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Resumo

A surdez tem uma elevada prevaléncia a nivel mundial, sendo a
neurossensorial a forma mais comum. A morte ou disfuncdo das células ciliadas da
coclea é responsavel pela grande maioria dos casos de surdez neurossensorial. O estudo
das vias de sinalizacdo reguladoras da proliferacdo e funcdo de varios tipos celulares
cocleares tem permitido encontrar novos alvos para o tratamento da surdez.

O tratamento atual da surdez neurossensorial baseia-se em aparelhos auditivos
e implantes cocleares, mas estas op¢des terapéuticas nao sdo aplicaveis a todos o0s casos.
Ja estdo a ser desenvolvidas novas abordagens terapéuticas baseadas em tecnologias
modernas como as células estaminais, manipulacdo genética e nanotecnologia aliadas
com o conhecimento biomolecular crescente do ouvido interno humano.

Esta a ser investigada a possibilidade de substituir as células cocleares mortas
ou danificadas através do transplante de células estaminais para o ouvido interno ou do
controlo da expressdo genética dessas células. Tém sido discutidas vérias possiveis
areas-alvo na coclea para o tratamento farmacol6gico da surdez neurossensorial, embora
ainda nenhum farmaco tenha sido aprovado pela FDA. Atualmente, a entrega dos
possiveis agentes terapéuticos para a surdez neurossensorial numa area coclear
especifica representa um desafio significativo. Este obstaculo podera ser ultrapassado
com recurso a nanotecnologia dado que esta oferece uma possivel entrega direcionada,
ndo invasiva e eficiente de farmacos e biomateriais no ouvido interno.

Uma combinacdo de varias abordagens terapéuticas podera permitir a
regeneracdo bem-sucedida duma coclea danificada. As novas estratégias terapéuticas
tém o potencial de restaurar ou manter a funcdo auditiva de forma mais eficaz e

abrangente, representando assim o futuro tratamento da surdez neurossensorial.

Palavras-chave: surdez neurossensorial, coclea, célula ciliada, célula estaminal,

nanotecnologia.

O trabalho final exprime a opinido do autor e ndo da FML.



Abstract

Hearing loss has a high prevalence worldwide and sensorineural is the most
common form. Death or dysfunction of the cochlear hair cells is responsible for most
cases of sensorineural hearing loss. The study of the signaling pathways regulating the
proliferation and function of various cochlear cell types has allowed the emergence of
new targets for the treatment of hearing loss.

The current treatment of sensorineural hearing loss depends on the use of
hearing aids and cochlear implants, but these therapeutic options are not applicable to
all cases. New therapeutic approaches are already being developed using modern
technologies such as stem cells, genetic manipulation and nanotechnology together with
the growing biomolecular knowledge of the human inner ear.

The possibility of replacing dead or damaged cochlear cells by transplanting
stem cells into the inner ear or controlling the gene expression of these cells is currently
being studied. Several cochlear areas are being studied as possible targets for the
pharmacological treatment of sensorineural hearing loss, although no drug has yet been
approved by the FDA. Nowadays, the delivery of possible therapeutic agents for
sensorineural hearing loss in a specific cochlear area is a significant challenge. This
problem can be overcome with the use of nanotechnology, which possibly offers
directed, non-invasive and efficient delivery of drugs and biomaterials to the inner ear.

A combination of several therapeutic approaches could allow a successful
regeneration of a damaged cochlea. The new therapeutic strategies have the potential to
restore or maintain auditory function more effectively and in a broadened way, thus

representing the future treatment of sensorineural hearing loss.

Key-words: sensorineural hearing loss, cochlea, hair cell, stem cell, nanotechnology.
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Abreviaturas

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

SNHL - surdez neurossensorial (sensorineural hearing loss)

CC — ceélula ciliada

IC-IC

OC - 6rgdo de Corti

CCE - célula ciliada externa

CCI — célula ciliada interna

SGN — neurdnio do ganglio espiral

NIHL - surdez induzida por ruido (noise-induced hearing loss)

TTS — mudanca temporaria de limiar auditivo (temporary threshold shift)
PTS — mudanca permanente de limiar auditivo (pemanent threshold shift)
ARHL - presbiacusia (age-related hearing loss)

SSNHL - surdez neurossensorial stbita

dB — decibel

ABI — implante auditivo de tronco cerebral (auditory brainstem implant)
FDA — Food and Drug Administration

NF2 - neurofibromatose tipo 2

AMI — implante auditivo de mesencéfalo (auditory midbrain implant)
SC — célula estaminal

HSC - célula estaminal hematopoiética

ESC — célula estaminal embrionéria

iPSC - célula estaminal pluripotente induzida

NSC — célula estaminal neural

hFASC — célula estaminal da coclea fetal humana

NT - neurotrofina

AAYV - virus adeno-associados

SIRNA —small interfering RNA

RWM — membrana da janela redonda (round window membrane)

ROS - espécies reativas de oxigénio

NP — nanoparticula

SPION - nanoparticula de 6xido de ferro superparamagnetica



Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a surdez é a forma mais
comum de défice sensorial nos seres humanos, afetando 5% da populacdo mundial [45].
O inicio da doenca e a sua progressdo sao extremamente variaveis, tendo um impacto
muito negativo na comunicacéo e qualidade de vida dos doentes [1,2,3].

A surdez neurossensorial (SNHL) é causada pela morte ou disfuncdo de tipos
celulares particulares presentes na cdclea, principalmente das células ciliadas (CCs)
[1,8,9]. As CCs sdo facilmente danificadas pelo envelhecimento, bem como em
episédios de ototoxicidade e trauma acustico. Os danos nestas células geralmente
ocorrem logo apds a lesdo e podem resultar em surdez permanente [9,10]. Pode ser
causada por fatores ambientais, mas é cada vez mais claro que fatores genéticos também
tém um papel central na etiologia da doenca [1,6].

Atualmente, o tratamento da SNHL baseia-se principalmente em dispositivos
meédicos, como os aparelhos auditivos e os implantes cocleares (ICs), ineficazes em
muitos dos casos [4,7,11]. A identificacdo dos defeitos genéticos que provocam surdez
tem sido fundamental na descoberta das vias moleculares envolvidas na regulacdo da
percecdo auditiva, sendo um ponto de partida para o desenvolvimento de novas opgoes
terapéuticas [6,8,12]. Avancos significativos na medicina regenerativa e terapia genética
oferecem alternativas para a restauracdo da surdez ou para o abrandamento da sua
progressdo. A regeneracdo das CCs tem sido o foco de investigacdo principal destas
abordagens biologicas [5,6,12]. Ainda ndo existe terapéutica farmacoldgica de uso
generalizado, mas esta também é uma opcdo muito promissora [6].

A elevada prevaléncia da surdez combinada com a falta de opgOes terapéuticas
constitui um grande desafio na area da otologia e audiologia, sendo necesséaria a procura

de solucdes terapéuticas [3,5,7].



Fisiologia da audicao

A percecdo do som é mediada por células mecanossensoriais localizadas no
ouvido interno — as CCs [1,3,13]. Nos mamiferos, estas células perdem o seu potencial
regenerativo apos o desenvolvimento embrionario, logo a perda de CCs leva a surdez
permanente [4,6,10].

O sistema auditivo humano é uma estrutura muito complexa com muitos tipos
celulares. O 6rgédo de Corti (OC), localizado na coclea, é responsavel pela detecdo de
som pois possui 0 epitélio sensorial auditivo. Este contém aproximadamente 16.000
CCs distribuidas em trés filas de CCs externas (CCEs) e uma de CCs internas (CCls), e
as respetivas células de suporte [14]. Cada CC contém na sua superficie apical um feixe
ciliar constituido por multiplos estereocilios. A membrana tectorial é uma matriz
extracelular que cobre a superficie apical do OC, estando anexada aos feixes ciliares das
CCEs. Os corpos celulares das CCs formam contatos especializados com as células de
suporte que, por sua vez, aderem a membrana basal [3,8,12].

