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INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la hipoacusia

La hipoacusia es el trastorno congénito mas frecuente en el mundo desarrollado.
Una funcién auditiva normal permite al sujeto la conexion activa con el mundo exterior
y favorece la comunicacion y el aprendizaje, con lo que no es dificil entender la
repercusion tan importante que puede llegar a tener la pérdida auditiva tanto en el

ambito personal como social del individuo.

Aunque su inicio, frecuentemente insidioso y progresivo, dificulta la estimacion
exacta de la prevalencia, se estima que aproximadamente 1 de cada 500 recién nacidos
presentan una pérdida auditiva mayor de 40 dB (7). El problema se incrementa con la
edad, y se considera que un 16% de los adultos presentan una pérdida bilateral superior
a 25 decibelios (dB) (2) y a partir de los 80 afos cerca de la mitad de la poblacién va a
estar afectada. Como ademas es conocido el aumento de la esperanza de vida en los
paises en vias de desarrollo, la incidencia de esta enfermedad estd claramente en

aumento.

En cuanto a la poblacioén sorda en Espaiia, la unica referencia hasta hoy es la que
aporta la Encuesta del Instituto Nacional de Estadistica (Encuesta INE, 2000), que cifra
la poblacion con discapacidad auditiva en torno a 1.000.000 de personas, con una tasa
de 31,07 personas por cada 1000 habitantes, entre las que mas de 100.000 presentan
sordera profunda. La incidencia de hipoacusia severa en el recién nacido sin factores de
riesgo se estima en 1 por cada 1000 y 5 por cada 1000 recién nacidos padece una
sordera de distinto tipo y grado. Esta incidencia se incrementa progresivamente en las

poblaciones de mas edad.

1.2 Etiologia y clasificacion de la hipoacusia neurosensorial

A diferencia de la hipoacusia conductiva, con un facil diagnostico etiologico
derivado de la historia clinica y la exploracion, la etiologia de la hipoacusia
neurosensorial es dificil de establecer en la mayoria de las ocasiones. Determinadas
consideraciones en la historia clinica pueden ayudar en este sentido, siendo importante
determinar el comienzo y la progresion de la hipoacusia, su asociacion con otros

sintomas otologicos como otalgia, otorrea, acufeno o vértigo, una exposicion
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INTRODUCCION

prolongada a ruido intenso, el uso de medicamentos o drogas ototdxicas y por ultimo, la

existencia de antecedentes familiares de hipoacusia.

La hipoacusia neurosensorial puede deberse a multiples factores. En el recién
nacido, 1 por cada 1000 presentan hipoacusia severa, de los que la mitad se atribuyen a
causas genéticas y la otra mitad a causas adquiridas. Dentro de las causas genéticas,
aproximadamente un 20% de las hipoacusias serdn una manifestacion mas de una

enfermedad sindromica y un 80% se presentaran como hipoacusias no sindromicas.
Las causas de hipoacusia no genética se pueden resumir con el siguiente esquema:

A. Causas prenatales: infecciones durante el embarazo (TORCH, sifilis,
VIH), ototdxicos maternos, patologias sistémicas del embarazo (diabetes,
hipotiroidismo materno, hipertension arterial), sindrome alcohoélico-fetal,
drogas de abuso materno.

B. Causas perinatales: hipoxia — anoxia perinatal, prematuridad y bajo
peso al nacimiento, hipertension pulmonar persistente, oxigenacion
extracorpérea, ventilacion mecanica, hiperbilirrubinemia, ototdxicos.

C. Causas postnatales: traumatismos craneales, exposicion a ruido,
infecciones (meningitis, parotiditis, sifilis), ototdxicos, enfermedad
inmunomediada del oido interno, fistula perilinfatica, enfermedades
metabolicas como el hipotiroidismo, enfermedades neoplasicas
(neurinomas del actstico, tumores del angulo pontocerebeloso, tumores
del hueso temporal, neoplasias hematoldgicas), alcohol, tabaco,
enfermedades idiopaticas (enfermedad de Menicre, sordera brusca

idiopatica) y presbiacusia.

La hipoacusia neurosensorial se refiere a dos entidades que pueden estar presentes
en mayor o menor medida, por un lado la hipoacusia sensorial, donde predomina la
alteracion de las células cocleares, y por otro lado la hipoacusia neuronal, donde las mas

afectadas son las neuronas auditivas.

La presbiacusia representa la forma mas frecuente de hipoacusia neurosensorial y
se diagnostica tipicamente en un paciente de edad adulta con hipoacusia de causa no

identificable en la historia clinica, pese a que, muy probablemente, en todos los
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INTRODUCCION

pacientes diagnosticados de presbiacusia ésta tenga un origen multifactorial. La
clasificacion de Schuknecht en 1993 para la presbiacusia (3) sigue siendo la referencia
principal para el disefio de todos los estudios aunque la investigacion reciente ha
permitido ampliar el marco de dicha clasificacion.

Tras la presbiacusia, las causas mas frecuentes de hipoacusia neurosensorial son la
ototoxicidad farmacolédgica y la exposicion a ruido. Dentro de la ototoxicidad por
farmacos, los mas frecuentemente implicados son los antibidticos (72%), siendo los
aminoglucosidos los antibidticos ototoxicos mas habituales (47% de todas las causas de
ototoxicidad). Generalmente, cada uno de los aminoglucosidos es capaz de producir un
dafio irreversible tanto del oOrgano auditivo como del organo vestibular, aunque
tipicamente afecta mas a uno que al otro. Otros medicamentos con potencial ototoxico
son los macrolidos (claritromicina, eritromicina, azitromicina), los diuréticos de asa
(furosemida y acido etacrinico), los salicilatos, la quinina y algunos antineoplésicos

(cisplatino, carboplatino).

1.3 Modelos experimentales para la administracion directa de

sustancias a nivel del oido interno

La administracion directa de farmacos en el oido interno ha generado en los ultimos
afios un interés creciente tanto en la investigacion bésica como en la clinica por
considerarse un método mas eficaz que la aplicacion sistémica. La razon fundamental es
que a pesar de utilizar dosis mas bajas, el medicamento que se aplica localmente puede
alcanzar una mayor concentracion en el oido interno que la que se conseguiria con su
administracion sistémica. Ademads, con la administracion local pueden evitarse los
potenciales efectos secundarios tras el tratamiento con las dosis inevitablemente altas
que se requieren a nivel sistémico y por tanto, la aplicacion podria extenderse a los
casos mas restringidos o incluso a aquellos casos en los que por cualquier circunstancia

la administracion sistémica esté contraindicada.

Cada vez existen mas sustancias candidatas para el tratamiento de los trastornos
del oido interno, y sin embargo, el descubrimiento de estas sustancias ocurre de forma
mucho mas rapida que el perfeccionamiento de los métodos para su administracion,
existiendo todavia numerosas dificultades técnicas por superar. Las propiedades

fisicoquimicas de las moléculas influyen en la farmacocinética y distribucion
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intracoclear. Pero alin asi se carece de algunas reglas generales sobre cuestiones mas
importantes que aun no tienen una respuesta adecuada, entre las que se pueden

mencionar las siguientes:

1) ¢(En qué concentracion y en cudnto tiempo alcanza la sustancia el oido interno?

