 ST GFP
2006 (camundongo) semanas) /5

TS = tempo de sobrevivéncia das CT implantadas em semanas; FISH-Y =

semicircular lateral; P3 = terceiro dia de vida

Fluorescéncia do cromossomo Y;
Ac anti-NF = Anticorpo anti-neurofilamento; GFP = green fluorescent protein; ST = escala timpénica; CSC = canal
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Para aumentar a taxa de sobrevivéncia celular e a diferenciacao
neuronal na escala timpéanica, alguns autores introduziram, além das CT
embrionérias, tecido ganglionar da raiz dorsal de embrido de camundongo
(Hu et al., 2005a) e fator neurotréfico (GNDF — glial derived neurotrophic
factor) (Altschuler et al., 2008). Ambos conseguiram um incremento na
sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal, mas em nenhum dos casos houve
diferenciacdo para células ciliadas e avaliagdo funcional com o intuito de

verificar ganho auditivo com a intervencéo.

As CT embrionarias podem ser pré-diferenciadas in vitro antes da
implantacéo, para melhorar a diferenciacdo para o fenotipo desejado. Além
disso, as CT embrionarias pré-diferenciadas apresentam menor chance de
formacdo tumoral in vivo em relacdo as CT embrionarias indiferenciadas,
embora nos trabalhos supracitados nao tenha sido constatada ocorréncia de
tumor. Outra vantagem da pré-diferenciacdo em um progenitor
neuroectodérmico € a evidéncia de que tanto as células ciliadas quanto os
neurénios do ganglio espiral sdo derivados de um precursor comum

(Coleman et al., 2006).

Corrales et al. (2006) relataram diferenciacdo neuronal de
progenitores neurais derivados de CT embrionarias de camundongo apdés
injecdo em nervo auditivo de outra espécie de roedores, gerbil, observando
formacdo de processos neurais abundantes que atravessaram o canal de
Rosenthal e cresceram em direcdo as células ciliadas no OC. Neste estudo,

nao foi efetuada a avaliacdo funcional.
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3.2.2 Células-tronco adultas ou érgao-especificas

Apesar de possuirem repertério mais restrito para diferenciacdo em
linhagens celulares em relacdo as CT embrionérias, as CT adultas ou 6rgédo-
especificas dispdem de algumas vantagens, como: a possibilidade de
transplante autélogo, evitando reagcao enxerto-hospedeiro; e, o fato de serem
isoladas de um individuo adulto, sem implicar em questbes éticas geradas
pelo uso de CT embrionarias (de Felipe et al., 2011). Até o momento,
diferentes tipos de CT oOrgao-especificas (Tabela 1) foram usados na céclea
na tentativa de regeneracdo auditiva: CT neurais, CT mesenquimais, CT
epiteliais, CT olfatérias e CT pluripotentes induzidas. Outros tipos de CT
adultas, largamente estudadas in vitro sdo as CT (Diensthuber et al., 2009;
Oshima e al., 2009 e 2007; Lou et al., 2007; Senn et al., 2007; Malgrange et

al., 2002), porém ainda nao testadas in vivo.

3.3 Fatores determinantes no sucesso da terapia celular para surdez

Para o sucesso das estratégias de transplante de CT para surdez,
além da escolha entre os diferentes tipos de CT disponiveis, diversas
variaveis devem ser consideradas, como: a condicao histolégica da coclea
hospedeira no momento do transplante celular e os acessos a orelha interna
para a infusdo das CT. Estas questfes sdo consideradas cruciais e podem

afetar a eficiéncia deste tipo de terapia (Jongkamonwiwat et al., 2010).
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3.3.1 Selecao das células-tronco candidatas para a terapia da surdez

Na escolha do tipo de CT mais adequado para a restauracao celular
na orelha interna, teoricamente as CT embrionarias poderiam ser as
melhores candidatas, pois possuem a capacidade de gerar células dos trés
folhetos germinativos e ja foram empregadas com relativo éxito em terapia
experimental em modelos para outras doencas, como: Diabetes Melitus,
Doenca de Parkinson e lesdes de medula espinhal (Daley et al., 2003).
Entretanto, existe o risco potencial de que algumas linhagens de CT
embrionarias sejam capazes de sofrer transformacdo maligna, originando
tecidos indesejaveis apos o transplante celular (Pauley et al., 2008). Além
disso, a destruicdo de embrides para a captacao destas CT é questionada

sob o ponto de vista ético.

As CT neurais sao captadas geralmente da parede lateral do
ventriculo lateral e do giro denteado do cérebro de animais, logo o seu uso
seria eticamente mais aceitavel que as CT embrionarias. Por manter intima
relacdo anatdbmica e embriolégica, entre a orelha interna e o cérebro, as CT
neurais poderiam ser utilizadas para a restauracdo das células ciliadas da
céclea. Outra aplicacdo dessas células seria no tratamento de alguns tipos

de neuropatia auditiva (Parker, Cotanche, 2004).

O acesso limitado as CT neurais poderd, entretanto, comprometer o
seu uso clinico, pois sdo encontradas em regides profundas do cérebro. Ja
as CT mesenquimais de medula 6ssea sdo de mais facil obtencéo e, no seu

processo de diferenciagdo, também geram neurbnios. Estes produziriam
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neurotrofinas, proporcionando aumento da quantidade de neurbnios e
suporte ao ganglio espiral, com possivel melhora na eficacia do implante

coclear (Naito et al., 2004).

A comparacdo in vitro do potencial de diferenciagdo em células
ciliadas das CT neurais e com o das CT evidenciou duas diferencas. A
primeira delas foi que dez porcento das CT diferenciaram-se em células
ciliadas contra 0,1% das CT neurais, ou seja, cem vezes mais (10% contra
0,1%). Em segundo lugar, as CT diferenciaram-se de modo mais completo

em células ciliadas que as CT neurais (Li et al., 2003a).

Diante destas evidéncias, considera-se apropriado o uso de CT como

instrumento de reparo bioldgico.

3.3.2 Acessos para o transplante de células-tronco na orelha interna
Diversas técnicas de acesso ja foram usadas para transplante das CT
em diferentes regides da cdclea e nervo auditivo: injecdo na janela redonda
(Coleman et al., 2006), na parede lateral da céclea (lguchi et al., 2004), no
canal semicircular lateral (Iguchi et al, 2004), no canal auditivo interno
(Sekiya et al., 2006) e no modiolo (Tamura et al.,, 2004). Partindo da
premissa de que as CT tendem a migrar para os sitios lesionados, a escolha
de determinado acesso depende do objetivo da terapia celular. Outro fator
importante € que o acesso ndo cause dano adicional ao tecido decorrente do

trauma cirargico.

No intuito de regenerar o epitélio auditivo, na maioria dos estudos com
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implantacdo de CT opta-se pelo acesso a escala timpanica através de um
furo na janela redonda ou uma cocleostomia no giro basal da coclea. Este
acesso resulta em uma distribuicdo maior das células implantadas dentro da
coclea, pois a escala timpénica é um dos maiores compartimentos da coclea
e o fluxo perilinfatico espalha as células exdgenas por toda a céclea. Além
disso, acredita-se que este acesso cirdrgico € 0 que causa menos dano a

citoarquitetura coclear (De Felipe et al., 2011; Jongkamonwiwat et al., 2010).

Em contraposicdo, Hu et al. (2005b) observaram que a taxa de
sobrevivéncia das CT introduzidas diretamente na escala timpanica foi baixa.
Uma das hipoteses é a falta de alguns fatores troficos essenciais nesta
regido. Estes mesmos autores usaram pedacos de ganglio da raiz dorsal de
embrido, como fonte de fatores tréficos, junto com CT embrionarias, e
relataram um aumento significativo da sobrevivéncia das células

transplantadas (Hu et al., 2005a).

Outra razdo para o nuamero baixo de CT sobreviventes na escala
timpanica é o fluxo peilinfatico. Este, como ja citado, pode ajudar a distribuir
as células exdgenas por toda a céclea, mas pode também dispersar estas
células inadvertidamente para o liquido cefalorraquidiano por meio de um
aqueduto coclear pérvio. Esta € uma hipotese que necessita estudos

adicionais para ser confirmada (Coleman et al., 2006).