A coclea divide-se em 3 ductos: coclear, timpanico e vestibular. Os ductos
timpanico e vestibular estdo preenchidos com perilinfa, que tem baixo teor de potéassio e
elevado teor de sodio. Ja o ducto coclear é preenchido com endolinfa, que tem elevado
teor de potassio e baixo teor de sodio. Esta diferenca nas concentracdes de iGes é
importante na manutencao do potencial endococlear e da homeostase coclear. A porcao
superior do ligamento espiral forma a parede lateral do ducto coclear e é constituida por
inimeros vasos sanguineos — stria vascularis, sendo esta a responsavel pela producédo de
endolinfa [1,10,15].

A audicdo inicia-se quando as ondas sonoras que atingem 0 ouvido externo
viajam através do canal auditivo até a membrana do timpano, onde a energia sonora é
transferida pelos ossiculos do ouvido médio até a janela oval. Os movimentos da mesma
provocam ondas de pressdo no fluido presente no interior da cdclea, que atravessam o
ducto coclear e induzem vibracbes na membrana basal e, seguidamente, nas CCs,
levando a deflexdo dos seus feixes ciliares. Quando estes se movem sincronicamente
provocam a abertura de canais i6nicos mecanossensoriais, levando a despolarizacéo das
CCs e a libertacdo de neurotransmissores nos neuronios aferentes, que sinapsam com as

CCls e conduzem os sinais elétricos ate ao ganglio espiral, que por sua vez se continua



pelo nervo coclear e depois pelo sistema nervoso central, sendo a informacao
processada no tronco cerebral, cortex auditivo e areas superiores do cérebro [11,12,16].
As CCs nédo sdo homogéneas ao longo da coclea, existindo uma organizagéo
tonotdpica no OC devido a mudanca gradual de algumas caracteristicas, tais como a
largura e espessura da membrana basal e a altura dos estereocilios. Assim, as CCs estdo

sintonizadas para frequéncias especificas ao longo do ducto coclear [3,6].

membrane

Figura 1. a) diagrama do érgdo auditivo humano; b) seccdo transversal da coclea; aos ductos vestibular,
coclear e timpanico correspondem as scalas vestibuli, media e tympani, respetivamente; ¢) imagem a
microscopia eletronica de varredura dos feixes ciliares das CCs; d) ampliacdo de uma CCE para revelar a

estrutura do feixe ciliar [6].
Fisiopatologia e etiologia da surdez neurossensorial

A SNHL ¢ a forma mais comum de deficiéncia auditiva, sendo causada por
qualquer problema que impeca a conversdo dos sinais sonoros em sinais elétricos ou a
transmissao desses sinais ao cérebro [7,11,20]. Independentemente da etiologia, a morte
ou disfuncdo das CCs é o passo inicial da maioria dos casos de SNHL, causando a
degeneracdo dos neuronios do ganglio espiral (SGNs) e do OC [17,18]. Geralmente é

9



irreversivel e progressiva dado que a cdclea madura de mamiferos ndo apresenta
capacidade inerente para se regenerar ap6s lesdo [3,19,21]. Pode ser congeénita ou
adquirida, podendo manifestar-se em qualquer idade. J& foram identificadas inimeras
causas, incluindo genética, ruido, doencas autoimunes, farmacos, envelhecimento,

trauma, infecdes, sendo nalguns casos desconhecida [11,12,22].

Normal Cochlea

Deaf Cochlea

Figura 2. Numa cdclea normal o OC contém CCs (a verde) e células de suporte. As fibras periféricas dos
SGNs (a vermelho) formam conexdes sinapticas com as CCs. Numa coclea surda, as CCs sdo danificadas
e 0 OC perde a integridade estrutural fornecida pelas células de suporte. As fibras periféricas dos SGNs

retraem-se e degeneram [5].

Quanto a SNHL genética, esta pode ser ndo sindrémica, isto é, s6 a funcdo
auditiva esta alterada, ou sindromica, quando a surdez € acompanhada por outra
disfuncdo. Estas duas formas sdo altamente heterogéneas geneticamente e podem ser
causadas por mutacdes em até 500 genes. Os genes que estdo ligados a surdez codificam
proteinas com uma ampla gama de funcbes, o que faz com que muitas vias moleculares
sejam potenciais alvos terapéuticos. A maioria dos genes ligados as formas genéticas de
surdez sdo expressos nas CCs, mas existem mutacdes identificadas em muitos outros
elementos cocleares [1,6,23].

Qutra causa de SNHL é o ruido — surdez induzida pelo ruido (NIHL). A
exposicdo ocupacional ao ruido é responsavel por aproximadamente 10% dos casos de
surdez em adultos. Impulsos curtos de ruido de alta intensidade podem causar surdez,
que geralmente é irreversivel e associada a danos generalizados no sistema auditivo,

sendo por isso muito dificil de tratar. Uma populacdo-alvo mais promissora para
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intervencdo terapéutica sdo os individuos expostos a ruido moderado a intenso que nao
causa dano estrutural severo de imediato, mas induz uma mudanca temporaria ou
permanente de limiar auditivo (TTS ou PTS, respetivamente). Mesmo que a mudanga
de limiar em resposta ao ruido seja completamente recuperada, a TTS esta na mesma
associada a dano permanente as sinapses auditivas. A suscetibilidade a danos causados
pelo ruido difere significativamente entre individuos, o que indica que fatores genéticos
podem ser importantes na etiologia da doenga [6,11].

A SNHL também pode ser causada quimicamente por agentes ototdxicos.
Vérios farmacos sdo ototoxicos, tais como os aminoglicosideos, quimioterapicos
contendo platina, diuréticos de ansa, anti-inflamatdrios ndo esteroides, quinina e metais
pesados [11,24].

Outra forma de SNHL é a presbiacusia (ARHL), a surdez associada ao
envelhecimento. E simétrica e comeca com a perda das frequéncias altas. A idade de
inicio, progressdo e gravidade sdo muito variaveis, sendo a fonte desta variabilidade
tanto genética quanto ambiental. Afeta 35% dos individuos com mais de 65 anos e 47%
dos individuos com mais de 75 anos, sendo o défice sensorial mais comum nos idosos.
Os trés tipos principais de ARHL sdo: sensorial, na qual ocorre perda de CCs e
consequente degeneracdo neuronal; neural, em que ocorre degeneracdo neuronal
primaria; e metabolica, associada a atrofia da stria vascularis [6,8].

A SNHL subita (SSNHL) ¢ a perda auditiva de 30 dB ou mais em pelo menos

trés frequéncias audiométricas contiguas num periodo de 72 horas [25,28].

Tratamento atual

O tratamento atual da SNHL baseia-se na amplificacdo da fala com aparelhos
auditivos e na estimulacdo elétrica dos SGNs sobreviventes com ICs. No entanto, estas
opcOes terapéuticas ndo sao aplicaveis a todos os doentes [3,4,8].

Os aparelhos auditivos convencionais ampliam o som e podem ser utilizados
de forma eficaz apenas na SNHL ligeira a grave porque dependem das CCs e neurdnios
sobreviventes. Apesar dos aparelhos auditivos ndo restaurarem totalmente a audigédo
normal, melhoram significativamente a comunicagdo nos casos de surdez leve a
moderada [1,8,29].
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Atualmente, a implantacdo coclear é a Unica opc¢éo terapéutica na SNHL grave
a profunda. Estes dispositivos contornam as CCs danificadas, estimulando diretamente
as fibras do nervo auditivo sobreviventes [17,22,24]. Possui trés componentes externos
(microfone, processador e transmissor, responsaveis pela rececdo, codificacdo e
transmissdo do som, respetivamente) e uma componente implantada, responsavel por
converter o codigo recebido em sinais elétricos que estimulam o ganglio espiral [24,29].