2) (Como influyen los diferentes métodos o protocolos de administracion en la
concentracion y en el tiempo en que las sustancias alcanzan el oido interno?

3) (Cuales son las variables que intervienen en el tiempo para alcanzar la diana y

en la concentracién que consigue la sustancia dentro del oido interno?

Por tanto, urge profundizar en el desarrollo de los sistemas y en la adecuacion de los

protocolos para la administracion local de estas sustancias.

Hasta el momento, existen dos rutas principales para la administracion directa de

sustancias en el oido interno (fig. 1):

a) Intracoclear o intravestibular:

En la actualidad, raramente se realiza la apertura del oido interno en
humanos con el tnico propdsito de administrar un farmaco. La administracion
intracoclear o intravestibular generalmente queda limitada a situaciones donde la
apertura del oido interno se ha producido con otros fines, por ejemplo durante la
cirugia de un implante coclear (4), o cuando la intenciéon con la sustancia
aplicada es ablativa (5).

b) Intratimpanica (extracoclear):

De forma esquemadtica y desde una perspectiva general, lo que busca la
administracion intratimpanica es el contacto de la sustancia con la membrana de
la ventana redonda (VR), suponiendo que tras atravesar esta membrana
penetrara en la escala timpanica y se extendera por el oido interno para alcanzar
las células sensoriales, las células de soporte y las fibras nerviosas aferentes. Y
con este objetivo se han disefiado hasta el momento varios sistemas de
administracion para su uso en seres humanos y en animales de experimentacion
(6). Se pueden realizar inyecciones intratimpanicas repetidas con o sin vision
directa de la VR (7). El farmaco puede aplicarse embebido en una esponja de

gelatina o de gelfoam que se coloca directamente sobre la VR (8). Puede
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emplearse un hidrogel como portador para estabilizar el volumen de la sustancia
a aplicar (9,10). Con este propdsito se han utilizado también polimeros
biodegradables que contienen el firmaco y se aplican sobre la VR (711,12). Otros
sistemas emplean catéteres parcial o totalmente implantables o minibombas
osmoticas que permiten llevar a cabo una administracion continua o discontinua

del farmaco (13-15).

Middle ear

Outer ear Inner ear

5

Figura 1. Representacion de las dos rutas de administracion
de sustancias en el oido interno. Tomado de Rivera T et al.
Curr Drug Deliv. 2012;9(3):231-42.

En el resultado de cualquier método de administracion local de farmacos influyen la
eficacia de dicho método, su seguridad y su reproductibilidad. Pero también, y de forma
critica, hay que considerar la farmacocinética de la sustancia dentro del oido interno.
Los estudios experimentales sobre la distribucion de sustancias en el oido interno son
técnicamente dificiles debido a las pequenas distancias, a la geométria y a la dificultad
en el acceso al oido interno en muchas especies. Sin embargo, las nuevas técnicas de
muestreo combinadas con métodos cuantitativos para la interpretacion de resultados han
conducido a una comprension basica de la distribucion de una sustancia dentro del oido
interno tras la administracion local (16,17). Y ya se encuentran trabajos que realizan
simulaciones con programas informaticos que estdin ayudando a establecer los
principios basicos de esta distribucion, como el de Plontke SK y Salt AN (6), que

simula la distribucion de metilprednisolona en la coclea de cobayas para diferentes
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sistemas de administraciéon en base a parametros cinéticos ya publicados en estudios

anteriores.

Pero la idea de la aplicacion topica de farmacos en el oido interno no es nueva.
Desde hace décadas se conoce la aplicacion de anestésicos locales y aminoglucosidos
para el tratamiento de determinados trastornos del oido interno. Hasta el momento, la
forma de administracion intratimpanica mas extendida es la inyeccion de gentamicina
en el oido medio de pacientes con enfermedad de Meniére (5,/8-20). La gentamicina es
toxica para las células sensoriales del sistema vestibular y por tanto reduce la
sintomatologia vertiginosa en estos pacientes. Existen también numerosas publicaciones
relativas a la administracion local de glucocorticoides para el tratamiento de la sordera
brusca (21-24), de la enfermedad de Meniére (25,26), del actfeno (27-29) y de la
enfermedad inmunomediada del oido interno. Otras sustancias probadas en seres
humanos incluyen anestésicos locales, algunos neurotransmisores y  algunos
antagonistas de neurotransmisores (30). El empleo de determinados factores de
crecimiento, sustancias antioxidantes y sustancias inhibidoras de la apoptosis ha
suscitado también un interés creciente en las ultimas décadas. Las publicaciones con
experimentacion animal  difundidas hasta el momento demuestran resultados
prometedores tras la administracion local de sustancias a nivel del oido interno para la
prevencion del dano celular provocado por el ruido o por medicamentos ototdxicos (31-
39). Para conseguir un tratamiento mas sostenido se han empleado también virus como
vectores asi como otros vectores no virales que permiten la transferencia de genes al
oido interno relacionados con el desarrollo celular. Un ejemplo de ello es el gen Mathl,
también conocido como Athol, un gen regulador clave en el desarrollo de las células
ciliadas, con el que, empleando vectores adenovirales, se ha conseguido demostrar la
induccidn de regeneracion celular a nivel del oido interno y una mejora de los umbrales

auditivos tras su integracion en células no sensoriales (40).

1.3.1 Principios generales de la distribucion de farmacos a nivel del oido interno

Para aprobar la aplicacion de un firmaco se requieren estudios de su
farmacocinética, de su toxicidad y de la eficacia del método de aplicacion. Ya se ha

mencionado la escasez actual de respuestas para muchas preguntas relacionadas con la
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administracion local de sustancias a nivel del oido interno, y entre ellas destacan todas
las que se relacionan con la farmacocinética del fairmaco que se estd probando. Para
interpretar la farmacocinética de cualquier medicamento dentro del oido interno es

preciso conocer los principios generales de su distribucion.

El oido interno es una estructura geométricamente compleja, con grandes espacios
extracelulares rellenos de liquido (escalas vestibular y timpanica), cada uno de ellos con
multiples interfases entre los distintos espacios y a la vez entremezclados con otros
compartimentos externos como la circulacion sistémica sanguinea y la cavidad del oido

medio.

La transferencia de sustancias a la escala timpénica a través de la VR parece ser un
proceso principalmente pasivo. La velocidad a la que la sustancia atraviesa la membrana
de la VR depende del tamafio de dicha membrana, de su geometria y de las
caracteristicas de su permeabilidad tisular. La permeabilidad de la membrana puede
verse a su vez influenciada por la aplicacion simultanea de otras sustancias (4/) o por
cambios en la presion intracoclear producidos por alteraciones en la distension de la

membrana (42).