Um acesso alternativo a escala timpéanica tem sido possivel através
do canal semicircular lateral (CSCL). Iguchi et al. (2004) introduziram

neuroesferas derivadas de CT embriondrias em cécleas de camundongos



Revisao da Literatura 23

adultos. As células se localizaram predominantemente no espaco
perilinfatico (62% na escala vestibular e 37,6% na escala timpanica) e uma
infima porcentagem na escala média (0,04%), porém nédo foi avaliada a
sobrevivéncia celular. Neste mesmo estudo, 0s autores compararam a
técnica usando o CSCL com acesso a escala média, diretamente por meio
de uma cocleostomia no segundo giro coclear. A localizagdo da escala
média € feita identificando-se a pigmentacdo da estria vascular na parede
lateral da céclea, decorrente do acumulo de melandcitos nesta regido. Neste
acesso, as células permaneceram, em sua maioria, na escala média (62,1%)
e, em menores propor¢cdes, nas escalas: vestibular (20,8%) e timpéanica
(17,1%). Apesar de proporcionar uma quantidade maior de células na escala
média, este acesso causou uma alteracdo consideravel dos limiares
auditivos (aumento do nivel de pressdo sonora de 40,0dB a 52,5dB).
Enquanto o acesso via CSCL ocasionou elevacdes minimas de limiares

(8,0dB a 16,6dB NPS) em alta frequéncia de 40kHz. (Iguchi et al., 2004)

A abordagem via escala média seria interessante, pois as células
exdgenas estariam no compartimento do tecido alvo a ser regenerado, o OC.
Porém varias barreiras bioldgicas precisam ser ultrapassadas para o
sucesso desta técnica. Uma das razdes disto é a concentracdo alta de
potassio encontrada na endolinfa, que pode ser téxica as células
transplantadas e comprometer a sobrevivéncia das CT. A abordagem da
escala média via parede lateral da cOclea possui outra barreira, o dano a
estria vascular, que mantém a homeostasia do potencial endococlear

(Jongkamonwiwat, 2010).
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Parker et al. (2007), ao injetar CT neurais na escala timpéanica de
camundongos e cobaias com surdez induzida por exposicdo sonora,
conseguiram uma distribuicdo das células em todos os compartimentos da
cOclea, inclusive no OC. Também observaram diferenciacdo das CT neurais
em células ciliadas (Miosina Vlla, oncomodulina e calbindina), células de
suporte (GFAP) e células neurais (Blll-tubulina). Diante desta evidéncia,
destaca-se a influéncia do microambiente coclear na diferenciacdo das CT
implantadas, pois estas expressaram marcadores tipicos das células da

regido onde foram encontradas.

De acordo com os relatos, o acesso mais favoravel para o transplante
de CT na coOclea ainda € na escala timpanica, pois, além da maior
sobrevivéncia e diferenciacdo das células transplantadas, o dano a
citoarquitetura coclear € minima, logo ndo compromete os limiares auditivos.
Considera-se também a via cirurgicamente mais factivel em uma possivel
implantacdo das CT em humanos, pois é semelhante ao acesso usado para

o implante coclear (Coleman et al., 2006).

3.3.3 Condicéo da coclea para o transplante

O estado do tecido hospedeiro € um fator critico para o sucesso da
terapia celular. Matsuoka et al. (2007) observaram maior taxa de
sobrevivéncia e diferenciacdo das CT mesenquimais de camundongos
transplantadas em cécleas de gerbil com surdez induzida, quando
comparadas as cécleas nao lesadas. Hu et al. (2005b), transplantando CT

neurais adultas de camundongos, constataram sobrevivéncia celular maior
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em cobaias submetidas a dano ototdxico com neomicina transtimpanica

guando comparadas a cocleas sem dano.

A influéncia da mudancga do microambiente coclear, mediante dano
ototoxico, na taxa de sobrevivéncia e diferenciacdo das CT transplantadas,
provavelmente € causado por liberacdo de fatores de crescimento,

guimiotéaticos e angiogénicos (De Felipe et al., 2011; Lang et al., 2008).

3.4 Peculiaridades das células-tronco da orelha interna de

camundongos neonatais

Em cultura em suspensédo sob determinadas condicdes, as células
dissociadas de OC de camundongos neonatais possuem a capacidade de
formar colbnias flutuantes, chamadas esferas (Diensthuber et al., 2009; Lou

et al., 2007; Oshima et al., 2007; Malgrange et al., 2002).

Essas esferas apresentam trés morfologias distintas: sélidas, mistas e
ocas. As esferas sélidas possuem a capacidade de se autorrenovar,
proliferar e se diferenciar em células ciliadas. Estas propriedades sao
atribuidas a expressao de marcadores de CT no interior das esferas sélidas,
como: pax2, Isletl e nestina (Qiticica et al., 2010; Diensthuber et al., 2009;

Malgrange et al., 2002).

A populacdo de esferas sdlidas é predominante nos dois primeiros
dias. Com a transformacéo das esferas solidas em mistas e, posteriormente,

em ocas, a populacdo de esferas solidas diminui gradativamente. Esta
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mudanca de morfologia € acompanhada por diferenciacdo epitelial das
células que constituem a esfera, logo as esferas mistas e ocas néo
apresentam as propriedades de CT das esferas sélidas (Diensthuber et al.,

2009).

A cultura de OC de camundongos neonatos nos dois primeiros dias
apresenta, portanto, quantidade maior de esferas sélidas, e possui melhores
condicOes para ser aplicada em experimentos de transplante celular com o

objetivo de regeneracéo de células ciliadas.

3.5 Razao para a escolha do xenotransplante

Inicialmente o projeto consistia de um possivel transplante autélogo
de células-tronco em cobaias, pois estes animais sdo modelos em cirurgia
otologica para acesso a orelha interna (Wysocki, 2005; Wells, 1986) e
possuem sensibilidade alta a inducdo de surdez por ototéxicos (Poirrier,
2010). Portanto, as CT seriam obtidas da orelha interna de cobaias neonatas
e transplantadas em cdcleas de cobaias adultas apos surdez induzida, pois
se acreditava que o OC de cobaia neonata, dissociado e submetido as
mesmas condicdes dos experimentos com camundongos neonatos,
forneceria células com propriedades de autorrenovacdo, proliferacdo e

diferenciacao.

Em trabalho realizado pelo grupo de pesquisa do Departamento de

Otorrinolaringologia da FMUSP (Oiticica et al., 2010), constatou-se que as
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células cocleares de cobaias neonatas formaram poucas esferas que,
apesar de expressarem marcadores de células-tronco, como a nestina e
Sox2, ndo apresentaram diferenciacdo em células ciliadas e células de

suporte.

A incapacidade das células de cobaias de se comportarem como
células-tronco, provavelmente € resultante do amadurecimento precoce da
via auditiva destes animais, pois, ao contrario dos camundongos, que sé
apresentam potenciais evocados auditivos a partir do 12° dia de vida, as
cobaias tém a sua maturacao auditiva 12 a 15 dias antes do nascimento
(Pujol, 1985). Oshima et al. (2007) constataram a formacdo de poucas
esferas com propriedades de células-tronco em camundongos com 21 dias
de vida, ou seja, 9 dias apdés o0 aparecimento dos potenciais evocados

auditivos.

Outra possibilidade para a realizacdo de um transplante autdlogo
seria a introducdo de células-tronco de camundongos neonatos em
camundongos adultos. Isto se mostrou invidvel, porque nao existe
padronizacdo na literatura de um protocolo de surdez induzida em
camundongos. Uma das razdes é um elevado clearance renal dos
camundongos e nivel de superoxido dismutase alto, proporcionando,
respectivamente, uma meia-vida curta dos ototoxicos e estresse oxidativo
menor na coéclea (Poirrier, 2010). Por causa da impossibilidade de obter um
modelo de lesdo coclear confidvel ao utilizar camundongos adultos, optou-se

usar a cobaia como animal receptor.
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Varios outros fatores contribuiram para a escolha de cobaias, como
animais modelos para a cirurgia experimental:

* Anatomia e técnica cirargica do osso temporal bem documentada
(Wysocki, 2005; Wells, 1986);

* Acesso amplo a cavidade timpanica e orelha interna, por causa do
tamanho consideravel da bula timpéanica (Wysocki, 2005); e,

* Porque o modelo de toxicidade coclear € mais confiavel, ou seja, a
cobaia é o melhor animal para inducéo de surdez neurossensorial de

forma reprodutivel (Poirrier, 2010).

A consideracao principal em relacdo ao xenotransplante é a rejeicao
imunologica, pois consiste em respostas adquiridas e inatas (anticorpos e
células natural killer, NK) que reconhecem e matam as células estranhas
(Li et al., 2004). Em contrapartida, a coéclea é considerada um sitio
imunologicamente privilegiado, pois apresenta uma imunoprotecao natural, a
barreira hematolabirintica (Hildebrand et al., 2005). Por este motivo, ndo
houve qualquer reacao inflamatoria tecidual compativel com reacéo enxerto-
hospedeiro nos trabalhos em que foram usados xenotransplantes (Cho et al.,
2011; Pandit et al., 2011; Ogita et al., 2010; Hu et al., 2009; Lang et al.,

2008; Matsuoka et al., 2007; Coleman et al., 2006; Hildebrand et al., 2005).
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4 METODOS

4.1 Animais

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (HC-
FMUSP), sob os protocolos 1221/06 e 0466/08. Todos os procedimentos
foram executados em concordancia com o manual sobre cuidados e usos de

animais de laboratorio (National Research Council, 2003).