Os candidatos & implantacdo coclear dividem-se em dois grupos principais:
criancas com surdez congeénita ou pré-lingual ou adultos com surdez pés-lingual. Antes
de considerar a implantacdo coclear, um individuo ndo deve demonstrar qualquer
beneficio com aparelhos auditivos [24]. Na auséncia de outras doencas e/ou
incapacidades, as criancas que colocam ICs adquirem a fala e as capacidades
comunicativas a um ritmo semelhante ao das criangcas sem problemas auditivos. Além
disso, a melhoria das capacidades comunicativas ap6s a implantacdo coclear mantém-se
a longo prazo [1,8].

Embora os ICs tenham Otimos resultados nalguns casos, hd uma grande
variabilidade no seu desempenho e eficacia. Os seus utilizadores geralmente tém
dificuldades em ambientes com ruido de fundo e na localizacdo dos sons. Embora a
implantacdo bilateral ou a estimulagdo bimodal (uso de aparelho auditivo contralateral
ao IC) permitam contornar estas dificuldades, a variabilidade no desempenho dos
dispositivos mantém-se. Os utilizadores de ICs também apresentam uma fraca perce¢édo
do tom, o que interfere com a percecdo da musica e com a representacdo de algumas
linguas [8]. Além disso, a implantacdo deste dispositivo implica uma cocleostomia,
processo cirurgico que pode causar danos permanentes no ouvido interno [12]. Embora
o desenvolvimento do IC tenha sido notavel, o prognostico para os individuos que o
recebem é muito variavel e, mesmo com os melhores resultados, a audi¢cdo normal néo é
restaurada [3].

Apesar da tecnologia dos ICs ter evoluido significativamente desde o
desenvolvimento dos primeiros dispositivos, os beneficios do uso dos mesmos
estagnaram. Tem-se tentado melhorar o seu desempenho através da integracdo com
abordagens bioldgicas que visam a preservacdo dos neurdnios auditivos enddgenos
[4,8].

A SSNHL idiopatica resolve-se espontaneamente em 45 a 65% dos casos,
existindo alguma controvérsia relativamente ao tratamento desta forma de surdez. Ja

foram investigados numerosos agentes para o tratamento da mesma, incluindo anti-
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inflamatdrios, antibioticos, entre outros. A enorme diversidade de opgdes terapéuticas

em estudo resulta do debate relativamente a etiologia da SSNHL idiopética, da relativa

raridade da doenca e da falta de uma opcéo terapéutica claramente superior [25,26,27].
Assim, os doentes com SNHL anseiam por estratégias alternativas que

permitam a reabilitacdo auditiva em todos 0s casos e com maior eficacia [3,5,24].

Implantes auditivos de tronco cerebral

O implante auditivo de tronco cerebral (ABI) é um dispositivo
tecnologicamente semelhante a um IC, com a diferenca de que o elétrodo é colocado na
superficie do ndcleo coclear do tronco cerebral. Apesar do IC ser uma opcéao vidvel na
maioria dos casos de surdez induzida por agentes ototdxicos, casos graves que
envolvem danos do nervo auditivo representam uma contra-indicacdo absoluta. Assim,
os candidatos ao ABI tém surdez causada por nervos auditivos ndo funcionais ou
inexistentes [17,24,30].

A FDA (Food and Drug Administration) apenas aprovou os ABIs em doentes
com 12 anos ou mais com neurofibromatose tipo 2 (NF2) que perderam a audigédo
devido a resseccdo de neuromas acusticos. As indicacfes para os ABIs na Europa
Ocidental incluem fraturas 6sseas temporais, aplasia do nervo auditivo e ossificacdo
severa da coclea. Os distarbios adquiridos que comprometem o nervo auditivo e 0
tratamento de resgate em doentes que obtiveram maus resultados com o IC também sdo
casos potencialmente adequados para o uso de ABIs.

Apo6s a implantacdo do elétrodo no nucleo coclear, aplica-se um estimulo
elétrico de forma a provocar um potencial evocado do tronco cerebral para verificar a
posicdo do ABI e diminuir o risco de estimulacdo dos nervos cranianos adjacentes. Seis
a oito semanas apés a implantacdo, o ABI é estimulado pela primeira vez. O processo
de programacdo é muito complexo, sendo realizado um acompanhamento trimestral
durante o primeiro ano de forma a se otimizar o desempenho do dispositivo. Na maioria
dos casos, os ABI ndo funcionam tdo bem como os ICs e muitas vezes requerem a
leitura labial de forma a facilitar a comunicacgao.

A tecnologia mais recente em proteses auditivas comecou a atingir niveis
superiores da via auditiva através da implantacdo do elétrodo a nivel do mesencéfalo.

Os implantes auditivos de mesencéfalo (AMI) ultrapassam o ndcleo coclear e o
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implante € feito no coliculo inferior. Embora a intervencao cirdrgica seja segura, a
colocacdo precisa do implante é dificil, levando a resultados muito diferentes entre
doentes. Mesmo a colocacdo mais precisa ainda s6 permitiu a percecdo da fala com
pistas visuais. Os doentes com NF2 com sucesso limitado apos colocacdo do ABI

parecem ser 0 grupo que mais beneficia da colocacdo do AMI [24,30].

Terapia celular

Todos os vertebrados que ndo os mamiferos aparentemente regeneram as CCs
ao longo da sua vida gracas a uma populacdo de SCs existente no epitélio sensorial
auditivo [1,4]. Este fendmeno ja foi bem estudado no epitélio auditivo das aves e nos
neuromastos da linha lateral dos peixes-zebra. Nestes animais, a transdiferenciacao
direta ou a divisao celular das células de suporte permitem a regeneracdo das CCs [3,8].
Um baixo nivel de regeneracdo espontanea das CCs é possivel no OC embrionario de
ratinhos quando cultivado in vitro e algumas moléculas expressas durante o
desenvolvimento embriondrio sdo capazes de induzir a producdo de CCs
supranumerarias [6]. A comparacdo das vias de sinalizacdo celular que sdo ativadas
durante o desenvolvimento embrionario das CCs em mamiferos e na regeneracdo de
CCs nas aves sugere uma grande conservagao dos mecanismos moleculares. No entanto,
os mamiferos perderam a capacidade de reiniciar estes programas. Tem havido um
progresso significativo na identificacdo das vias endogenas de sinalizacdo envolvidas na
proliferacdo e regeneracdo das CCs [3,4,20].

Uma possivel atuagdo nos mecanismos reguladores supressivos poderia superar
o0 blogueio da regeneracdo das CCs nos mamiferos. A identificacdo de genes pro-CCs e
a regulacdo da sua expressao € uma area de investigacdo crescente. O gene ATOH1 ¢
essencial e suficiente para a génese das CCs [8,12,31]. A expressdo deste gene leva a
ativacdo da via de sinalizacgdo Notch que, por sua vez, suprime o programa de
diferenciacdo em CCs nas células de suporte. Em ratinhos recém-nascidos, a inibicao
Notch permitiu a regeneracdo das CCs apds dano ototoxico. ATOH1 deve ser ativada
pela via de sinalizacdo canonica Wnt no momento apropriado para a diferenciagdo de
CCs continuar. Pensa-se que os ligandos desta via molecular sejam segregados por
células que estéo fora do epitélio sensorial e que a sua producdo possa cessar no ouvido

adulto. O knockout dos genes que produzem os inibidores do ciclo celular expressos
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quando as células progenitoras se diferenciam em CCs aumenta a proliferacdo das CCs.
Assim, estratégias que permitam superar os blogueios a divisdo celular podem melhorar
a reprogramacdo dependente de ATOH1. Estes mecanismos bloqueadores da
regeneracdo podem ndo ser moleculares, ja tendo sido sugeridas outras hipoteses: uma
barreira a difusdo causada pelas membranas basal e tectorial ou um bloqueio mecénico
mediado por uma rede apical de actina expandida a partir das células de suporte [6,12].