Las escalas vestibular y timpanica contienen perilinfa, un fluido de composicion
ionica similar a otros fluidos extracelulares como el liquido cefalorraquideo. La
perilinfa se produce predominantemente a nivel local, a través de la vascularizacion
sanguinea coclear, y genera un ambiente favorable para la funcion de las células
sensoriales y las neuronas. Por el contrario, la endolinfa presenta una composicioén
unica, con una elevada concentracion de potasio que proporciona la base electroquimica
para la funcion de las células sensoriales. La endolinfa se produce principalmente en la
estria vascular y se secreta a la escala media por las células marginales de dicha estria.
A diferencia de otros fluidos organicos, en condiciones normales los liquidos del oido
interno no se mueven en exceso, ni de forma activa ni de forma pasiva, por lo que las
sustancias aplicadas localmente se distribuyen generalmente de forma lenta y
predominantemente por difusion pasiva (43). El coeficiente de difusion de cada
sustancia es el que gobierna su distribucion y éste depende de las caracteristicas fisicas
de las moléculas o particulas de las que esta compuesta dicha sustancia, siendo el peso

molecular el que juega el papel mas importante (44).
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En base a su relacion con el modiolo (el nucleo central de la coclea), se ha
clasificado la distribucion de fArmacos en el oido interno en radial y longitudinal (45).
La distribucion radial se refiere a las comunicaciones entre escalas paralelas de la
misma espira y las comunicaciones con el sistema vascular. Las comunicaciones entre
la escala timpanica y la escala vestibular a través de la pared lateral parecen ser
particularmente rapidas (46). La comunicacion con el torrente sanguineo se produce a
través de las células endoteliales de los capilares en la pared lateral, lo que proporciona
una hermética barrera hemato-laberintica comparable a la barrera hemato-encefalica. La
distribucion longitudinal incluye la difusion y el flujo longitudinal a lo largo de las
escalas. Otras comunicaciones longitudinales incluyen las que se producen entre la
escala vestibular y la timpénica a través del helicotrema en el apex coclear y la

comunicacion abierta entre la parte basal de la escala vestibular y el vestibulo (fig. 2).

» Round window permeahility ﬁ Iuker-s¢ala exchange

i Clearance from eompartment € Diffusion

Figura 2. Representacion esquematica de la entrada de sustancias a
través de la VR y su transporte y eliminacion a nivel del oido interno.
Tomado de Plontke SK et al. Otol Neurotol 2002;23: 967—974. (17).
RW: ventana redonda; ME: oido medio; ST: escala timpanica; SV:
escala vestibular; ELS: espacio endolinfatico; V: vestibulo.

1.3.2 Sistemas para la administracion local de farmacos en el oido interno

El objetivo de este apartado es explicar con mas detenimiento los métodos
disponibles en la actualidad para la aplicacion local de sustancias a nivel del oido

interno, los cuales se han mencionado de forma més elemental en un apartado anterior.
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Como ya se ha comentado, hasta el momento existen dos rutas principales para la
administracion directa de sustancias en el oido interno, la intratimpdnica y la

intracoclear, con sus diferentes variables que dependen del modo de aplicacion:

1.3.2.1 Aplicacion intratimpdnica

La aplicacion local de farmacos directamente sobre el nicho de la VR puede
realizarse de varias formas. La sustancia puede administrarse directamente para
producir una penetraciéon activa en la VR o indirectamente a través de vehiculos

portadores de la sustancia que producen una forma de difusion pasiva (45).

La forma de administracion intratimpanica mas frecuentemente empleada y la mas
sencilla es la inyeccion intratimpanica de una solucién que contenga la sustancia, bien
directamente con una aguja fina, o bien a través de una miringotomia con o sin tubo
transtimpénico. El protocolo puede incluir una inyeccidon simple, varias inyecciones
repetidas o la aplicacion continua a través de un microcateter (15,47,48). Otra forma de
administracion intratimpanica que trata de mantener el contacto de la sustancia con la
membrana de la VR es el empleo de una pequena mecha posicionada sobre el nicho de
la ventana a través un tubo de drenaje transtimpanico, de tal forma que el extremo distal
de la mecha se coloca en el conducto auditivo externo para que el paciente pueda aplicar

intermitentemente el medicamento (MicroWick Silverstein' ™) (49) (fig. 3).

Figura 3. Representacion del sistema MicroWick
Silverstein™ . Tomado de Plontke SK y Salt AN. ORL J
Otorhinolaryngol Relat Spec. 2006,68(6):386-92.
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Un inconveniente de estos métodos es la ausencia de control tanto de la
concentracion que la sustancia alcanza en la VR como de la duracion de contacto del
farmaco con la membrana de la VR. Ambas circunstancias son importantes para
conocer la cantidad de farmaco que alcanza la coéclea. El tiempo que el farmaco
permanece dentro del oido medio no es controlable, sin embargo, se sabe que parte de la
cantidad administrada se pierde por drenaje a través de la trompa de Eustaquio o por
reabsorcion a través de la mucosa del oido medio. Ello ha provocado el desarrollo de
métodos en animales de experimentacidon que intentan aumentar el tiempo de
permanencia de las sustancias a nivel del oido medio. Es lo que se conoce como
métodos pasivos, en los que el farmaco se administra junto con polimeros u otros
compuestos cuya base fundamental es la estabilizacion del volumen aplicado. Entre los
vehiculos portadores utilizados en estos métodos se encuentran los hidrogeles, que
aunque facilitan el acceso del farmaco al oido interno, tienen el inconveniente de ser
sensibles a cambios tanto quimicos (pH, cambios i6nicos, interaccion con determinadas
moléculas) como fisicos (temperatura, presion, potencial eléctrico). Los hidrogeles mas
empleados para el tratamiento de los trastornos del oido interno son sustancias
biodegradables, siendo los mas habituales el acido hialurénico, de aplicacion incluso en
seres humanos (50), o los polimeros de glutaraldehido combinados con coldgeno
(11,45). El principal papel de estos polimeros biodegradables es la difusion controlada
de los agentes activos y el control de la desintegracion del polimero, que es lo que
provoca la liberacion de la sustancia. Entre sus ventajas estan una cinética de liberacion
especifica util para protocolos de administracion prolongados y la posibilidad de dirigir
los farmacos a dianas especificas donde son liberados. Son de especial interés los
llamados “polimeros inteligentes”, capaces de modificarse en respuesta a cambios
quimicos, fisicos o eléctricos, lo que puede permitir incorporarlos a sistemas
implantables autorregulados de administracion de farmacos. Una desventaja de estos

polimeros es la pequena cantidad de sustancia que pueden portar (57).

Otros vehiculos descritos en la literatura son el pegamento de fibrina (52) y las

esponjas de gelatina o de gelfoam reabsorbibles (8,10).