A pesquisa foi financiada pelas instituicdes de fomento: Fundacéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&do Paulo (FAPESP), processo N°
2009/09473-3, e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq), processo N° 573.920/2008-7. Também foi parcialmente
apoiada pela infra-estrutura do CEPID-FAPESP Centro de Estudos do

Genoma Humano (FAPESP), processo N° 98/14254-2.

Os experimentos foram realizados em centros de pesquisa do

complexo da Universidade de Sdo Paulo seguintes:

o Laboratorio Genoma Funcional, chefiado pela Profa Luciana
Haddad, localizado no Instituto de Biociéncias (IB-USP).
o Setor de Vetores Virais, chefiado pelo Prof. Bryan Strauss,

sediado no Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
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Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor-
HC-FMUSP).

o Laboratério de Investigagcdo Médica (LIM 32), chefiado pela Dra
Jeanne Oiticica, localizado na Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

o Laboratério de Habilidades Cirargicas em Otorrinolaringologia,
chefiado pelo Prof. Dr. Rubens Vuono de Brito Neto, localizado na

Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (FMUSP).

Camundongos (Mus musculus)

Foram utilizados camundongos neonatos da raca BALB/c com 2 a 3
dias de vida de ambos os géneros. Estes animais foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da FMUSP. No estudo, foi utilizado um total de 256

animais e em cada experimento foram empregados de quatro a oito animais.

Cobaias (Cavea Porcellus)

Foram usadas cobaias adultas de ambos os géneros, com massa
corpérea entre 250g e 350g, pélo curto, apresentando reflexo de Preyer
positivo e otoscopia normal. Foram excluidos os animais com sinais de
infeccdo de orelha externa e média, gestantes, portadores de malformacdes
e limiares auditivos acima de 40dB na frequéncia de 16kHz em testes de

pesquisa do potencial evocado auditivo.
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Os animais foram fornecidos inicialmente pelo CEDEME-UNIFESP
(Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e
Biologia da Universidade Federal de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil), e
posteriormente pelo biotério privado Granja RG que foi responséavel pelo
transporte, manutencdo e manejo. As cobaias eram mantidas em caixas
plasticas forradas com maravalha, trocada diariamente, recebendo ragéo

peletizada e 4gua a vontade com suplemento de &cido ascorbico.

Durante todo o projeto foram utilizadas 90 cobaias, oito a dez animais

em cada experimento.

No experimento final, oito animais foram divididos em dois grupos:

Estudo: composto por quatro animais, nos quais foram introduzidas
CT com meio de cultura na orelha interna direita, apés

surdez induzida.

Controle: composto por quatro animais, nos quais foi introduzido
somente meio de cultura na orelha interna direita, apos

surdez induzida.

4.2 Linhas gerais do estudo

Apés pesquisa do potencial evocado auditivo para certificar audicdo

normal, as cobaias foram submetidas a injecdo de ototoxico na orelha direita
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para inducdo de surdez que também foi comprovada com o mesmo teste

supracitado.

No sétimo dia apds a inducdo de surdez, foi realizada microcirurgia
para transplante das CT, obtidas por meio de culturas do OC dissociado de
camundongos neonatos. Estas CT transplantadas foram previamente
transduzidas com um vetor viral contendo gene-reporter Lac-Z, que tem a

funcdo de auxiliar seu rastreamento na céclea do animal hospedeiro.

Passados 14 dias do transplante, nova pesquisa do potencial evocado
auditivo foi executada, para investigacdo de possivel ganho auditivo. Em
seguida, os animais foram sacrificados para a remocéo das cocleas. Foram
realizados cortes histologicos das coécleas excisadas para o estudo da
sobrevivéncia, localizacdo e expressao de marcador de células ciliadas das

CT transplantadas (Figura 5).
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4.3 Obtencéo das células-tronco do o6rgao de Corti de camundongos

neonatos

Para obtencdo da cultura primaria, em cada experimento foram

dissecados os OC de oito camundongos neonatos com 2 dias de vida. Apés

decapitacao realizada com tesoura cirargica na base do forame magno, as

cabecas foram borrifadas com alcool a 70%. O cranio foi dividido na linha

sagital em duas partes e o tecido cerebral foi removido para visualizacdo dos

0Ss0s temporais. Estes foram dissecados do resto do cranio e colocados em

uma placa de Petri de 35mm de diametro contendo 3uL de HBSS (Hank's

balanced salt solution) gelada (Parker et al., 2010; Oshima et al., 2009).

O procedimento de disseccédo ocorreu sob visualizagdo de uma lupa
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microcirurgica de disseccdo (Tecnival, SQF-F), dentro de uma cabine de
seguranca bioldgica de fluxo laminar (Thermo), previamente submetida a
antissepsia com alcool a 70% e, em seguida, exposta a luz Ultravioleta (UV)
por 30 minutos. Com o auxilio de pincas (Dumont #5 e #55), isolou-se a
capsula ética, apés remocdo da bula ética e tecidos adjacentes do 0sso
temporal. Destacou-se a capsula 6tica do labirinto membranoso da coclea e
0 ducto coclear foi desprendido do modiolo, partindo do giro basal até o

apice. (Parker et al., 2010)

O ducto coclear isolado contém, além do OC, estria vascular,
ligamento espiral e membrana de Reissner. O OC e o conjunto formado pela
estria vascular, ligamento espiral e membrana de Reissner se dispdem no
ducto coclear como duas fitas paralelas de facil identificacdo e separacao.
Em seguida, com auxilio de duas pincas destacou-se o OC (Figura 6). Apos
este passo, ainda podem permanecer restos de modiolo que contém ganglio
espiral, e que foram removidos cuidadosamente com as ping¢as. (Oshima et

al., 2009)



Métodos 36

Figura 6 - llustracdo do giro basal do 6rgdo de Corti (OC) parcialmente isolado das
estruturas adjacentes. Percebe-se 0 conjunto ligamento espiral/estria
vascular/membrana de Reissner (seta azul) quase todo separado do OC (na
borda externa do OC) e parte do modiolo (asteriscos), que contém o ganglio
espiral, encontra-se na borda interna do OC. (Microscépio invertido Axiovert
40C - Zeiss, Alemanha - aumento 10x)

Dezesseis OC foram transferidos para uma placa de seis pocos,
apropriada para cultura em suspensao (Greiner Bio-One, Monroe, NC, USA),
contendo 50uL de DPBS (Dulbecco's Phosphate Buffered Saline, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Adicionou-se 50uL de tripsina/EDTA a 0,25% e, em
seguida, a placa foi colocada na incubadora por 5 minutos a 37°C e 5% de

concentracdo de CO,. A tripsina possui a funcdo de desagregar as células
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entre si mediante sua propriedade proteolitica sobre proteinas intercelulares

(Diensthuber et al., 2009, Oshima et al., 2009).

Esta acdo enzimatica foi bloqueada por meio da adicao de 50uL de
inibidor de tripsina com DNasel. Para completar 200uL de solucéo, foram
adicionados mais 50uL de meio de cultura com a composi¢cao seguinte:
DMEM:F12 (Invintrogen) com o0s suplementos N2 (Invintrogen) e B27
(Invintrogen); os fatores de crescimento: Epidermal Growth Factor (EGF) a
20ng/mL, Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) a 10ng/mL, Insulin Growth
Factor (IGF1) a 50ng/mL e sulfato de heparana a 50ng/mL; e ampicilina a
50ug/mL (Sigma - Aldrich, USA) (Oshima et al., 2009). N&do se utilizou o
antibidtico estreptomicina, como de rotina em cultivo celular, dada sua

conhecida ototoxicidade.

Além da dissociacdo enzimatica com tripsina/EDTA, foi realizada uma
dissociacdo mecéanica que consiste em pipetar o contetudo contra o fundo da
placa por 30 vezes (ponteiras plastica com filtro, epTIPS 20-300uL;
Eppendorf, Alemanha). ApoOs esta etapa, as células foram visualizadas no
microscopio invertido Axiovert 40C (Zeiss, Alemanha) para verificar se houve

boa dissociacdo (Oshima et al., 2009).

Em outro poco da mesma placa, posicionou-se um filtro celular de
nylon (BD FalconTM) com 70um de abertura de malha. O contetudo foi
transferido, filtrado e adicionados mais 1.800uL de meio de cultura,
totalizando 2mL. Dez microlitros desta solugéo foram retirados e adicionados

a 10uL de azul de tripano para contagem do total de células viaveis no
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hemocitdmetro (Camara de Neubauer modificada) com auxilio de um

microscépio invertido Axiovert 40C (Zeiss, Alemanha). (Oshima et al., 2009)

A placa de seis pocos foi colocada na incubadora por dois dias a 37°C

e 5% de concentragao de CO; (Figura 7).