No entanto, a regulagdo de muitas caracteristicas importantes da formacéo e
funcdo destas celulas permanece desconhecida. Enquanto o gene ATOHL parece ser
suficiente para a formacdo das CCs, as vias a jusante que especificam o tipo de CC e 0s
mecanismos que determinam as alteragcGes morfoldgicas das CCs ao longo da coclea
ainda ndo foram determinados. Os fatores especificos que iniciam a expressdo de
ATOH1 estdo a comecar a ser identificados e ainda ndo é claro quais as células no
ouvido interno embrionério que tém a capacidade de se desenvolver como CCs [3,8].

A terapia celular consiste no transplante de células para o ouvido interno com o
objetivo de substituir as células cocleares mortas ou danificadas e, desta forma, reverter
a surdez. Estas céelulas podem ser recuperadas através da inducdo do ciclo celular de
células progenitoras presentes no ouvido interno ou através do transplante de SCs
exogenas induzidas a se diferenciarem em CCs [5,21,22].

Diferentes areas cocleares podem ser alvo da terapia celular. Quase todas as
perdas auditivas estdo associadas as CCs, sendo estas o principal alvo [5,10]. No
entanto, quase todas as perdas auditivas evoluem com a perda de células de suporte,
seguida da degeneracdo do nervo coclear. Embora o0 SGN possa ser alvo da terapia
celular, a audicdo ndo pode ser restaurada somente com um SGN intacto. Além disso,
nos casos de surdez em que a perda de SGNs e fibras nervosas ja foi detetada, um
problema de CCs subjacente ainda deve ser considerado. A parede lateral da coclea
também pode ser alvo da terapia celular. O problema da escolha da éarea-alvo é que 0s
testes audioldgicos nédo refletem as verdadeiras alteraces histopatoldgicas presentes no

ouvido interno destes doentes [1,10].
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Figura 3. Areas cocleares potencialmente alvo da terapia celular: epitélio auditivo sensorial, SGN e stria

vascularis [10].

O numero de SCs enddgenas possivelmente presentes numa cdoclea madura é
muito baixo ou mesmo nulo. Existem SCs no epitélio jovem, mas o seu nimero diminui
significativamente ao longo do tempo [3]. Ainda ndo € certo que a cdclea adulta possua
uma populacdo de SCs e ainda nada demonstrou a existéncia de substitui¢do celular na
céclea de mamiferos adultos [4,8]. A identificacdo de marcadores de superficie celular
especificos das SCs do ouvido interno teria implicacbes significativas para a
diferenciacdo das eventuais SCs enddgenas do ouvido interno ou SCs exdgenas,
possibilitando a reparacédo do epitélio sensorial auditivo [3,6,24].

Quando isoladas e cultivadas in vitro, as células de suporte cocleares séo
capazes de expressar marcadores das CCs, 0 que sugere que estas se diferenciam nesse
tipo celular. No entanto, ao contrario das SCs, estas ndo se auto-renovam. Sera
importante perceber se as células de suporte cocleares sdo um alvo viadvel para a
conversio em CCs ou se existem outras células na coclea relativamente
desdiferenciadas que possam ser diretamente direcionadas [4,8].

Outra possivel fonte de SCs dentro da céclea s@o as células mesenquimais, que
derivam continuamente de SCs hematopoiéticas (HSCs) e sdo substituidas lentamente
ao longo do tempo. Embora a maioria das células mesenquimais do ouvido interno se
diferenciem em fibrécitos ou macréfagos, a possibilidade de que algumas possam
substituir as CCs parece uma hipotese intrigante [3].

O transplante de SCs exdgenas para 0 ouvido interno apresenta um potencial
muito limitado de diferenciacdo generalizada nos varios tipos celulares presentes no OC
e a expressao de alguns marcadores cocleares ndo significa necessariamente que essas

células se desenvolvam completamente em tecido sensorial ou nervoso maduro. Em vez
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de se injetarem SCs naive na coclea adulta, € mais benéfico direciona-las no sentido de
CCs, expondo-as sequencialmente aos sinais presentes no seu desenvolvimento [3,8].

Ja foram produzidas células que possuem muitas caracteristicas das CCs a
partir de SCs embrionarias (ESCs) e SCs pluripotentes induzidas (iPSCs) [10,13,19]. As
CCs derivadas de iPSCs parecem indistinguiveis das derivadas de ESCs, mas a
eficiéncia da indugdo foi menor. As técnicas de diferenciacdo de SCs em CCs in vitro
devem ser desenvolvidas de forma a melhorar a eficiéncia desta indugdo. O sucesso do
direcionamento da diferenciacéo € a entrega dos sinais presentes na genese normal das
CCs [6,13,21].

As SCs neurais (NSCs) expressam marcadores cocleares mais facilmente do
que as ESCs e as HSCs. Durante o desenvolvimento embrionario, a cdclea e o cérebro
partilham vias de sinalizacdo semelhantes e o desenvolvimento coclear é dependente de
varios sinais enviados pelo sistema nervoso central, sendo necessaria uma menor
reprogramagdo para que uma NSC expresse marcadores cocleares [8,19,20]. NSCs
derivadas do cerebelo fetal de ratinhos (CNSCs) injetadas no ducto timpanico de
ratinhos e porquinhos-da-india foram capazes de substituir os tipos de células cocleares
perdidos apds trauma acustico, tendo migrado para o ganglio espiral e para o OC. Estas
celulas substituiram o tecido nervoso danificado, promoveram a recuperagéo funcional e
expressaram varios marcadores cocleares. As cOcleas que foram transplantadas com
cNSCs exibiram um namero significativamente maior de células satélites e SGNs. No
entanto, ndo se sabe se estas células foram geradas de novo ou resultaram da
preservacao de células ja existentes [8,20].

A medida que as células migram dentro da coclea, recebem sinais do
microambiente e aumentam a expressdo genética de programas de destino celular
expressos pelas células endogenas locais [20]. Assim, o transplante de células
indiferenciadas ou parcialmente diferenciadas de forma a que se diferenciem em células
semelhantes as CCs na area alvo, rodeadas por células de suporte, parece ser a op¢do
mais viavel [10,19,21]. As cNSCs transplantadas exibiram os padrdes de expressao
esperados pelas células enddgenas do ambiente local. A expressdo atipica de miosina
7A em células derivadas das cNSCs demonstra que a capacidade destas células se
diferenciarem completamente num tipo de célula coclear pode ser limitada dado que as
CCs s@o normalmente o Unico tipo de celulas cocleares que expressa este marcador. As

NSCs podem ser uma ferramenta terapéutica Util para reparar cocleas danificadas pois
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podem integrar-se no tecido coclear e diferenciar-se numa variedade de tipos de celulas
cocleares [8,20].

Mais recentemente, foi gerado epitélio sensorial do ouvido interno funcionante
a partir de SCs pluripotentes [10].

Ja foi isolada uma populacdo de SCs da cdclea fetal humana (hFASCs) capaz
de produzir CCs e neur6onios. No entanto, as hFASCs entram em senescéncia replicativa
rapidamente, existindo a necessidade de uma fonte confidvel e renovével de celulas
progenitoras humanas com capacidade de produzir ambos os tipos celulares para a
substituicdo sensorial. Além disso, isolar SCs do ouvido interno humano levanta
questdes éticas, sendo esta uma abordagem pouco util clinicamente [2,6,19].

Atualmente, ndo existe nenhum tratamento rotineiro para a perda de SGNs
dado que a falta de inervacgdo limita a eficacia de um IC. A utilizacdo de NSCs para
recuperar 0s circuitos sensoriais danificados é uma estratégia terapéutica potencial. A
integracdo das células transplantadas parece mais viavel no ganglio espiral do que no
epitélio auditivo [8,10,21].