La nanotecnologia es otra forma de aplicacion intratimpanica que ha suscitado
gran interés en los ultimos afios, aunque hasta la fecha so6lo se ha probado en animales

de laboratorio. Las nanoparticulas son particulas con didmetros inferiores a 1000 nm
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(53). Las que se emplean para la administracion local de sustancias en el oido interno
nunca superan los 200 nm. Las nanoparticulas generadas a partir del 4cido poli-
lactico/glicdlico forman una particula biodegradable con potencial para albergar el
medicamento en su interior y liberarlo de forma sostenida (54,55), y se ha conseguido
demostrar que alcanzan la cdclea tanto tras su administracion sistémica como tras su
administracion local a nivel de la VR, con una mayor concentracion intracoclear tras la
administracion local (72). Se han empleado también nanocapsulas lipidicas (56) y de
otros materiales que pueden ser biodegradables o no biodegradables, dependiendo del
perfil farmacocinético y del tipo de aplicacion deseados. También se han utilizado
matrices de silice con una dispersion de moléculas electromagnéticas, las cuales, una
vez expuestas al campo magnético, indican la localizacion exacta de los depositos en el
interior de la coclea (45). El problema de la nanotecnologia es que permanece en una
fase muy precoz de desarrollo y se requiere mucha mas investigacion para su aplicacion
en el tratamiento de trastornos del oido interno en seres humanos. Mirando hacia
delante, los factores que probablemente influirdn de manera determinante en su posible
aplicacion en humanos seran aquellos que afecten a cuestiones de biocompatibilidad,

perfiles de liberacion y bioseguridad.

Otros vehiculos utilizados son los vectores virales, que se consideran prometedores
para el tratamiento de las enfermedades del oido interno, pero encuentran sus
limitaciones en cuestiones de bioseguridad y no aseguran la especificidad tisular ni

celular.

En otras publicaciones encontramos los liposomas como vehiculos para la
administracion de farmacos a nivel del oido interno (57), considerandolos prometedores
para su empleo en determinados métodos de terapia génica, especialmente porque
pueden combinarse con acido desoxirribonucleico (ADN) y por tanto transferirse a
numerosos tipos de células. Estos liposomas pueden introducirse en el interior de la

coclea mediante microinyecciones (45).

A pesar de ello, con todos estos métodos no es facil predecir las dosis, los
intervalos entre dosis o la duracion del tratamiento que se requieren para conseguir un
determinado objetivo terapéutico. Existe ademds otro factor que contribuye a la

variabilidad de la aplicacidn intratimpénica, que es la anatomia. Puede existir un exceso
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de tejido conectivo o tejido adiposo que obstaculiza la transferencia de la sustancia, o
las llamadas pseudomembranas del nicho de la VR, estimandose que aproximadamente
un tercio de los sujetos presentan obstrucciones de la membrana de esta ventana (58).
La exploracion de la VR con un microendoscopio previa a la aplicacion del farmaco

puede ser util para superar estos obstaculos (7).

Todos los procedimientos anteriores aplican directamente la sustancia en el nicho
de la VR. El otro gran grupo de métodos de administracion intratimpanica introduce la
sustancia en el oido medio, suponiendo que ésta alcanzara la VR y tras atravesar su
membrana llegard al oido interno. Dentro de este grupo destacan las minibombas
osmoticas total o parcialmente implantables, que proporcionan un suministro de la
sustancia continuo, constante y controlado y debido a su pequefio tamafio son
minimamente invasivas. Con los otros métodos, pequeias variaciones de la
permeabilidad de la membrana de la VR en el seno de grandes gradientes de farmaco a
su través contribuyen de manera significativa a variaciones en los niveles de farmaco
que alcanzan la perilinfa. La administracion continua del fArmaco mediante minibombas
osmoticas surge en un intento de controlar mejor la cantidad de sustancia a nivel de la
VR vy evitar grandes gradientes de la misma en intervalos pequefios. En general, el
acceso a la VR se logra a través de un orificio en la bulla (bullostomia) que permite la
colocacion de la propia minibomba o de un microtubo conectado a un reservorio que se
implanta a nivel subcutaneo. Tipicamente, la minibomba contiene un volumen de 100
ul, 200 pl 6 2 ml, con velocidades de flujo que oscilan desde 0,11 a 10 pl/h (45). La
bomba tiene una membrana semi-permeable externa rodeada por un agente osmotico
conductor que a su vez alberga un reservorio de farmaco impermeable. La entrada de
agua en la camara del agente osmético ejerce presion sobre el deposito de la droga, para

después ser expulsada a través de la canula (13,59,60) (fig. 4).
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Agent  Osmotic Semipermeable  Impermeable Floww
m Layer hembrane Reservolr Maderator

Figura 4. A: Los 3 volumenes de minibomba comercializados por Alzet. B: Componentes de una
minibomba osmotica. Tomado de: http://www.alzet.com/products/ALZET Pumps/howdoesitwork.html.
Acceso 20 de enero de 2016.

La mas empleada en animales de experimentaciéon es la minibomba ALZET
(DURECT™, Co., Cupertino, USA) (13) . En el afio 2000 Prieskom y Miller
modificaron la microcanula del dispositivo permitiendo un mayor tiempo de infusion

ademas de una posible dosificacion en forma de bolos (60).

Un dispositivo para la administracion discontinua de la sustancia que se ha
empleado en animales pero todavia no ha sido aprobada en seres humanos es el TI-
DDS® (Totally Implantable Drug Delivery System) (59,6/). La bomba se manipula
manualmente y libera un volumen de 5 o 10 pl, existiendo un reservorio implantado a

nivel subcutineo se va rellenando a demanda.

Aunque en seres humanos se han empleado varios sistemas de catéteres
experimentales, el mejor caracterizado hasta la fecha es el microcatéter de VR de

DURECT (RwpCath™, DURECT™, Co., Cupertino, USA) (23,30,62).

Las principales desventajas de las minibombas osmoticas son la imposibilidad de
modificar dosis o intervalos de dosificacion del farmaco, la incapacidad del investigador
para detener la administracion externamente (sin extraer el sistema) y la duracion
limitada de la administracion, lo que requiere una nueva cirugia para acceder al

dispositivo si se plantea continuar el tratamiento durante mas tiempo.
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Hasta la fecha, las minibombas so6lo se han empleado en animales para la
investigacion de nuevas terapias, y a pesar de los avances significativos en este campo,
su desarrollo se ve obstaculizado por la incapacidad para definir protocolos
estandarizados para la recuperacion y analisis de muestras de liquidos del oido interno
durante los estudios preclinicos en animales. De hecho, la mayor parte de los resultados
de estos estudios no incluyen la medicion de la concentracion del farmaco en la VR o en
el oido medio, utilizando en su lugar la velocidad de eliminacion del liquido para
estimar la concentracion aproximada. La medicion de la concentracion intracoclear del
farmaco es dificil incluso en los estudios experimentales con animales. Por lo tanto, la
cuantificacion eficiente de estas concentraciones tanto en el oido medio como en el oido

interno requiere un desarrollo mas avanzado de estos sistemas.