Figura 7 - Células do 6rgao de Corti em meio de cultura apds dissociagdo enzimatica e
mecanica (Microscopio invertido Axiovert 40C - Zeiss, Alemanha - aumento
10x)

4.4 Caracterizacéo fenotipica das otosferas e diferenciacéo

4.4.1 Caracterizagao fenotipica das otosferas

Para saber se as esferas sélidas expressavam alguns marcadores

caracteristicos de células-tronco, realizou-se o experimento seguinte:
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o No DIV2, h4 predominancia de esferas soélidas em relagdo as
esferas mistas e ocas (Diensthuber et al., 2009). Nesta etapa da
cultura, sob visualizagdo com o microscopio invertido (ZEISS,
Alemanha), foram pipetadas, individualmente, 80 a 100 esferas
sélidas (pipetador Eppendorf 20uL) na placa de seis pocos. Estas
esferas foram distribuidas uniformemente em uma camara de oito
pocos (Lab-Tek Il) previamente revestida com 5uL de fibronectina
(Sigma-Aldrich, USA), que propicia a aderéncia e a diferenciacéo
celular.

o Nas condicdes da incubadora a 37°C e 5% de CO,, a camara de
oito pocos com as esferas selecionadas permaneceu por 12 horas
em meio de cultura com fatores de crescimento. Foi utilizado este
breve periodo de cultura para que as esferas aderissem ao fundo
da placa, mas que ndo houvesse diferenciacao.

o ApoOs esse periodo, as esferas foram fixadas em paraformaldeido a
4% em solucao salina tamponada de fosfato (PBS). Decorridos 20
minutos em paraformaldeido (PFA) a 4% e em temperatura
ambiente (TA), as esferas foram lavadas com PBS e
permeabilizadas em surfactante nao iénico Triton X-100 (Sigma-
Aldrich, USA) a 0,3% por 10 minutos em TA. ApGs a lavagem com
PBS, foram tratadas em TA com glicina 0,1M em PBS por 20
minutos. Bloqueados os sitios de ligacdo nédo especificos com PBS
gue continham albumina sérica bovina (BSA) a 1% e IgG a 5% néo

imune, correspondente ao anticorpo secundario a ser usado (Cabra
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IgG Abcam; Coelho IgG Abcam) por 1 hora em TA (Pranchevicius
et al., 2008).

o ApoOs lavagem com PBS, as esferas foram incubadas durante 16
horas a 4°C com os anticorpos priméarios (Tabela 2) diluidos em
PBS e BSA1%.

o ApOs nova lavagem com PBS, as esferas foram incubadas com
anticorpos secundarios diluidos contendo BSA1% e mantidas por
uma hora em TA, e protegidas da luz ambiente.

o Foram realizadas mais duas lavagens com PBS e adicionada uma
gota de meio de montagem Prolong Gold contendo DAPI
(Invitrogen) corante de DNA para a marcacao nuclear. Em seguida,
0S pocos que continham as células fixadas e tratadas para
imunofluorescéncia foram selados com laminula e esmalte.

(Oiticica et al., 2010; Diensthuber et al., 2009; Oshima et al., 2009)

Em todas as imunofluorescéncias indiretas, foram separados pocos

para o controle negativo dos anticorpos primarios e secundarios.
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Tabela 2 - Relagdo dos anticorpos usados e as respectivas funcbes dos

marcadores fenotipicos.

Caracteristicas

Anticorpos Anticorpos
Marcadores o p ,p_ destes marcadores
primérios secundarios "
fenotipicos
Camundongo Anti-camundongo Filamento
monoclonal conjugado intermediario
anti-Nestina com Alexa Fluor 488 identificado

de células-tronco

1:100 (Chemicon)

(1:500, Invitrogen)

primeiramente em
células-tronco
neuroepiteliais;
durante
embriogénese, é
expresso em células
proliferativas e, em
tecidos adultos, é
restrito a areas de
regeneracao
(Lopez, 2004)

Cabra policlonal
anti-Sox2
1:50 (Santa Cruz)

Anti-cabra conjugado
com Alexa Fluor 546
(1:500, Invitrogen)

Responsével pelo
desenvolvimento da
epitélio sensitivo da
orelha interna e é
expresso em céluas
de suporte e CT da
orelha interna.Mantém
as funcdes de mitose
e transdiferenciacéo
das células de suporte
(Oesterle, 2008;
Kiernan, 2005)

de células
diferenciadas

Coelho policlonal
anti- Miosina Vlla
1:100 (ABR)

Anti-coelho conjugado
com Alexa Fluor 488
(1:500, Invitrogen)

Marcador de células
ciliadas, a partir de
E15 (15 dias de vida
embrionaria).
(Cotanche, 2010)

Coelho monoclonal
anti-p27kip1 1:50
(Abcam)

Anti-coelho conjugado
com Alexa Fluor 546
(2:400, Invitrogen)

Marcadores de
células de suporte
(Diensthuber, Heller,
2010)

Camundongo
monoclonal anti-beta
Il tubulin 1:250
antibody (Millipore)

Anti-camundongo Cy3
(2:1000, Invitrogen)

Marcador neuronal
(Martinez-Monedero
et al., 2008)
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4.4.2 Diferenciacao

Para obtencdo da diferenciacdo das células das esferas em células
com o fendtipo de células-ciliadas, células de suporte e neurbnios, foi
utilizado um protocolo semelhante ao da caracterizacdo fenotipica das
esferas sem diferenciacdo, e a principal diferenca € o meio de cultura com

omissao dos fatores de crescimento e em meio de cultura aderente.

Apés o revestimento com poli-L-ornitina (0,21mg/mL) e fibronectina
(5pg/mL), as esferas pipetadas individualmente da placa de cultura em
suspensao foram distribuidas na camara de oito pocos (Lab-Tek Il). Ao invés
de completar cada po¢co com meio de cultura que continha fatores de
crescimento, foi adicionado o mesmo meio de cultura desprovido daqueles
fatores e 80% do meio foi trocado a cada dois dias. Apds sete dias em
incubadora a 37°C e atmosfera com 5% CO,, foram realizados os passos de
fixacdo (PFA 4%), permeabilizacdo (Triton X-100 0.3%), bloqueio dos sitios
de ligacdo néo especificos (1% BSA e IgG 5% nao imune), adicdo dos
anticorpos primarios especificos para o fenétipo de células diferenciadas,
adicdo de anticorpos secundarios e montagem da lamina com Prolong Gold

com DAPI (Invitrogen), como descrito previamente (Oiticica et al., 2010).

Em todas as imunofluorescéncias indiretas, foram separados pocos

para o controle negativo dos anticorpos primarios e secundarios.

4.4.3 Microscopia e processamento de imagens

O OC, inteiro e dissociado, e as esferas em cultura foram visualizados
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por intermédio de um microscopio invertido Axiovert 40C (Zeiss, Alemenha),
fotografados com uma camera digital AxioCam (Zeiss, Alemenha) e as
imagens adquiridas com auxilio de um software em um computador pessoal

(Fujitsu-Siemens) com Windows XP.

As esferas marcadas com anticorpos foram visualizadas por meio de
um microscopio de fluorescéncia (Axioplan, Carl Zeiss, Alemanha) e
software para captura digital das imagens (Isis Fish Imaging Meta System).
E, por meio da Rede Multiusuarios Sistema FMUSP/HC, utilizou-se o

microscopio confocal LSM510 (Zeiss, Alemanha) do InCor-HCFMUSP.

4.5 Transducéao do vetor viral contendo o gene LacZ nas otosferas

Para identificar as células transplantadas na coéclea das cobaias, foi
utilizado o gene LacZ, que codifica uma enzima chamada beta-
galactosidase. Esta enzima cliva o substrato incolor X-gal (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-b-galactopyranoside), um anélogo da lactose, em galactose e
5-bromo-4-chloro-3-hydroxyindole. Este dimeriza espontaneamente e ¢é
oxidado em um produto insolivel de cor azul (5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-
indigo), tornando a célula produtora da enzima facilmente identificavel

(Figura 8) (Pfeifer et al., 2001).
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5-bromo-4-chlore-3-hydroxyindole

H Cl 0
p-Galactosidase N Br H
- —
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HO OH
OH [ 5,5 -dibromo-4 4'-dichloro-indigo ]
galactose

Figura 8 - Reacdo da enzima beta-galactosidase clivando X-Gal em galactose e 5-bromo-4-
chloro-3-hydroxyindole, que dimeriza espontaneamente e é oxidado, gerando o
5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo (produto insolGvel de cor azul)

Outra maneira de identificar a enzima € por meio de

imunoflurescéncia indireta com o uso de anticorpo anti-beta-galactosidase.

O gene LacZ nao esta presente na maioria dos genomas e € um gene
caracteristico de bactérias. Essa propriedade € interessante para aplicacao
como gene-reporter. Para sua adequada transducédo nas células-alvo, o
gene LacZ foi inserido, por meio de enzimas de restricdo, em um vetor

lentiviral (LV-LacZ) (Figura 9) (Pfeifer et al., 2001).