Células progenitoras neurais derivadas de ESCs humanas transplantadas para a
coclea de mamiferos com danos nos SGNs incorporaram o ganglio espiral e permitiram
uma recuperagdo funcional substancial. Houve uma correlagdo significativa entre o
aumento da densidade neural e a reducdo do limiar auditivo [8,10,17]. Além disso, ja se
demonstrou que neurdnios derivados de SCs estendem dendrites em direcdo ao OC e
inervam as CCs, tanto in vitro como in vivo. Estes resultados e 0 acesso cirlrgico
relativamente fécil ao canal de Rosenthal sugerem que neurénios derivados de SCs
podem ser utilizados para reinervar as CCs em doentes com neuropatia auditiva e
degeneracdo do ganglio espiral secundaria a SNHL de longo prazo [2,3,24].

A funcdo e eficacia de um IC dependem da presenca de SGNs residuais,
embora ainda ndo tenha sido estabelecida uma correlacdo rigorosa entre 0 nimero de
ganglios e o desempenho do IC. Assim, a combinacdo da terapia celular com um IC
pode oferecer uma solucdo terapéutica a doentes que atualmente permanecem sem
tratamento viavel e também permitir uma maior restauracdo da acuidade auditiva aos
doentes que utilizam ICs [1,22].

A stria vascularis e o ligamento espiral poderiam ser alvos adicionais para a
terapia celular. Mutacbes em genes que codificam diferentes juncdes celulares
existentes nestas estruturas causam surdez. Além disso, ja foi descrita a perda de

fibrécitos no ligamento espiral de ratinhos com o envelhecimento e trauma acustico. A
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transplantacdo de SCs poderia levar a reorganizacdo dos componentes celulares da stria
vascularis ou do ligamento espiral, mas ainda € desconhecido o mecanismo subjacente a
diferenciagéo celular destas estruturas [3,10].

Outra possivel aplicacdo da terapia celular no tratamento da surdez é criar SCs
geneticamente modificadas produtoras de fatores que promovam a regeneracdo de
estruturas especificas dentro do ouvido interno. Este conceito seria especialmente
adequado na promocdo da regeneracdo ou reparacdo enddgena atraves da secrecdo de
um fator pardcrino ou endocrino. Os SGNs demonstraram crescer em direcdo a
neurotrofinas (NTs), sugerindo que uma fonte destes fatores poderia promover a
regeneracdo e melhorar o desempenho dos ICs. A hipotese de que as SCs possam ser
direcionadas ou atraidas para locais de lesdo atraves da possivel libertagdo de fatores
troficos ainda ndo foi demonstrada. Outra hipdtese seria a combinacdo de SCs
geneticamente modificadas secretoras de sinais metabolicos e/ou humorais especificos
com um transplante de SCs enddgenas para aumentar a regeneracdo no ouvido interno
[3].

Ainda existem muitos obstaculos que impedem a aplicacdo da terapia celular a
SNHL, além dos problemas basicos associados as SCs, como a formacgéo de tumores e a
rejeicdo imune [8,10]. O principal obstaculo é a dificuldade em colocar as células
transplantadas na &rea coclear correta. Algumas das SCs transplantadas para o ouvido
interno diferenciam-se em tipos celulares potencialmente relevantes, mas a grande
maioria perde-se varias semanas ap6s o transplante [3,6]. Também permanece a duvida
se estas células sdo funcionais. Além disso, ndo é expectavel que células transplantadas
ou gque migrem para o ducto coclear sobrevivam facilmente, dado o elevado teor de
potassio da endolinfa [1,3,21].

As superficies luminais das CCs e das células de suporte estdo unidas por
indmeras tight junctions, formando a lamina reticular. Quando uma CC se perde, as
células de suporte circundantes expandem o0s seus processos luminais de forma a
selarem a abertura desta lamina, formando-se uma cicatriz que pode limitar a chegada
das SCs transplantadas ao OC a partir do ducto coclear. A membrana basal também
parece representar um obstaculo significativo para o acesso das SCs a partir do ducto
timpanico [3,21].

O transplante de células para a coclea € um desafio também pelo facto desta se
localizar no centro do cranio, cercada por estruturas 6sseas. As técnicas cirurgicas

convencionais podem perturbar a homeostase coclear e limitam o acesso apenas ao
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ducto timpanico, sendo duvidoso que CCs transplantadas neste ducto migrem para o
ducto coclear e outras areas-alvo. Além disso, ainda ndo se conhece o padrdo detalhado
do fluxo linfatico na coclea [11,32].

A audicdo ndo pode ser obtida apenas com a transducdo mecanoelétrica
permitida pelas CCs. A transferéncia do sinal elétrico gerado para o sistema nervoso
central é obrigatoria, devendo as novas CCs formar sinapses funcionais com 0os SGNs
adequados [3,8,22].

Ainda ndo se sabe se as CCs transplantadas se orientariam na posi¢cdo normal.
Caso nao o fizessem, todo o sistema ndo funcionaria adequadamente pois 0s

estereocilios mover-se-iam de forma assincrona [1,10].

Figura 4. DirecGes das CCs no epitélio auditivo: A) epitélio auditivo danificado; B) epitélio auditivo com
SCs transplantadas [10].

Diferentes tipos de SCs ja foram direcionadas com sucesso para o destino de
CCs. No entanto, a ineficiéncia relativa da inducdo das CCs juntamente com a exigéncia
de fatores desconhecidos indicam que ainda ha muito para ser descoberto [6,21].

O transplante de células para o ouvido interno parece ser relativamente seguro,
mas até a data ndo demonstrou ter um grande impacto na reorganizacdo do epitélio
sensorial. Sera importante definir as SCs e as células progenitoras do ouvido interno
com base em marcadores imunocitoldgicos, localizag&o, atividade clonal e poténcia [3].
A coclea madura retém os sinais necessarios para influenciar a diferenciacdo de SCs
num fendtipo coclear, embora ndo possa regenerar essas células a partir da sua propria
populacdo enddgena [3,20]. E necessaria mais investigacdo para esta tecnologia ser
clinicamente viavel [8]. A formacgdo bem-sucedida de células semelhantes a CCs a partir

de SCs € um desenvolvimento promissor para o teste de novos agentes farmacologicos e
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pode contribuir para a identificacdo de fatores genéticos, farmacoldgicos e ambientais

causadores de danos ou disfungdo nas CCs [1,6].
Terapia genética

A terapia genética envolve a upregulation ou downregulation de genes
especificos com o objetivo de tratar uma doenca e a sua investigacdo é especialmente
importante nos casos em que 0s tratamentos convencionais ndo sao eficazes [18,32]. A
investigacdo da terapia genética no tratamento da SNHL teve como primeiro alvo o
gene ATOHL1 [8,24].

Um virus adeno-associado (AAV) forcou a expressdo de ATOH1 nas células
de suporte cocleares de porquinhos-da-india surdos e, 2 meses depois, estes possuiam
mais CCs funcionais e uma audicdo significativamente melhor. Estes resultados
sugerem que ATOH1 pode permitir que as células de suporte se transdiferenciem
diretamente em CCs, sugerindo a presenca de células progenitoras e/ou SCs que
mantém algum potencial para se desenvolverem em CCs na coclea adulta [1,6,8,24]. A
entrega de ATOH1 também demonstrou ser benéfica nas CCs sobreviventes, ao permitir
a regeneracdo dos feixes ciliares perdidos. No entanto, a janela terapéutica parece ser
curta pois a terapia deve ser realizada logo apo6s a lesao [34,35,36].

O gene GJB2 codifica a conexina 26 e é expresso nas células de suporte da
coclea. Esta proteina faz parte de jungbes comunicantes envolvidas na reciclagem dos
ibes potassio, contribuindo para a manutencdo do potencial eletroquimico da endolinfa.
Jé foi demonstrada a eficacia da entrega de GJB2 com AAVs em ratinhos knockout para
este gene na restauracao das juncdes comunicantes das células de suporte. Embora ndo
tenha havido uma melhoria significativa da audicdo, estratégias eficazes que permitam
restaurar a funcdo das jungbes comunicantes na rede de células de suporte cocleares
humanas poderiam beneficiar uma percentagem substancial de doentes com surdez
genética pois mutaces no gene GJB2 sdo responsaveis por cerca de 50% dos casos
[1,6,8].