1.3.2.2 Administracion intracoclear

La segunda forma de administracion local de farmacos es la administracion
intracoclear, que permite una mayor concentracion de sustancia dentro del oido interno

que la administracion extracoclear.

El progreso en el desarrollo de métodos para la administracion intracoclear de
farmacos se ha visto estimulado por los avances paralelos en los abordajes quirtrgicos
al oido interno y en los sistemas de minibombeo basados en la tecnologia de
microfluidos. El abordaje para el acceso intracoclear generalmente se realiza mediante
una cocleostomia a escasos milimetros de la VR, lo que da acceso habitualmente a la
rampa timpanica, aunque tanto la escala media como la escala vestibular se han

explorado también como rutas de acceso (fig. 5).

Es también posible un acceso directo a la rampa timpénica a través de la membrana
de la VR. Y se ha descrito ademas el acceso a la coclea a través de la region mas medial

del canal semicircular lateral e incluso a través del saco endolinfatico (47).
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Figura 5. Cocleostomia con fresa de 0,5 mm a
escasos mm de la VR

Uno de los principales desafios de la administracion intracoclear es el
establecimiento de conexiones solidas del fluido administrado con el espacio
intracoclear (sellado inicial) que eviten las fugas de liquido, aunque éstas pueden
producirse por otras vias como por ejemplo el acueducto coclear, lo que, pese a
conseguir mayores concentraciones intracocleares de sustancia que con la
administracion extracoclear, no hace esperable una biodisponibilidad (porcentaje de
farmaco que penetra en el oido interno) del 100%. Otra dificultad de estos métodos es el

rechazo frecuente de la canula provocado por reaccion de cuerpo extrafio.

De los métodos utilizados hasta ahora, se pueden distinguir tres formas de

administracidn intracoclear:

1.3.2.2.1 Sistemas de infusion continua

Entre estos sistemas se describen las inyecciones directas de farmaco con una
jeringa, que se han empleado para la transferencia de genes, la administracion de
liposomas y la de otros agentes capaces de reducir el dafio asociado a la colocacion del
implante coclear (63-67). Esta forma de administracion presenta escasas complicaciones
y se ha utilizado tanto en estudios clinicos como de experimentacion animal. Sin
embargo, las inyecciones directas pueden alterar la homeostasis endolinfatica y por

tanto deben limitarse a aquellos casos en los que la audicion no dependa de ella.
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Una variante de las inyecciones directas consiste en el cierre de la coclea tras
implantar la aguja de la jeringa conectando ésta a un sistema de infusién con bomba.
Esta variante se ha utilizado de forma experimental sobre todo para establecer modelos
cinéticos para el transporte de drogas en la rampa timpanica. Estos modelos sirven de
base para el desarrollo de sistemas de bombeo miniaturizados, fundamentalmente

minibombas osmoticas (68-70).

Del mismo modo que en la administracion intratimpénica, en la administracion
intracoclear juegan un papel importante las minibombas osmoticas, y ya se ha
demostrado su seguridad y su efectividad en animales de laboratorio. Estas minibombas
han sido utiles por ejemplo para estudiar el efecto de diversos farmacos en la
conservacion y otoproteccion celular y neuronal (71,72) y para el estudio de nuevos

tratamientos como algunos factores de crecimiento y neurotrofinas (72,73).

Borkholder publico un interesante sistema de administracion intracoclear con
minibomba de infusion que emplea la cocleostomia para acoplar la minibomba y la
combina con una canalostomia en el canal semicircular lateral para reducir los

gradientes de concentracidon y mejorar el transporte de fairmacos y su llegada a la parte

apical (74) (fig. 6).

cochleostomy

Figura 6. Representacion esquematica del sistema de administracion
intracoclear de Borkholder que ilustra el gradiente de concentracion durante la
infusion continua con y sin la presencia de canalostomia posterior y como con
esta ultima se reduce el gradiente basal — apical y mejora el transporte de la
sustancia hasta el apex. Tomado de Borkholder DA, et al. Hear Res.
2010,268(1-2):2—11. rw: ventana redonda; ca: acueducto coclear.
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1.3.2.2.2 Administracion a través de un implante coclear

Una de las rutas de administracion intracoclear més coherente consiste en la
integracion del sistema de administracion del farmaco al dispositivo del implante
coclear, ya que éste se implanta directamente dentro de la coclea y por tanto
proporciona una via muy propicia para la administracion de sustancias dentro del oido
interno. Estos sistemas suelen incluir el uso de polimeros liberadores de farmacos que
revisten el dispositivo del implante y a su vez llevan integrado el sistema de infusién

con minibomba.

Una de las aplicaciones mas frecuentes de este sistema de administracion es la
aplicacion de factores neurotroficos capaces de preservar las células del ganglio espiral
y por tanto mejorar la audicion en pacientes implantados. (75,76). Una de las fuerzas
impulsoras de este enfoque es el deseo de limitar el dafo estructural producido por el
implante coclear, lo que podria permitir que estos implantes se utilicen en pacientes con
menor pérdida auditiva que los que se incluyen en las indicaciones convencionales. De
hecho, estos sistemas utilizan habitualmente un electrodo mas corto que el convencional
o bien insertan s6lo parcialmente el electrodo habitual, lo que limita la region del dafo a
la de las frecuencias mas altas. Determinadas sustancias como los esteroides han
demostrado reducir al minimo el trauma quirtrgico, lo que también puede ampliar la

indicacion del implante a una poblacion mas amplia que la actual (77).

1.3.2.2.3 Sistemas alternativos de microfluidos

Los sistemas de administracion continua descritos en el apartado anterior se ven
obstaculizados por la baja tasa de aclaramiento del fluido coclear y por tanto, por el
volumen limitado de farmaco que puede introducirse en la coclea en un periodo de
tiempo determinado. Estas dificultades se ven agravadas por los relativamente largos y
estrechos circuitos dentro del espacio coclear y por el dificil acceso quirtrgico, sobre
todo a las zonas mas apicales. El trabajo mencionado anteriormente del grupo de
Borkholder, (74) donde incorporan una canalostomia posterior para reducir el gradiente
de concentracion, pone de relieve este desafio relativo al traslado de fArmacos hacia la
zona apical. Se ha descrito un sistema alternativo para la administracion de farmacos

que surge para superar esta limitacion y que se basa en mantener un volumen neto de
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liberacion igual a cero mediante la infusién y retirada de un volumen constante de

farmaco de manera ciclica (78-80).