LV-Lac \ 4

LTR HpptHemviEIYARHWHLTR

Figura 9 - Representacé@o esquemética do vetor lentiviral com o gene LacZ inserido (Fonte:
Pfeifer et al., 2001)
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O vetor lentiviral, derivado do virus da imunodeficiéncia humana tipo |
(HIV1), é o unico entre os retrovirus com a capacidade de transfectar células
em divisdo e células mitoticamente inativas, portanto, por causa destas
caracteristicas, sdo considerados como ferramentas inovadoras para a
transducdo de determinados genes em células-alvo. O lentivirus se integra
ao genoma da célula hospedeira e garante a expressao dos seus genes em

longo prazo (Hildebrand et al., 2008, Totsugawa et al., 2003).

Seguindo os padrdes de seguranca adequados para a manipulacao
de particulas virais, os experimentos de transducdo do LV-LacZ (Plasmid
12108 Mammalian Expression, Lentiviral) nas CT foram executados no Setor
de Vetores Virais no InCor-HCFMUSP. Estes vetores lentivirais, portadores
do gene LacZ, foram adquiridos da empresa Addgene (Cambridge, MA,

EUA).

Antes de submeter as CT de orelha interna de camundongos
neonatais a transducdo com LV-LacZ, como é descrito a seguir, testou-se a
eficiéncia de transducdo do LV-LacZ em uma linhagem de células
imortalizadas derivadas de fibroblastos de embrido de camundongos, as

células NIH 3T3.

De acordo com Diensthuber et al. (2009), a cultura in vitro no segundo
dia apresenta quantidade maior de esferas solidas. Estas possuem maior
capacidade proliferativa e quantidade maior de células com marcadores de

células progenitoras. Logo, foi definido que no segundo dia do
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estabelecimento da cultura, as células seriam transportadas na propria placa

de seis pocos para o Setor de Vetores Virais do InCor, para a transducao.

Inicialmente, foi realizada a contagem das células da cultura na placa
de Neubauer, para determinar quantas particulas virais seriam colocadas no
meio de cultura. O ideal é obter a relacdo de cinco particulas virais para
cada célula (multiplicity of infection, MOI igual a 5). O conteudo da cultura
em suspensdo foi centrifugado (1000rpm durante 5min) e o pellet
ressuspendido em 100uL de meio de cultura. Em seguida, foram
adicionadas as particulas virais LV-LacZ na concentracdo desejada e
polibreno (4ug/mL). As células ficaram expostas a esta concentracdo viral

por 3 horas na incubadora a 37°C e 5% de CO.,.

Passadas 3 horas, colocou-se o conteudo de células transduzidas na
placa de seis pocos com 2mL de meio de cultura, que permaneceu na
incubadora por 48 horas. Apés este periodo, centrifugou-se o contetdo da
placa (1000rpm durante 5min) e, apos descartar o sobrenadante,
ressuspendeu-se o pellet em 1mL de tripsina a 0,1%, e deixou-se na
incubadora durante 5 minutos. Nesta etapa ocorre a dissociacdo quimica
das esferas. Apds o periodo de 5 minutos, o contetdo foi pipetado 30 vezes
contra o fundo do microtubo, realizando-se a dissociacdo mecanica das
esferas. Centrifugado o contetdo de células com tripsina e, apds descartar o

sobrenadante, o pellet de células foi ressuspendido em meio de cultura.

Apés realizar uma nova contagem das células na placa de Neubauer

e a populacdo de células foi concentrada em quatro microtubos de 10uL
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cada com uma concentracdo de 10.000células/pL, totalizando 100.000

células por tubo.

Quatro microtubos foram identificados e transportados em caixas de
isopor com gelo para o Laboratério de Habilidades Cirargicas em
Otorrinolaringologia, onde o seu contetdo foi injetado na céclea de cobaias
com surdez induzida. Outros quatro microtubos contendo somente meio de
cultura foram utilizados para os animais com surdez induzida do grupo

controle.

O restante das células, que nao foi encaminhado para o transplante,
foi submetido a um método histoquimico com X-gal para a confirmacao da
transducédo destas células com LV-LacZ. Este método consiste na detec¢ao
da atividade da enzima B-galactosidase produzida pelo gene LacZ. As
células foram distribuidas na camara de oito pocos (Lab-Tek Il) previamente
revestida com fibronectina, isto €, em condi¢des aderentes. A camara de oito
pocos foi submetida a centrifugacao (1500rpm durante 5min). Apos lavagem
com PBS, os pocos foram incubados em glutaraldeido a 0,25% por 5min a
4°C. Em seguida o glutaraldeido a 0,25% foi removido e nova lavagem com
PBS foi realizada. As células foram incubadas a 37°C por 8 horas com uma
solucdo que continha 100ug/mL de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil beta-d-
galactopiranoside, Sigma-Aldrich, MO, USA), 2mM de MgCl,, 20mM de
ferrocianeto de potassio [KisFe(CN)g, Sigma-Aldrich, USA], 20mM de
ferricianeto de potassio [KsFe(CN)s, Sigma-Aldrich, USA], 100mM NaPQO,, e
PBS pH 7,3. Ap6és 16 horas desta etapa, com auxilio de microscépio

invertido (Axiovert40, Zeiss, Alemanha), as células transduzidas com LV-
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LacZ foram visualizadas em azul, de acordo com a reacéo X-gal descrita no

primeiro paragrafo desta secao.

4.6 Pesquisado potencial evocado auditivo

Os testes de audicdo foram realizados por meio da pesquisa do
potencial evocado auditivo das cobaias em trés tempos diferentes do

experimento:

* antes da inducado da surdez para confirmacédo de audicdo normal

do animal;

* apoés a inducdo da surdez para comprovacdo do aumento dos

limiares auditivos; e,

* 14 dias ap6s o transplante das CT na orelha interna das cobaias

para avaliacdo funcional pés-operatoria.

Para obtencéo dos limiares dos potenciais evocados auditivos, usou-
se o aparelho Intelligent Hearing System e o software Smart-EP (Intelligent
Hearing System, Miami, USA) acoplado a um laptop HP mini 110 (Figura
10). Este software foi adaptado para geracdo de estimulos acusticos
especificos, por transdutores de frequéncia alta. Apos anestesia profunda
dos animais com ketamina (intramuscular 40mg/kg Ketalar®) e xilazina
(intramuscular 10mg/kg Rompun®), foram inseridos eletrodos de agulha no

tecido subcutaneo do vértix (ativo) e das regides ventrolaterais de orelha D
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(referéncia) e esquerda (terra). Uma sonda foi introduzida gentilmente no
conduto auditivo externo direito. Apds checar a impedancia (<3kQ), os
estimulos na frequéncia especifica (16kHz) foram emitidos para a orelha
direita por intermédio de fones transdutores de frequéncia alta, previamente
calibrados. Esta frequéncia especifica foi escolhida, por ser a que melhor
pode ser detectada em cobaias apds insultos ototoxicos (Poirrier et al.,

2010).

Figura 10 - Obtencéo dos potenciais evocados auditivos em cobaia anestesiada e com o0s
eletrodos e sonda posicionados adequadamente.

Os estimulos foram emitidos com uma taxa de repeticdo de 19,1
vezes por segundo, em um total de 1024 repeticbes para cada intensidade.

O ganho utilizado foi de 100.000. A primeira intensidade de estimulo testada
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foi de 90dB NPS com decréscimos de 10dB NPS, inicialmente, e 5dB NPS,
ao redor do limiar auditivo, que foi determinado pela ultima intensidade com
todas as ondas presentes (Figura 11). Todas as intensidades foram
verificadas duas vezes para verificacdo da reprodutibilidade da resposta e os
limiares foram analisados por dois pesquisadores diferentes (Cho et al.,

2011; Grimm et al., 2009).

Fas ==y

Figura 11 — Curvas eletrofisiologicas de diferentes intensidades decrescentes, evidenciando
aondaV até 35dB.
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4.7 Inducdo de surdez nas cobaias adultas pré-transplante

Para obtencdo do dano as células ciliadas externas e internas do
epitélio sensitivo da orelha interna com consequente aumento dos limares
auditivos, todas as cobaias, apOs anestesia profunda com ketamina
(intramuscular  40mg/kg Rompun®) e xilazina (intramuscular 10mg/kg
Ketalar®), receberam injecéio transtimpanica de neomicina 10% (preparada
pela Divisdo de Farmacia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Séo Paulo) (Hu et al, 2005b).