Na maioria dos casos de surdez hereditaria recessiva, a restaura¢do da audicao
exigira a entrega do gene em falta ou do respetivo produto. Ja se demonstrou a
restauracdo da audi¢do em ratinhos knockout VGLUT3 (um transportador de solutos)
reintroduzindo o DNA complementar VGLUT3 nas CCls [1,6,37]. Como muitas formas
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de surdez sdo herdadas de forma dominante, uma potencial estratégia terapéutica € a
inibicdo seletiva do produto genético dominante de forma que a cdpia wild type restaure
a funcdo. A forma mutante dominante do gene GJB2 foi expressa na céclea de um
ratinho, provocando a elevacdo dos limiares auditivos. A co-transfeccdo de um siRNA
(small interfering RNA) visando especificamente a estrutura dominante permitiu a
restauracdo dos limiares auditivos [1,6,12]. A transfeccdo de siRNAs em vérias células-
alvo na céclea em diferentes momentos tem sido investigada dado que estes agentes
permitem silenciar genes especificos [12,38].

Ja foram desenvolvidos modelos animais para o estudo da terapia genética in
utero. Experiéncias iniciais demonstraram que a entrega de plasmideos ao ouvido
interno dum ratinho embri&o direcionou a expressao proteica duma fracdo substancial
das CCs. A correcdo de defeitos genéticos em embrides humanos usando técnicas in
utero pode provar-se viavel no futuro, embora os aspetos técnicos e éticos possam
impedir a pratica desta estratégia [6,39].

A medida que a gravidade da surdez aumenta, a necessidade de manter ou
regenerar os nervos auditivos € de importancia cada vez maior, particularmente para 0s
utilizadores de ICs [1,18,24]. As NTs sdo uma familia de moléculas cruciais para a
manutencdo e desenvolvimento do sistema nervoso e sdo utilizadas em terapia genética
dirigida a preservacao dos SGNs. Assim, as NTs tém o potencial de prolongar a duracéo
e o beneficio dos ICs [6,11,32].

A terapia genética com NT direcionada ao OC mostrou ser mais eficaz na
prevencdo da degeneracdo dos SGNs comparativamente com a expressao genética de
forma inespecifica em toda a coclea. Seis meses apds a inoculacdo, a sobrevivéncia dos
SGNs foi maior na coclea tratada com NT comparativamente com a cOclea
contralateral, mas esta terapia ndo parece permitir a manutencdo dos SGNs a longo
prazo. Assim, devem ser consideradas outras populacfes de células para a transducéo.
Uma populacdo possivel poderia ser as células de Schwann dos SGNs, que poderdo
permitir a expressao a longo prazo e, por sua vez, promover uma maior sobrevivéncia
dos SGNs e das suas fibras periféricas. No entanto, a terapia genética direcionada ao OC
nédo deve ser descartada. Em primeiro lugar, a degeneracdo do OC nos modelos animais
apos o dano ototoxico progride muito mais rapido do que nos seres humanos e, como
tal, seis meses de surdez podem equiparar-se a décadas nos seres humanos. Em segundo
lugar, nem todas as formas de surdez resultam na degeneracdo completa do OC e a

terapia genética dirigida ao OC nessas formas de surdez pode ser clinicamente viavel.
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Em terceiro lugar, embora véarios outros metodos tenham sido utilizados
experimentalmente para introduzir as NTs na coclea surda com diferentes graus de
sucesso, a sua capacidade de fornecer suporte a longo prazo ainda ndo foi demonstrada
[18,22,24].

Embora os modelos de ratinho sejam essenciais para testar possiveis estratégias
terapéuticas, o atraso no inicio da maturacéo funcional em ratinhos e humanos dificulta
a aplicacdo dos estudos nos humanos. Além disso, para mutacfes que causam surdez
profunda, as estratégias de entrega dos genes podem nunca ser bem-sucedidas pois a
perda de genes criticos para as CCs geralmente leva a uma perda completa das mesmas.
A entrega do gene wild type deve ocorrer no contexto de uma CC normal, o que limita a
janela de eficécia da terapia genética. Assim, a surdez progressiva € o melhor alvo para
esta abordagem terapéutica [6].

E importante salientar que esta investigacio esta apenas a comegcar. Ha varios
obstaculos que tém de ser superados para que a terapia genética possa ser usada de
forma eficaz e segura na pratica clinica. Talvez o maior obstdculo envolva a
inespecificidade celular dos sistemas de administracdo de genes [6,11]. No caso da
administracdo de ATOH1 mediada por virus, CCs ectopicas foram produzidas em
regides inesperadas do OC, o que é problemético do ponto de vista clinico. Além disso,
0s proprios vetores virais podem ter um risco significativo para a salde e a injecao
segura de particulas virais no ducto coclear requer um procedimento cirdrgico
complicado que ainda nao foi otimizado. Varios investigadores estdo a desenvolver
novas geracdes de vetores com o objetivo de proporcionar mais seguranga a uma
populacdo clinica. Além disso, estdo a ser desenvolvidos vetores especificos para
determinados tipos celulares. Ja estdo disponiveis multiplos serotipos de AAV que
visam diferentes tipos celulares do ouvido interno e tém o potencial de permitir a
expressdo seletiva de ATOH1 em determinadas células. Além disso, como ATOH1
pode mediar apenas um de varios caminhos paralelos de diferenciacdo das CCs, é
provavel que seja necessario focarmo-nos noutras moléculas e limitarmos a ativacéo de
ATOH1 para uma janela de tempo mais estreita. Mesmo nas células certas e no tempo
certo, alcancar o nivel de expressdo Otima enquanto se minimiza a sobre-expressao

toxica € um dos grandes desafios da terapia genética [1,6,8].
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Farmacos

A surdez seria idealmente tratada com farmacos. Embora a barreira sangue-
labirinto possa limitar o acesso de alguns farmacos pelas vias oral ou sistémica, a
entrega direta localmente a nivel do ouvido interno € uma alternativa viavel e tem sido
investigada [1,6,11]. A administracdo por via intratimpanica depende da difusdo da
substancia ativa através da membrana da janela redonda (RWM) até ao ouvido interno,
enquanto a via intracoclear oferece acesso direto ao ouvido interno, permitindo obter
uma maior biodisponibilidade do farmaco. No entanto, a via intratimpanica é a que tem
maior potencial de ser usada na clinica por ser muito menos invasiva [12,33].

Os doentes com maior probabilidade de resposta ao tratamento farmacoldgico
da surdez sdo aqueles com alteracdes patoldgicas limitadas ou com surdez progressiva.
Tém sido discutidas varias possiveis areas-alvo para o desenvolvimento de farmacos no
contexto do tratamento da NSHL, embora ainda ndo haja nenhum que tenha sido
aprovado pela FDA [6,12].

Talvez seja possivel associar a utilizacdo de farmacos a uma abordagem
regenerativa. Por exemplo, poderiam ser desenvolvidos farmacos que regulassem a
expressao de genes importantes para o desenvolvimento e funcdo das CCs. A reparacao
das estruturas danificadas na CC deve basear-se na ativacdo de programas endégenos
que promovam a homeostase celular.

Os canais iénicos ou as juncdes comunicantes envolvidos no transporte do
potassio podem ser alvos Uteis de intervencdo farmacoldgica, estando a ser investigados
moduladores da sua atividade [6,12].