Otros sistemas alternativos en fase de investigacion emplean minibombas o
sistemas de jeringa acoplados a bombas de infusion, disponibles comercialmente y
programados para producir una infusion ciclica con fases de abstinencia. Un ejemplo de
estas investigaciones se ha llevado a cabo utilizando 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona
(DNQX), un antagonista del receptor de glutamato. Se trata de un ensayo que relaciona
el transporte y concentracion del farmaco con su ubicacion en la escala timpanica. El
objetivo de este trabajo era establecer un modelo cinético basico para la administracion

intracoclear centrado principalmente en la difusion de sustancias (81).

Otros sistemas mas complejos tratan de incorporarse a los modelos de proxima
generacion, entre los que se mencionan mecanismos de blindaje a proteinas en la
perilinfa o sistemas de aclaramiento a través de determinadas estructuras y tejidos

cocleares.

1.4 Ototoxicidad por kanamicina y furosemida

La ototoxicidad se define como la alteracion bioquimica o estructural del oido
interno o del nervio cocleo-vestibular debida a la accidn directa de farmacos o
sustancias toxicas, dando como resultado una alteracion transitoria o mas

frecuentemente permanente de la funcion auditiva y/o del equilibrio.

En algunos trabajos se presentan hasta 130 sustancias ototoxicas (82), aunque las
mas citadas en la literatura son: aminoglucosidos, salicilatos, quinina, antineoplasicos

(sobre todo cisplatino), macrdélidos y diuréticos de asa.

Cada ototoxico tiene preferencia de accion por alguna de las regiones diferenciadas
del oido interno, aunque puede afectar simultdneamente a varias de ellas. Las sustancias
mas cocleotdxicas son: dihidroestreptomicina, kanamicina, neomicina, amikacina,
cisplatino, netilmicina y salicilatos. Las preferentemente vestibulotoxicas son:
estreptomicina, gentamicina y tobramicina. Por Ultimo, las de mayor afinidad por la

estria vascular son los diuréticos de asa y el cisplatino.
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La incidencia de ototoxicidad por aminoglucosidos varia ampliamente en la
literatura con cifras que oscilan del 2 al 25%. El mecanismo de accion de estos agentes
se basa en la inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas. Los aminoglucdsidos se
unen a la subunidad ribosomal 30S de las bacterias y bloquean la iniciacion de la
sintesis proteica tras generar una lectura errébnea del ARN mensajero (ARNm) y

fomentar la terminacioén prematura de la traduccion del ARNm.

Se requiere todavia mucha investigacion hasta conocer todos los mecanismos
moleculares y celulares de la ototoxicidad por aminoglucésidos, aunque existen ya

muchos estudios que han comenzado a destapar algunas incdgnitas sobre ellos.

Se sabe que tras la administracion sistémica, los aminoglucésidos alcanzan la
coclea muy rapidamente, en minutos. Sin embargo se requieren varios dias de
tratamiento, incluso semanas, hasta que se desarrolla la ototoxicidad, lo que sugiere la
existencia de unos complejos mecanismos celulares y moleculares. Una vez alcanzan la
coclea, los aminoglucosidos pueden penetrar en la escala media por varias regiones,
entre las que se describen la membrana de Reissner, la estria vascular (en ambos casos
con entrada del aminoglucosido entre las células marginales o a través de ellas) y la
membrana basilar (§3). Una vez en la escala media, se desconoce la forma exacta en la
que las células ciliadas absorben los aminoglucésidos. Se han propuesto para ello dos
mecanismos fundamentales, la endocitosis a nivel de la superficie apical de la célula
(84) y el transporte a través de los canales de transduccion mecanoeléctrica localizados

en la parte superior de los estereocilios (83) (fig. 7).

La kanamicina (KAN) produce toxicidad predominantemente a nivel cocleadel
mismo modo que los otros aminoglucdsidos, es capaz de ejercer su efecto ototoxico

mediante diversos mecanismos que se resumen a continuacion:

a) Susceptibilidad individual:

Un factor importante para la ototoxicidad por aminoglucésidos es la predisposicion
genética (86). La herencia predominantemente materna de este aumento de
susceptibilidad individual sugiere una implicacion mitocondrial y se han encontrado

numerosas mutaciones del ADN mitocondrial asociadas a ello (87), entre ellas la mas
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Figura 7. Representacion esquematica de los posibles mecanismos de entrada de los aminoglucésidos en el
oido interno. La penetracion en la escala media podria producirse a través de la membrana de Reissner (1), de la
estria vascular (2) y de la membrana basilar (3). Por la membrana de Reissner y la estria vascular la entrada se
produce a través y entre las células marginales. A nivel de la membrana basilar los aminoglucdsidos podrian
penetrar a través de los canales de conduccion mecanoeléctrico localizados en los estereocilios de las células
ciliadas (A), por mecanismo de endocitosis en la membrana apical o basolateral (A, B o C), a través de canales

TRP (A, B,o C) o de receptores ATP (A). Tomado de: Huth ME et al. Int J Otolarygol 2011:1-19.

conocida, la mutacion A1555G. Estas mutaciones mitocondriales, aunque presentes en
todos los organos, tienen un efecto predominantemente cocleotoxico, siendo casi nula la
toxicidad a nivel del 6rgano vestibular y del rifion. Esto se atribuye a que, entre otras
alteraciones, estas mutaciones provocan una disminucion de la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) mitocondrial con el consiguiente compromiso de la actividad de bomba
ionica, lo que a su vez conduce a una disminucion del potencial endococlear y a una
disfuncion de la estria vascular. Este compromiso de la estria podria explicar la mayor

afectacion coclear que vestibular en estos pacientes.

b) Integracion de la kanamicina en las células ciliadas:

Aunque el mecanismo de entrada de los aminoglucésidos en la célula ciliada es
complejo, parece ser que juegan un papel importante tanto la endocitosis como el
transporte a través de los canales i6nicos localizados en el extremo de los estereocilios
de las células ciliadas. (84,85). Hashino y Shero (84) confirmaron la presencia de KAN

en vesiculas intracelulares 27 horas tras su administracion sistémica. La importancia de
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los canales i6nicos como ruta de entrada de los aminoglucosidos en la célula ciliada se
sustenta por la exacerbacion del dafio ototdxico cuando se combina con la exposicion a

ruido, ya que el estimulo acustico aumenta la probabilidad de apertura de estos canales

(88).

¢) Apoptosis y muerte de células ciliadas:

Los aminoglucosidos dafian la célula ciliada de forma directa o indirecta,
induciendo primero una desorganizacion del estereocilio para terminar con la muerte
celular apoptotica. La presencia de los aminoglucdsidos dentro de las células ciliadas
conduce a un aumento de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (89). En
la formacion de las ROS parece jugar un papel importante la presencia de sales de
hierro, mediante el establecimiento de enlaces de este mineral con el farmaco que
actlian como generadores de radicales libres e inductores de muerte celular por otras
vias de sefalizacion. Esto podria explicar el incremento de la toxicidad por
aminoglucosidos en presencia de una elevacion de las concentraciones séricas de hierro
(90). Las ROS pueden afectar a la permeabilidad de las membranas y pueden alterar
determinadas proteinas y acidos nucleicos interfiriendo por tanto con la funcion de
enzimas, canales idnicos y receptores de membrana. Y aun mads importante es su
capacidad de actuar como sefiales o mediadores de cambios en la funcidn, proliferacion
y diferenciacion celular, teniendo el coeficiente redox intracelular un importante papel
en la regulacion de la expresion génica y un papel crucial en el inicio de la muerte
celular, incluso en ausencia de estrés celular. La forma natural con la que la célula trata
de protegerse de estas ROS es mediante la produccion de antioxidantes intrinsecos
como el glutation (GSH). Sin embargo, cuando el acimulo de ROS supera la capacidad

de los sistemas intrinsecos de proteccion, se produce la muerte celular por apoptosis.