Sob visualizagdo em microscopio OPMI Pico (Zeiss, Alemanha), por
leve retracdo da orelha externa, a membrana timpanica foi exposta com
nitidez. Em uma seringa com 1mL de capacidade, acoplada em um jelco 24,
a orelha média foi preenchida com 0,1mL de neomicina a 10%. Durante todo
procedimento e apdés 15min da infusdo do aminoglicosideo, a orelha direita
esteve posicionada para cima para facilitar a difusdo da droga pela janela

redonda. (Hu et al., 2005b)

Apés quatro dias da indugéo da surdez, as cobaias que apresentaram
limiar auditivo abaixo de 70dB NPS foram excluidas do estudo (Izumikawa et
al., 2005). Em seguida, as cobaias com surdez induzida foram submetidas a

microcirurgia para transplante das CT na cdclea.

4.8 Microcirurgia para transplante das células-tronco na coclea

Sob anestesia profunda, previamente descrita, e antibioticoterapia
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profilatica benzilpenicilina potdssica (intramuscular 100.000UI/kg), as
cobaias foram colocadas sobre mesa cirdrgica em condi¢cdes assépticas
(Figura 12) e submetidas a antissepsia com alcool 70% da regido temporal
direita. Em seguida, no plano subcutaneo, foi infiltrada xilocaina a 1% sem
vasoconstritor (4,5mg/kg) no local da incisdo e feita a tricotomia da regiao

retroauricular (Han et al., 2010).

Figura 12 - Mesa cirdrgica composta (no sentido horario): microscopio cirdrgico OPMI Pico
(Zeiss, Alemanha), bisturi elétrico com placa (HF 120 WEM), borrifador com
alcool a 70%, instrumentos cirdrgicos (caneta de bisturi para lamina bisturi
n° 15, tesoura de iris curva, pinga, retrator, porta-agulha, rugina, perfurador de
platina (0,3mm), estilete, microbroca, caneta e motor (Vmax, NSK)
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Com abordagem dorsal (Wells et al., 1986), uma incisédo pré-auricular
de 2,5cm e divulsdo do musculo temporal, foi exposto o plano suberiosteal
da bula. Em visualizacdo microscopica (microscopio cirdrgico Zeiss OPMI
Pico), identificou-se a crista arqueada, parametro anatdbmico importante, pois
define o limite entre a bula e a cavidade craniana. Dois milimetros abaixo da
crista arqueada, a bula foi amplamente aberta com microbroca para posterior
exposigdo do nicho da janela oval e do nervo facial. Usando um perfurador
de 0,3mm, foi realizada uma cocleostomia no giro basal junto a janela

redonda (Figura 13), logo dando acesso a escala timpanica. (Cho et al.,

2011)

Figura 13 - Microcirurgia do osso temporal de cobaia para transplante das CT: (A) - janela
redonda (seta azul); (B) - cocleostomia 1mm da janela redonda no giro basal da
céclea, dando acesso a escala timpanica; (C) - cocleostomia fechada com
pedaco de musculo temporal, apés a infusdo das CT. (microscopio cirdrgico
Zeiss OPMI Pico — aumento 15X)

Com auxilio da microsseringa de Hamilton 26G, um volume de 10uL
foi infundido na escala timpanica em uma velocidade aproximada de

5uL/min. No grupo de estudo, o volume de 10uL continha meio de cultura
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com 10.000células/uL, e, no grupo controle, somente o meio de cultura.
Apo6s a infusdo dos referidos contetdos, a cocleostomia foi ocluida com um

pedaco de musculo temporal (Hu et al., 2005b).

E importante salientar que no ato da microcirurgia, os tubos com meio
de cultura contendo células-tronco e os tubos somente com o meio de
cultura foram previamente identificados de forma que o cirurgido
desconhecesse o contetdo implantado nas cOcleas. Logo, as identificacdes
dos tubos foram pareadas com as dos animais para que, posteriormente a

analise dos cortes histolégicos, fossem reveladas.

Realizou-se revisdo de hemostasia e, em seguida, suturou-se a
incisdo em dois planos: muscular (Poliglactina 910 - Vicryl® - 6-0) e pele

(polipropileno - Prolene® - 6-0).

4.9 Estudo histologico das cocleas transplantadas

Apés overdose de xilazina e ketamina, e colocacdo em camara de
dioxido de carbono por 5 minutos, os animais foram decapitados e, com
deslocamento da mandibula, acessou-se o0s o0ssos temporal que foram
devidamente removidos. As cOcleas tiveram seus apices perfurados para
serem perfundidas a 4°C com um fixador de tecido — paraformaldeido a 4%
e pH 7,4 (Parker et al., 2007). Apés a fixacdo, as cocleas foram lavadas em
PBS e descalcificadas em acido férmico a 10% por 24 horas a temperatura

ambiente.
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O material foi colocado no meio de incluséo Tissue Freezing Medium
(JUNG). Cortes longitudinais da coclea, paralelos ao modiolo, com
espessura de 16um foram realizados no criostato a -20°C (Leica CM 1850)

(Han et al., 2010).

Os cortes histologicos foram lavados duas vezes com PBS e, em
seguida, permeabilizados uma vez com 5% de albumina sérica bovina (BSA,
Sigma-Aldrich, USA), 3% soro normal (especifico para a espécie que
originou o anticorpo secundario), 0,3% Triton X-100 em PBS. As amostras
foram incubadas por 24 horas com o0s anticorpos primarios diluidos na
solucdo permeabilizadora acima em ambiente imido a 4°C, Tabela 3. Apds
esta etapa, foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas de 40 a 60
minutos com 0s anticorpos secundarios (Tabela 3), diluidos 200 vezes
(1:200) na solucdo permeabilizante, a 4°C. Por fim, as amostras foram
novamente lavadas trés vezes com PBS e adicionadas ao meio de
montagem Prolong Gold com DAPI (marcador nuclear) para deteccdo da

fluorescéncia (Parker et al., 2007).

Tabela 3 - Anticorpos primarios e secundarios utilizados na imuno-

histoquimica
Anticorpos primarios Anticorpos secundarios
Camundongo Anti-B-galactosidase Anti-camundongo conjugado com Cy3
1:1000 (Sigma-Aldrich, USA) (1:1000, Invitrogen)
Coelho policlonal anti-Miosina Vlla Anti-coelho conjugado com Alexa Fluor

1:100 (ABR, Golden, CO, EUA) 488 (1:400, Invitrogen)
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4.10 Contagem das células transplantadas nos cortes histolégicos das
coOcleas do grupo estudo

Por causa da integridade estrutural dos giros basais em todas as
cocleas seccionadas do grupo estudo, foram visualizadas as células
transplantadas nas escalas timpanica, média e vestibular daqueles giros. A

contagem das células transplantadas foi restrita a escala média.

A escala média, onde se localiza originalmente o epitélio sensorial, foi
dividida em quatro sub-regides anatdmicas: parede lateral, membrana
basilar, limbo espiral e endolinfa. Foi comparada a distribuicdo das células

transplantadas entre cada compartimento.

A marcacao positiva para [3-gal+ significa expresséo do gene LacZ até
o dia da remocao das cocleas, evidenciando, portanto, a sobrevivéncia das
células transplantadas. As células B-gal+ que também foram positivas para
Miosina Vlla corresponderam as células transplantadas que expressaram o

fendtipo de célula ciliada (Parker et al., 2007)

Quatro cortes médio-modiolar longitudinais com 16um de espessura
cada, foram analisados em cada animal. Para evitar a contagem das
mesmas células por mais de uma vez, somente cortes nao adjacentes foram
considerados. Os cortes cocleares foram visualizados com auxilio de um
microscopio invertido com fluorescéncia (Axioplan, Zeiss, Alemanha) ou um

microscopio confocal (LSM 510, Zeiss, Alemanha).



Métodos 57

4.11 Anélises Estatisticas

De acordo com Armitage (1987), o célculo do tamanho da amostra foi
considerado utilizando-se o0s parametros seguintes: uma diferenca
clinicamente significante de 15dB a ser detectada por meio de pesquisa,
nivel de significancia de 5% bicaudal, considerando o desvio padrdo dos
limiares auditivos de 6dB e poder do teste de 90%. A partir destes
parametros, o tamanho calculado de amostra para cada grupo foi de, no
minimo, trés cobaias.

As variaveis quantitativas deste estudo incluiram: os limiares
auditivosantes e apos surdez induzida por ototdxicos e ap0Os o transplante
com CT; a média de células p-gal+ encontradas nas sub-regides da escala
média; e, a propor¢cdo da expressdo de miosina Vlla no total de células B-
gal+. Essas variaveis foram descritas por meio de suas médias e desvios-
padrao.

A comparagcdo entre os momentos e a medida da variancia foi
realizada por meio do teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Nas comparacdes
entre o numero de células B-gal+ e o porcentual de células B-gal+ que
também expressam Miosina Vlla entre as diferentes sub-regifes da escala
média, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

O programa IBM SPSS Statistics 20 foi usado para as andlises

estatisticas.
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5 RESULTADOS

5.1 Células provenientes da orelha interna de camundongos neonatos

se comportam como células-tronco

No presente estudo, assim como previamente demonstrado pelo
grupo de pesquisa do Departamento de Otorrinolaringologia da FMUSP
(Oiticica et al., 2010), apos 2 dias (DIV2), a cultura em suspenséo do OC de
camundongo neonatal dissociado originou aglomerados celulares (esferas).
Estas esferas foram capazes de se propagar em esferas adicionais por meio

de passagens. Obteve-se no maximo duas passagens.