No ouvido interno, um défice de magnésio resulta na diminui¢do do gradiente
eletroquimico necessario para a transducdo sensorial. Na tentativa de restaurar este
gradiente, as CCs gastam energia, 0 que pode levar a morte celular. Também € possivel
que o défice extracelular de magnésio leve a libertacdo de hormonas que diminuem o
tonus muscular, reduzindo o fluxo sanguineo que chega a céclea. O stress metabdlico no
ouvido interno, como o causado pela exposi¢do ao ruido, implica um alto consumo
energético por parte das células. Se existir concomitantemente um défice de magnésio,
existe um maior potencial de dano das CCs. A suplementacdo de magnésio esta
associada a uma reducdo dos danos auditivos causados pela exposi¢cdo ao ruido, logo

esta podera ser um potencial tratamento da SSNHL idiopética e da NIHL. E necessaria
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mais evidéncia baseada em populacGes de estudo maiores e com controlos mais
adequados para considerar os efeitos da ARHL, exposicéo ao ruido, doengas auditivas e
niveis individuais de magnésio [7].

A sobreproducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode estar envolvida
na patogénese da SNHL. A mitocondria desempenha um papel fundamental na geracao
de ROS e mutagdes em genes que afetam a fungdo mitocondrial estdo associados a
formas genéticas de surdez. Em modelos animais, a exposicao ao ruido induz a geragao
de ROS no ouvido interno e a perda de CCs. Com o0 aumento da intensidade do ruido e
do tempo de exposi¢do a0 mesmo, 0 dano tornou-se mais extenso e irreversivel. Pensa-
se que as ROS tambeém desempenhem um papel importante na ARHL [6,12].

Antioxidantes, como a glutationa e o acido ascorbico, atenuaram a NIHL em
modelos animais quando administrados antes da exposicdo ao ruido. Outros
antioxidantes, como agonistas do recetor de adenosina Al e a N-acetilcisteina,
atenuaram a NIHL quando administrados até 3 dias apds a exposi¢cdo ao ruido.
Polimorfismos no gene que codifica a catalase foram associados a uma maior
susceptibilidade a NIHL em seres humanos o que indica que as enzimas antioxidantes
podem ser cruciais na manutencdo da audicdo normal sob condi¢bes de ruido extremo
[6,32]. A administracdo de D-metionina oral em casos de NIHL j& estd em estudo
clinico (fase I11) [12,40].

Vérios estudos em animais comprovam protecdo contra a NIHL, ou
recuperacdo mais eficaz da mesma, quando as cascatas apoptéticas sdo bloqueadas, ja
tendo sido demonstrado o valor terapéutico da interferéncia com a apoptose [6,12].

Os esforcos destinados a prevenir a ototoxicidade dos aminoglicosideos tém-
se focado na defesa contra os efeitos prejudiciais das ROS. Em modelos animais, a
protecdo contra a ototoxicidade dos aminoglicosideos foi conseguida com quelantes de
ferro e com uma ampla gama de antioxidantes. Foram obtidos resultados favoraveis em
humanos com o salicilato [6]. Agentes anti-inflamatorios, como os corticosteroides,
previnem, limitam e revertem a resposta inflamatoria a nivel das CCs e neurdnios do
ouvido interno. Podem ser dados como prevencdo da ototoxicidade associada aos
aminoglicosideos ou também podem ser usados para tratar as lesdes que dai advém. No
entanto, é uma preocupacdo que a protecdo contra a ototoxicidade possa reduzir a
eficcia clinica dos aminoglicosideos. Uma estratégia mais eficaz pode ser a dissociagédo
quimica dos efeitos ototoxicos dos efeitos terapéuticos através de mudangas na estrutura

dos aminoglicosideos [32].

25



Ja foram propostos varios farmacos como possiveis agentes de protecdo contra
a ototoxicidade induzida pela platina, incluindo antioxidantes e anti-inflamatorios
[6,32]. Contudo, alguns destes podem interferir com os seus efeitos benéficos. O
tiossulfato de sodio mostrou-se eficaz na prevencdo da ototoxicidade em criancas e
adultos, sem reduzir os efeitos terapéuticos. Ja foram desenvolvidos medicamentos
alternativos que ndo possuem platina, embora a sua eficacia seja menor. Tal como para
0s aminoglicosideos, o desenvolvimento de modificagdes quimicas que levem a uma
diminuicdo de captacdo nas CCs sem alteracdo da eficacia terapéutica é uma estratégia
muito esperada [6,43].

As CCls formam sinapses com o0s neuronios aferentes e até 30% dessas
sinapses perdem-se apds danos causados pelo ruido, ocorrendo a perda seletiva de
algumas fibras nervosas. A perda sinaptica ndo é necessariamente acompanhada pela
morte imediata de neurdnios, logo a entrega de moléculas que promovam o
desenvolvimento dos terminais das fibras nervosas e 0 aumento da inervacdo sinaptica é
de extremo valor clinico [6]. As NTs, outros fatores de crescimento ou 0s seus recetores
sdo areas-alvo interessantes para o desenvolvimento de farmacos para algumas formas
de NIHL [6,32].

As CCEs formam sinapses com os neurénios eferentes. Estes fornecem um
feedback evocado pelo som de forma a reduzir a amplificacdo coclear. Um dos
principais componentes do nervo eferente € colinérgico e depende dos recetores
CHRNA9 e CHRNA10. A sobre-expressio de CHRNA9 em CCEs reduz
consideravelmente os danos causados pelo ruido. A expressao de um CHRNA9 mutante
que aumenta a magnitude e a duracdo dos efeitos colinérgicos eferentes também é
protetor. Como o feedback eferente tem um papel tdo importante na protecdo do sistema
auditivo, a ativacdo farmacoldgica dos neuronios eferentes pode prevenir tanto a NIHL
como a ARHL [1,6,41].

A stria vascularis é importante para a reciclagem do potassio e para
estabelecer o potencial endococlear, o qual é essencial para a audicdo de alta
sensibilidade. J& foi descrita uma correlacdo da reducdo da vascularizagdo da stria
vascularis com o envelhecimento, o que sugere que as intervengdes que mantenham a
vascularizagdo da mesma possam ter importancia clinica significativa [6].

Estudos recentes indicam que corticosteroides intratimpanicos devem ser usados
como tratamento inicial, combinado e de resgate na SSNHL idiopética.

Corticosterdides administrados através da RWM no ouvido interno conduzem a
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concentragdes mais elevadas na perilinfa comparativamente a sua administragdo
sistémica em casos de SSNHL idiopatica com perda auditiva até 70 dB. No entanto, a
dosagem, frequéncia e duragdo do tratamento intratimpanico ainda ndo sdo claras
[28,32].

Nanotecnologia

A entrega dos possiveis agentes terapéuticos para a SNHL na éarea-alvo
representa um desafio significativo dado o tamanho reduzido do ouvido interno e os
seus compartimentos isolados por barreiras de protecdo. Apesar da via intratimpanica
ter um grande potencial, a sua utilizacdo ainda € limitada porque uma grande parte do
farmaco administrado ndo chega a atravessar a RWM, néo chegando ao ouvido interno.
A nanotecnologia moderna oferece uma ferramenta promissora para a entrega
direcionada, ndo invasiva e eficiente de farmacos e biomateriais no ouvido interno. Este
tipo de abordagem pode ser a chave para o tratamento bem-sucedido da SNHL
[9,12,32].

Ja foram criadas nanoparticulas (NPs) que podem ser personalizadas para
encapsular varios agentes terapéuticos de interesse [9,11]. A personalizacdo dos
atributos da NP pode permitir a aplicacdo ndo invasiva, estabilizacdo de farmacos,
libertacdo controlada e modificacdo da superficie para reconhecimento especifico. A
administragcdo local de NPs demonstrou entregar com éxito biomateriais no ouvido
interno através da RWM e a aplicacdo a clinica parece estar proxima. Certas classes de
NPs apresentam caracteristicas adicionais que oferecem vantagens unicas de
diagndstico e terapéutica. Por exemplo, NPs de Oxido de ferro superparamagnéticas
(SPIONS), de ouro e polimeros catiénicos podem ser utilizados para a bioimagem. As
propriedades magnéticas inerentes aos SPIONs também permitem um maior controlo da
entrega de farmacos e dispersdo dentro do ouvido interno. NPs tais como polimeros e
lipossomas cationicos oferecem opg¢des vetoriais ndo-virais para a entrega da terapia
geneética, permitindo a reducdo da imunogenicidade, resposta inflamatoria e risco de
mutagénese [12,32].