Se distinguen fundamentalmente dos rutas de apoptosis implicadas en la toxicidad

de las células ciliadas por los aminoglucésidos:

1)  Via extrinseca de la apoptosis: mediada por receptores de muerte celular,
que cuando se estimulan, activan las caspasas mediadoras de la apoptosis. Entre estos
receptores se encuentran los de la familia TNF (factor de necrosis tumoral), aunque el

prototipo de receptores de muerte celular es el receptor FAS, que activa la caspasa-8, la
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cual inicia una cascada para la activacion de la caspasa-3, la caspasa-6 y la caspasa-7,

responsables ultimas de ejecutar la degradacion celular.

2)  Via intrinseca de la apoptosis: Es la principal via apoptotica, desencadenada
fundamentalmente por estimulos no dependientes de receptores como el déficit de
citoquinas, las lesiones del ADN vy el estrés citotoxico. La consecuencia principal de
esta via apoptotica es la permeabilizacion de la membrana mitocondrial, que provoca la
liberacion de factores proapoptoéticos desde la mitocondria al citoplasma de la célula,
fundamentalmente citocromo-C, el cual inicia la apoptosis mediante la activacion de la
caspasa-9, la cual subsecuentemente activa las caspasas 3, 6 y 7 produciendo finalmente
la muerte celular. La permeabilidad de la membrana mitocondrial y los mecanismos de
la via intrinseca de la apoptosis estdn regulados por proteinas de la familia célula-B
linfoma-2 (Bcl-2) (91), que actan controlando la muerte celular y las sefiales de
supervivencia en la mitocondria. Las proteinas de la familia Bcl-2 pueden ser anti o
proapoptoticas. Las proteinas Bcl-2 antiapoptoticas son capaces de ligarse a las
proapoptoticas neutralizando las sefiales de estas ultimas, de tal forma que al inicio del
dafio ototoxico, el equilibrio entre proteinas Bel-2 pro y antiapoptdtitcas determinara si

se inicia o no la muerte celular.

Otro grupo de mediadores en la muerte celular por apoptosis es el de las protein
quinasas activadas por mitdogeno (MAPK), entre las que destacan las quinasas del
dominio N-terminal de c-Jun (JNK), presentes en el citoplasma. Las JNK se activan en
respuesta al dafio celular y, una vez activadas, desencadenan una serie de sefiales que
preceden a la liberacion de citocromo-C mitocondrial y a la consiguiente activacion de
las caspasas. Se ha comprobado un aumento de la actividad JNK en varios experimentos

tras tratamiento con aminoglucosidos (36).

El resultado final tras todos estos complejos mecanismos es la muerte celular
apoptdtica, que en el caso del oido interno es la consecuencia tanto de la acumulacion
de ROS, como de las alteraciones del ADN nuclear, de la alteracion energética

mitocondrial y de la interrupcion de los fendmenos reparativos celulares (fig. 8).
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Figura 8. Representaciéon esquematica de los posibles mecanismos de ototoxicidad de los aminoglucésidos.
La entrada del aminoglucdésido en la célula ciliada produce la muerte celular por la via dependiente de las caspasas
o por mecanismos independientes. Los pasos representados en la figura son los siguientes: (1) Unién del
aminoglucosido a los cilios a través de los canales transductores de membrana; (2) formacion de un complejo
hierro-aminoglucdsido capaz de reaccionar con donantes de electrones como el acido araquiddnico, lo que da
lugar a la formacion de ROS; (3) activacion de JNK; (4) translocacion nuclear para activar genes en la via de la
muerte celular; (5) activaciéon de genes mitocondriales; (6) liberacion de citocromo C; (7) activacion de la
apoptosis por la via de las caspasas. AG: aminoglucosidos;, AG — Fe: Complejo aminoglucosido — hierro; CYT C:
citocromo C.

La pérdida auditiva provocada por la KAN suele comenzar como una pérdida de
tipo perceptivo bilateral y de inicio en las frecuencias mas altas, amplidndose al resto de
las frecuencias en pacientes sometidos a dosis repetidas, siendo por lo tanto
proporcional a la dosis acumulativa recibida. Aproximadamente un 30% de los

pacientes presentan acufeno y son menos frecuentes las alteraciones del equilibrio.

La cascada de cambios histolégicos producidos en el oido interno tras exposicion a
KAN comienza habitualmente por la pérdida de células ciliadas externas (CCE),
inicialmente en la tercera hilera de la espira basal de la coclea (alteraciones
morfolodgicas, desaparicion y fusion de los estereocilios) para después progresar hacia la
porcion apical en concordancia con la progresion de la pérdida auditiva. La progresion
del dafio continuaria con la pérdida de las células ciliadas internas (CCI) y de las células
de sostén del OC, seguida de la de las fibras nerviosas y las neuronas del ganglio
espiral (NGE). Por altimo, y de forma secundaria podrian verse afectados la mayoria de

los circuitos neuronales de la via auditiva.

51



INTRODUCCION

Respecto a los diuréticos de asa, los mas conocidos son la furosemida (FUR) y el
acido etacrinico, que ejercen su accion en el rifion, a nivel de la parte gruesa ascendente
del asa de Henle. El diurético mas empleado es la FUR, reservandose generalmente el

acido etacrinico para pacientes con escasa respuesta a la furosemida.

La FUR actia bloqueando la reabsorcion de sodio y cloro a nivel del tibulo
proximal del rifion. Una preocupacién comun con el uso de diuréticos de asa a dosis
elevadas es la ototoxicidad. Las concentraciones a las que la FUR es ototoxica no han
sido atn bien establecidas. En algunos trabajos se consideran toxicas para el oido
interno concentraciones séricas a partir de 50 pg/ml (92) aunque existen grandes
diferencias entre las distintas publicaciones. Aun con esta variabilidad, los estudios

sugieren que la ototoxicidad aparece con dosis extremadamente altas.