Além da propriedade de autorrenovacao, as esferas predominantes
neste periodo (DIV2) se apresentaram com formato arredondado e com
pequenas células compactadas em seu interior, sendo assim chamadas de

esferas sdlidas. (Figura 14)
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Figura 14 — Esferas solidas visualizadas no segundo dia in vitro (DIV2) da cultura em
suspensao de OC dissociado de camundongo neonato. (Microscopio invertido
Axiovert 40C (Zeiss, Alemanha - aumento 20x)

De acordo com estudos prévios, marcadores especificos de CT foram
expressos nas esferas soélidas (Diensthuber et al., 2009; Wang et al., 2006;
Malgrange et al., 2002). Por meio de imunofluorescéncia indireta, foram
demonstrados marcadores de CT nas esferas solidas: Sox2 (Figura 15a) e

Nestina (Figura 15b).
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Figura 15 - Esferas expressando nestina (figura a em vermelho) e Sox2 (figura b em verde),
marcadores de células-tronco, apds 2 dias de cultura. Apdés 7 dias de
diferenciacdo, ha expressdo de Miosina Vlla (figura ¢ em verde), p27kipl
(figura d em vermelho) e beta-lll-tubulina (figura e em vermelho), marcadores
para células ciliadas, células de suporte e neurbnios, respectivamente.
Marcacdo nuclear com DAPI (figuras a, b, c, e figura e em azul). Escala de
barra: 20um

Para determinar se as células das esferas podem diferenciar em
células ciliadas, células de suporte e neurdnios, as esferas solidas foram
mantidas em cultura aderente por 7 dias. Apos fixacdo e imunofluorescéncia
das células aderidas, foram constatadas expressao de Miosina Vlla (Figura
15c) - marcador de célula ciliada, p27kipl - marcador de célula de suporte e

beta-lll-tubilina — marcador de neurénios (Figura 15d).
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5.2 Eficiéncia da transducdo viral in vitro

Vetores lentivirais podem mediar integracao e expressao eficientes de
genes, em longo prazo, em células hospedeiras in vitro e in vivo (Totsugawa
et al., 2003). Nos experimentos do presente estudo, apds a transfeccdo do
lentivirus contendo o0 gene LacZ, as células expressaram a enzima -
galactosidase, capaz de clivar o substrato incolor X-gal e gerar um produto
insoltvel de cor azul, que torna as células facilmente identificaveis (Figura

16).

Figura 16 - Células da esfera transduzidas pelo LV-LacZ e coradas em azul apés a reagéo
X-gal.
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5.3 Eficiéncia da neomicina como indutor de perda

Inicialmente, os limiares auditivos de todas as cobaias do estudo

foram normais (40dB SPL frequéncia especifica 16kHz).

Apoés sete dias da injecdo de neomicina em todas as orelhas direitas
das cobaias dos grupos estudo e controle, os limiares auditivos foram
testados para avaliar a perda auditiva e observou-se um aumento médio de
35,6%4,2dB NPS nos limiares auditivos em relacdo ao limiar de triagem 40dB

NPS (p<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4 - Limiares auditivos médios (dB SPL) da pesquisa do potencial
evocado auditivo das orelhas das oito cobaias analisadas antes

e apos a inducao de surdez.

Momentos
. o i 3 Variacao
Antes inducéao Sgte d|a~s apos . Q t
relha inducgéo da media p
da surdez
(dB) surdez (dB)
(dB)
Direita (aplicada
neomicina) 40+ 0 75,6 +4,2 356+4,2 0,01
Esquerda
(controle) 40+ 0 40+0 0+0 1,0

: Wilcoxon signed ranks test entre os momentos
Histologicamente, o OC e as outras estruturas especializadas do
ducto coclear séo totalmente destruidos ap6s o tratamento com neomicina

(Poirrier et al.,, 2010; Morais et al., 1998). No presente estudo, a
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citoarquitetura do OC e o arranjo habitual de suas células ciliadas e de
suporte nao foram identificados apds a acdo da neomicina transtimpéanica. O
epitélio na membrana basilar tornou-se simples com células cuboidais ou
achatadas. Outra mudanca anatdmica é o descolamento da membrana
tectorial, usualmente em contato com os cilios das células ciliadas externas

(Figura 17).
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Figura 17 - Cortes longitudinais corados com Hematoxilina e Eosina das cocleas esquerda
(Figura A, normal) e direita (Figura B, exposta & neomicina) de uma cobaia do
grupo controle. As membranas basilares da céclea esquerda com o Organ de
Corti integro (seta azul) e a céclea direita com o epitélio achatado (duas setas
vermelhas). Apés 7 dias, a exposicao a neomicina aumentou significativamente
os limiares auditivos na orelha direita do grupo controle (B’) comparados com a
orelha esquerda ndo exposta (A’), para frequéncia especifica 16kHz.
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5.4 Grupos estudo e controle exibem limiares auditivos similares antes

e apos o transplante

N&o houve diferenca estatistica significativa na comparacdo dos
limiares auditivos entre 0s momentos, antes e 14 dias ap0s o transplante das

CT, nos grupos estudo e controle (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5 - Limiares auditivos médios (dB NPS) da pesquisa do potencial
evocado auditivo da orelha direita das oito cobaias analisadas
antes e apoés transplante no grupo estudo (células tronco +

meio de cultura) ou grupo controle (somente meio de cultura).

Momentos
Variacao "
Grupos Pré 14 dias ap0Os média P
transplante | transplante (dB)
(dB) (dB)
Estudo (n = 4) 73,8 4,8 78,825 -50+4,1 0,1
Controle (n = 4) 775+29 80,0+4,1 -25+29 0,16

T Wilcoxon signed ranks test entre 0s momentos
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5.5 Células-tronco da orelha interna transplantadas sobrevivem,

migram e integram-se na coclea hospedeira

No grupo estudo, as CT foram transplantadas nas orelhas direitas de
guatro cobaias 7 dias ap6s a inducdo de surdez por neomicina. Os animais
foram submetidos a pesquisa do potencial evocado auditivo apos 14 dias do
transplante e, imediatamente apds, foram sacrificados para o estudo
histolégico das cocleas. Uma das cécleas do grupo estudo apresentava
secrecdo purulenta na orelha média e o labirinto 6sseo estava friavel e

guebradico, inviabilizando o tecido para a analise histolégica.

Nos cortes histolégicos, embora néo tenha sido um dos objetivos do
estudo, nenhuma infiltracdo de células inflamatorias foi observada nas

cécleas transplantadas.

Aglomerados celulares, semelhantes as esferas, foram encontrados
em todas as escalas dos giros basais: escalas timpanica, vestibular e
timpanica. Na escala média, o tecido alvo, as CT transplantadas foram
identificadas na parede lateral, membrana basilar, limbo espiral e espaco

endolinfatico (Figura 18).
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Figura 18 - Algumas CT transplantadas foram detectadas nas cocleas direitas do grupo
estudo por meio de imunofluorescéncia indireta. A maioria das CT
transplantadas no espaco perilinfatico e endolinfatico foi encontrada em forma
de aglomerados celulares, como esferas (asteriscos em A). Um pequeno
namero das CT transplantadas se integraram na membrana basilar (detalhes
nas imagens A’ e B”). Anticorpo anti-B-galactosidase (em vermelho) que
detecta a proteina expressa pelo gene repérter LacZ. O marcador de célula
ciliada, MiosinaVlla (em verde), é detectado pelo anticorpo especifico.
Marcacao nuclear com DAPI (em azul). (ST =escala timpanica; SM = escala
media; LBE = limbus espiral). Escala de barra: B 100um; A-B’ 50um; A’-B”
20um.
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Na escala média, algumas células transplantadas se integraram ao
epitélio da membrana basilar danificado pela neomicina. Algumas destas
células expressaram marcador de célula ciliada, porém sem substituir a
complexa arquitetura do OC, com uma fileira de células ciliadas internas e
trés fileiras de células ciliadas externas (Figura 19A). As células
transplantadas se arranjaram sem um padrédo definido entre as células do

epitélio da membrana basilar (Figura 19B).