Uma vez que a superficie da NP contacta com sistemas bioldgicos, as suas
caracteristicas afetam muito o desempenho da NP in vivo e a eficacia geral. A terapia

dirigida a determinados tipos celulares envolve a adicdo de ligandos especificos dos
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recetores dessas células a superficie da NP. A eficacia destes ligandos de superficie
depende da sua estabilidade e especificidade. Revestimentos com vérias camadas
podem ser Uteis na apresentacdo de ligandos diferentes ou outras propriedades de
superficie em diferentes momentos. Alterar a quimica da superficie das NPs
manipuladas com polimeros hidrofilicos biocompativeis aumenta o tempo de circulacao
e atrasa a remogdo das NPs pelos fagdcitos mononucleares, permitindo assim a chegada
aos tecidos-alvo e a entrega do agente terapéutico. Esta estratégia ird ampliar o caminho
para um tratamento mais eficiente e especifico da SNHL [9,32].

Um farmaco estudado para o tratamento da NIHL é o antioxidante edaravona,
ja tendo sido demonstrada a sua utilidade no tratamento desta forma de surdez. Ja foi
estudada a entrega de NPs de edaravona in vivo no ouvido interno de porquinhos-da-
india com NIHL. A entrega intratimpanica de edaravona inibiu a geracdo de radicais
livres na céclea e diminuiu os limiares auditivos ap0s o trauma acustico, embora ndo
tenha permitido uma recuperagdo auditiva significativa. O uso de biomarcadores
identificados pode melhorar a eficiéncia da entrega dos farmacos. A prestina € uma
proteina de eletromotilidade que é expressa apenas na superficie das CCEs. Varios
estudos ja mostraram que NPs direcionadas a prestina aumentaram a ligacdo especifica
com as CCEs em cOcleas de ratinhos. A combinacdo de NPs com edaravona
direcionadas a prestina para a entrega no ouvido interno pode aumentar
significativamente a eficiéncia da entrega e a eficacia terapéutica [11].

A entrega especifica de biomateriais no ouvido interno através de NPs ndo
teve resultados consistentes in vivo principalmente devido a natureza liquida das
nanoformulacdes e ao seu baixo potencial de bioretengdo no ouvido interno. Para
melhorar a entrega local dos farmacos no ouvido interno foi proposto um sistema de
entrega com nanohidrogel, que combina a nanotecnologia com um hidrogel. Os
hidrogéis tém uma elevada viscoelasticidade, o que lhes permite permanecer mais
tempo na RWM e, desta forma, libertar as moléculas encapsuladas continuamente ao
longo do tempo de forma ndo invasiva. A combinacgdo deste nanohidrogel com técnicas
de direcionamento serd potencialmente capaz de entregar biomateriais terapéuticos em
locais especificos do ouvido interno no tratamento da SNHL [11,42].

A prevencdo da ototoxicidade induzida por cisplatina ja foi demonstrada com a
administracdo de antioxidantes. No entanto, ndo so estes farmacos séo limitados pela
ineficiéncia da entrega no ouvido interno, como também ndo podem ser removidos do

ouvido interno apds se juntarem com a toxina. A acumulacdo dos complexos toxina-
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farmaco pode causar toxicidade secundaria no ouvido interno. A nanotecnologia pode
oferecer uma solugdo ndo invasiva para o tratamento da ototoxicidade induzida por
cisplatina. As SPIONs sdo capazes de atravessar a RWM para a entrega no ouvido
interno. Mais importante ainda, a sua entrega pode ser controlada por um campo
magnético externo através da aplicacdo de um iman. A remogdo subsequente do iman
leva a dispersdo uniforme das SPIONs pela perilinfa. Além disso, o revestimento
peguilado das SPIONs pode permitir a bioconjugagdo com a glutationa, dado que esta
se liga ao alvo desejado: a cisplatina. Este processo € conhecido como nanodialise.
Estudos futuros incluirdo a conjugacéo de glutationa a SPIONSs para a entrega no ouvido
interno, consequente ligacdo com a cisplatina e posterior remocdo através dum iman
aplicado externamente [11,12].

As NPs demonstraram ter um potencial significativo de entrega seletiva de
farmacos e material genético para 0 ouvido interno na prevencdo ou tratamento da
SNHL. Prevé-se que o sistema de entrega dirigida com nanohidrogel possa fornecer
agentes terapéuticos e biomateriais de forma eficaz e ndo invasiva aos locais de leséo
especificos do ouvido interno, podendo ultrapassar as limitagdes do tratamento atual da
SNHL. Espera-se que o sistema de nanodialise possa ser efetivamente usado para a
desintoxicacdo de diferentes tipos de ototoxicidade pois isso beneficiaria muito os
doentes que ndo podem comprometer as suas modalidades criticas de tratamento, apesar
do alto risco de ototoxicidade. Ainda é necessario otimizar as NPs de forma a promover
a entrada no ouvido interno e nas células especificas, a sobrevivéncia e a libertacdo da
carga no citoplasma ou a passagem pelos poros nucleares para a entrega intranuclear
[11,12,32].
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Conclusao

Hé& 30 anos atras, era impossivel imaginar que algum dia se repararia a coclea
danificada através da regeneracdo do epitélio sensorial auditivo. As revolugdes
tecnoldgicas modernas tornaram abordagens experimentais anteriormente consideradas
impensaveis em processos rotineiros, o que possibilitou oportunidades cientificas e
terapéuticas notaveis. E necessario incentivar o desenvolvimento de farmacos que
protejam contra a surdez ou estimulem a regeneracdo ap6s dano, 0s quais teriam um
impacto muito positivo e abrangente na saude.

Embora os modelos animais demonstrem a possibilidade de SCs se
desenvolverem em CCs e neurdnios auditivos, os desafios da sobrevivéncia e do
crescimento dos mesmos devem ser superados antes do uso clinico ser considerado.

E essencial percebermos a causa e a extensdo da surdez de um individuo pois
essa compreensao ajudara a determinar qual a estratégia terapéutica mais apropriada.
Além disso, também é importante considerar o nivel de ruido do ambiente onde o
doente vive e trabalha, e outros problemas genéticos que podem potencialmente agravar
a surdez. Assim, é improvavel que uma unica estratégia terapéutica seja uma cura
eficaz, sendo mais Gtil a combinacdo de abordagens para atingir a reparacédo coclear.

Paralelamente a procura de novas solucfes terapéuticas para os casos de
SNHL, deve também existir uma forte promocéo da prevencdo ativa da surdez, acdo que
ja foi recomendada pela OMS devido ao enorme namero de casos evitaveis de SNHL
que ainda existem atualmente. Devem ser feitas campanhas que divulguem e
recomendem préticas que protejam os ouvidos de ruidos muito intensos em atividades
ocupacionais ou de lazer, como a instalagdo de sensores de medicéo do ruido e o uso de
protetores auditivos. Além disso, também deve ser recomendada a prevencdo da
ototoxicidade.

O futuro do tratamento da SNHL depende do desenvolvimento de estratégias
minimamente invasivas, sistemas de administracdo de farmacos controlados e da
combinacdo de sistemas de entrega de forma a se chegar diretamente as células
sensoriais do ouvido interno. Embora ja tenham sido feitos inlmeros progressos no
desenvolvimento de métodos de entrega mais seguros, ainda é necessaria uma

tecnologia simples, aceitavel e segura para o tratamento bem-sucedido da SNHL.
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Apesar dos progressos alcancados nesta area, a populacdo continua a
envelhecer e o nimero de doentes que sofre de surdez grave continua a aumentar.
Devemos permanecer tanto cautelosos quanto otimistas enquanto tentamos reparar e

regenerar um dos dispositivos mecanossensoriais mais delicados da natureza: o ouvido
interno humano.
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