DAPI

MyoVlla MyoVlla

Figura 19 - Imagem A: disposicéo das células ciliadas internas (cabeca de seta) e externas
(trés asteriscos) no OC integro do giro basal de uma coclea esquerda. Imagem
B: membrana basilar sem a estrutura do OC do giro basal e com células
integradas, expressando B-Gal (em vermelho), de uma cdclea direita submetida
a acdo ototéxica da neomicina e ao transplante de CT de orelha interna de
camundongos neonatos. Miosina Vlla, marcador de célula ciliada (em verde);
B-Gal, marcador da enzima beta-galactosidase, expressa pelo gene LacZ (em
vermelho); DAPI, marcador nuclear (em azul). Escala de barra: 50um.
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Ndo houve diferencas estatisticamente significativas na analise
guantitativa das CT transplantadas entre as regides da escala média
(p=0,79), Figura 20. Nenhuma CT foi detectada no giro basal das cécleas

esquerdas do grupo estudo e nas cocleas do grupo controle.

i M B-Gal
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Figura 20 - Quantidade média de CT transplantadas expressando 3-Gal e o nimero médio
que co-expressa B-Gal e Miosina Vlla nas diferentes regides da escala média:
endolinfa (EL), parede lateral (PL), membrana basilar (MB), limbus espiral
(LBE).
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Entre as CT transplantadas visualizadas na escala média, 42,6+5,7%
foram positivas para o marcador de célula ciliada, Miosina Vila. Nao
existiram diferengas significativas na taxa de expresséo de Miosina Vlla nas
CT transplantadas entre as diferentes regibes da escala média (p=0,86),

Figura 20.
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5 DISCUSSAO

Atualmente o transplante de CT para o tratamento da surdez é
considerado um tratamento promissor. Nos ultimos anos, as CT mais
utilizadas experimentalmente para este fim sdo as de medula 6ssea (Ogita et
al., 2010), neurais (Parker et al., 2007) e embrionarias (Corrales et al., 2006).
Estes estudos tiveram como objetivos principais a regeneracado das células
ciliadas e neurdnios do ganglio espiral, pois estas células sdo as mais
atingidas na maioria dos casos de surdez neurossensorial. A maior
expectativa nesta terapia é a diferenciacdo das CT nos fendétipos desejados,
integracdo ao tecido hospedeiro e estabelecimento de conexdes funcionais

adequadas (De Felipe et al., 2011).

A escolha da CT a ser transplantada é de fundamental importancia
para o sucesso da terapia. No presente estudo, assim como em outros
trabalhos (Oiticica et al., 2010; Diensthuber et al., 2009; Wang et al., 2006;
Malgrange et al, 2002), as células provenientes do OC de camundongos
neonatos foram capazes de formar colbnias celulares flutuantes (esferas),
com propriedades de proliferacdo e autorrenovagdo, e expressar
marcadores de células-tronco e de células diferenciadas, como células

ciliadas, células de suporte e neurdnios, sob determinadas condi¢des.

Além disso, por causa de sua origem coclear, as CT da orelha interna
de camundongos neonatos sao o tipo celular que mais se aproxima do

processo de diferenciagdo normal que acontece in vivo no desenvolvimento
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embrionario. Em razdo dessas caracteristicas, as CT da orelha interna de
camundongos neonatos podem ser consideradas candidatas para

transplante em orelha interna de modelos animais com surdez induzida.

Para inducado de surdez, existem diversas medica¢cbes que destroem
todas as células ciliadas com consequente aumento dos limiares auditivos. A
aplicacdo transtimpanica de solucado de neomicina, ao preencher a cavidade
timpanica e atingir, por difusdo, a orelha interna através da janela redonda,
provoca a morte de células ciliadas, portanto € um método excelente para
gerar perda auditiva (Hu et al., 2005a). Neste estudo, 7 dias ap0s a
aplicagdo transtimpanica da neomicina, houve destruicdo das células
ciliadas e da citoarquitetura do OC normal (Figura 15B), e um aumento
significativo dos limiares auditivos (p<0,05) (Figura 15B’). Existem hipéteses
gue o dano celular gerado pelo ototéxico poderia liberar fatores intrinsecos
na tentativa de reparo tecidual. Estes fatores proporcionariam também um
aumento na sobrevivéncia, diferenciacdo e integracdo das células
transplantadas (Matsuoka et al., 2007; Ulfendahl et al., 2007; Hildebrand et

al., 2005; Tateya et al., 2003).

Um fator relevante a ser considerado no transplante entre espécies
diferentes é o potencial de rejeicdo imunoldgica, pois pode comprometer a
sobrevivéncia e integracdo das células transplantadas. No presente estudo,
o procedimento de xenotransplante foi realizado sem que os animais
recebessem drogas imunossupressoras, que atenuariam uma possivel
rejeicdo. Na andlise histologica das coécleas do grupo estudo, ndo foi

observada qualquer infiltracdo de células inflamatorias. Alguns autores
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realizaram xenotransplantes de células-tronco mesenquimais em orelha
interna (Cho et al., 2011, Hildebrand et al., 2005) e também néo relataram
qgualquer reacdo imune adversa. Este privilégio imunoldgico da céclea pode

ser atribuido a barreira hematolabirintica (Ferguson et al., 2002).

Em relacdo a visualizacdo das CT transplantadas nas cécleas do
grupo estudo, elas foram encontradas, além da escala timpanica, nas
escalas média e vestibular. Esta migracdo da escala timpénica, local onde
inicialmente as células se alojaram no procedimento do transplante para a
escala vestibular, pode ser atribuida ao fluxo perilinfatico, que pode mover
as CT transplantadas até o helicotrema, no qual ha comunicacao entre as
escalas timpanica e vestibular (Hildebrand et al., 2005, Tateya et al., 2003).
Para atingir a escala média, as CT transplantadas podem migrar através de
danos transitorios causados pelo ototoxico nas membranas basilar

(Jongkamonwiwat et al, 2010) e vestibular (Fu et al., 2009) (Figura 18).

Na escala média, apesar da maior concentracdo de potassio em
comparacdo com as escalas timpanica e vestibular, algumas CT
transplantadas foram encontradas no espaco endolinfatico em forma de
aglomerados celulares e integradas a algumas regiées, como: parede lateral,
limbo espiral e membrana basilar. Em todas estas regides, algumas das CT

transplantadas expressaram Miosina Vlla, um marcador de célula ciliada.

A expressao de Miosina VIIA em regides que habitualmente nao
expressam este marcador, como na parede lateral e limbo espiral, também

foi relatada em transplante de CT neurais injetadas na escala timpéanica
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(Parker et al., 2007). Este achado pode ser atribuido a sinais locais da
coclea transplantada e/ou a uma diferenciagdo parcial das CT antes do

transplante, provavelmente durante o processo de transducéo viral in vitro.

Na escala média, algumas células transplantadas se integraram ao
epitélio da membrana basilar danificado pela neomicina sem um padrao
definido, portanto. sem substituir a citoarquitetura do OC, com uma fileira de
células ciliadas internas e trés fileiras de células ciliadas externas (Figura 19)
Este achado estad de acordo com uma hipotese previamente relatada sobre
terapia com CT para surdez, que consistia de uma implantacédo de células,
com o fenaotipo de célula ciliada, dispostas sem o padréo observado no OC,
mas sim com uma disposicdo similar ao epitélio da papila basilar, 6rgao
auditivo sensorial de aves (Figura 2). Esta teoria infere que as células
ciliadas “novas” poderiam fornecer fatores tréficos para neurénios do géanglio
espiral e, consequentemente, aumentar o desempenho dos atuais implantes

cocleares (Li et al., 2004; Brigande, Heller, 2009).

Apesar da integracdo celular e a expressdo de marcador de célula
ciliada na membrana basilar, a avaliacdo funcional das cobaias submetidas a
transplante das CT da orelha interna de camundongos neonatos nao revelou
melhora significativa nos limiares auditivos. Este achado pode ser atribuido
ao curto periodo de observacédo de 14 dias apOs o transplante. Espera-se
gue em estudos posteriores, com maior tempo de seguimento dos animais
transplantados, as células implantadas na membrana basilar com fenétipo
de célula cilada estabelecam conexfes sinapticas funcionais com o0s

neurdnios do ganglio espiral.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foi constatado que as CT transplantadas sobreviveram
nas cocleas hospedeiras por, no minimo, duas semanas, migraram da
escala timpéanica para as escalas média e vestibular, integraram-se em
algumas regides da escala média e expressaram marcador de células
ciliadas. Obteve-se culturas em suspensdo de CT provenientes de OC
dissociado de camundongos neonatos, caracterizacdo dos fenotipos dessas
CT (nestina e Sox2) e diferenciacdo em células ciliadas, células de suporte e

neurdnios.

A aplicacdo transtimpanica de neomicina mostrou-se um excelente
meétodo para inducdo de surdez em cobaias adultas. Também foi
demonstrado que o gene LacZ, acoplado ao vetor lentiviral (Lentivirus LacZ),

€ um gene reporter Gtil para rastreamento das CT transplantadas.

Algumas das CT transplantadas, embora tenham sobrevivido e
integrado na membrana basilar, a avaliacdo apds transplante ndo evidenciou

melhora significativa da funcéo auditiva das cobaias hospedeiras.
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