Los mecanismos fisiopatoldgicos que producen la ototoxicidad por FUR no son del
todo conocidos. Se ha demostrado un aumento de la concentracion de sodio y
disminucion de la de potasio a nivel de la endolinfa tras la administracion intravenosa
de FUR (93), asi como una reduccion dosis dependiente del potencial endococlear (94).
Se ha publicado también su participacion en la induccion de cambios en la tension de
oxigeno a nivel del liquido perilinfatico, lo que podria asociarse a una isquemia de la
estria vascular (95). En algunos trabajos informan sobre la capacidad de la FUR para
inhibir la fosforilacion oxidativa en la mitocondria renal de ratas asi como la actividad
succinil deshidrogenasa en las células ciliadas del OC de cobayas (94). Parece muy
probable que la FUR ejerza su efecto ototoxico por algun tipo de inhibicion enzimatica,
lo que a nivel de la estria vascular podria producir una discapacidad para mantener la
homeostasis idnica y por tanto una disminucion reversible del potencial endococlear y
de la sensibilidad auditiva. Se presume también una posible alteracion transitoria en la

funcion motora de las CCE (96).

Se conoce muy bien que los diuréticos de asa potencian el efecto ototoxico de los
aminoglucosidos. Sin embargo, los mecanismos subyacentes a esta potenciacion no se
han aclarado hasta la fecha. Algunos autores lo han relacionado con el dafio anoxico que
produce el diurético de asa a nivel del epitelio de la estria vascular, que transformaria un
potencial endococlear normalmente positivo en otro negativo, lo que favoreceria la

entrada en la endolinfa de los aminoglucosidos, que presentan una carga positiva (97).
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Histoldgicamente, los cambios producidos por la FUR afectan sobre todo a la estria
vascular e incluyen edema intercelular, disrupcion de los capilares y degeneracion de la
capa intermedia celular (94). Aunque menos frecuentes, también pueden producirse
cambios degenerativos en las CCE, inicialmente a nivel de la espira basal de la coclea.
Algunos estudios han podido observar también cambios mitocondriales y en el laberinto
vestibular, con degeneracion de las células ciliadas tanto tipo I como tipo II en la

ampolla y en la macula (98).

Clinicamente la ototoxicidad por FUR produce una pérdida auditiva transitoria o
permanente, bilateral y simétrica y de predominio en las frecuencias mas altas (93). Aun
asi, parece ser mas frecuente la afectacién reversible, con una recuperacion total o
parcial de la funcion auditiva entre 30 minutos y 24 horas tras la administracion (99).
No son infrecuentes la aparicion de vértigo y actfeno asociados a la hipoacusia, también

reversibles en la mayoria de los casos.

Los pacientes con mas riesgo de presentar ototoxicidad tras la administracion de
FUR son aquellos con una funciéon renal alterada, los que reciben tratamiento
concomitante con aminoglucosidos, los recién nacidos pretérmino y los pacientes que

reciben una infusion intravenosa rapida de FUR.

1.5 Papel de los antioxidantes en la prevencion de dafio en el oido

interno

La principal funcién de los antioxidantes es inactivar las ROS y por tanto reducir el
efecto toxico del oxigeno. Se especula que las ROS estan implicadas en mas de 100
situaciones clinicas (1/00). Estas especies se producen in vivo durante la respiracion
mitocondrial y tras la autooxidacion de moléculas quimicas y biologicas. Las ROS son
también contaminantes ambientales y pueden formarse por ionizacion y radiacion
ultravioleta. Contienen un nimero impar de electrones que las hacen quimicamente
reactivas y extremadamente toxicas para estructuras celulares y subcelulares. Algunas
de estas ROS son capaces de aumentar la expresion de receptores de adhesion celular,
aumentar la permeabilidad vascular, producir roturas en la cadena del ADN, perturbar la

funcion endotelial y alterar estructuras proteicas y carbohidratos. Por todos estos
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mecanismos las ROS podrian contribuir a la ototoxicidad, y de hecho, se considera que

juegan un papel fundamental en la misma.

Existen estudios que atribuyen una participacion clave a las ROS en el
envejecimiento y la presbiacusia (7/01). En la coclea, no todos los tipos celulares
presentan la misma vulnerabilidad a las especies ROS, siendo las CCE las que mas
vulnerables parecen, y sobre todo las de la base coclear. Las células de soporte son
mucho mas resistentes a los radicales libres. Esto podria explicarse por la existencia de
diferentes patrones de expresion proteica entre los diferentes tipos de células cocleares.
De hecho, se ha comprobado que los niveles de GSH, un antioxidante intrinseco como
ya se ha mencionado, son superiores en las CCE del apex coclear que en las de la base
(102). Por otra parte, la NADPH oxidasa 3 (NOX3), una enzima de la familia
dinucledtido de nicotinamida — adenina fosfato (NADPH) oxidasas, responsables de la
produccion de superoxido, se expresa especificamente en las células ciliadas y en las

NGE (103).

En términos generales, el dafio oxidativo puede ser consecuencia bien de un exceso
de produccion de ROS o bien de un fallo en los mecanismos para la eliminacion de
estas especies altamente reactivas. Por lo tanto, se pueden plantear tres estrategias
principales para evitar el estrés oxidativo en el oido interno: /) Desintoxicacion de ROS
mediante enzimas antioxidantes, 2) Intercepcion de ROS mediante agentes depuradores

de sustancias oxidativas y 3) Inhibicion de la cascada de senales de las ROS (fig. 9).

Los sistemas antioxidantes pueden clasificarse a su vez en dos grandes grupos:
enzimaticos y no enzimaticos. Los enzimadticos incluyen sustancias que eliminan ROS
mediante reacciones cataliticas, como por ejemplo la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa o la glutation peroxidasa (GPX). Los sistemas antioxidantes no enzimaticos
incluyen sustancias intra o extracelulares de bajo peso molecular que ademas pueden
clasificarse en antioxidantes de accidn directa (agentes depuradores y transgresores de

cadena) y antioxidantes de accion indirecta (agentes quelantes) (104).
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Figura 9. Representacion esquematica de las posibles estrategias para evitar el estrés oxidativo

1.5.1 Enzimas antioxidantes

La importancia de las enzimas antioxidantes en seres humanos se soporta
actualmente en la literatura por las grandes diferencias interindividuales en la
vulnerabilidad a los medicamentos ototoxicos. Ejemplos de ello son la asociacion de la
ototoxicidad inducida por cisplatino al polimorfismo de la glutatién-S-transferasa
(GST) (105) o las diferencias en la vulnerabilidad de las células ciliadas a los
aminoglucoésidos asociadas a diferentes niveles de expresion de la SOD (7106). Existen
modelos genéticos en raton que no expresan SOD en los que se ha demostrado mayor
susceptibilidad al trauma acustico (107). La susceptibilidad de las células ciliadas a los
aminoglucésidos también es menor en cobayas con una sobreexpresion de catalasa y

SOD mediada por vectores adenovirales (108).

Como estrategias para la otoproteccion se encuentran también en la literatura
multiples sustancias que o bien activan enzimas antioxidantes o bien inactivan enzimas

oxidantes. El alopurinol es un inhibidor de la xantina oxidasa que ha demostrado
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proteccion contra el trauma actstico (7109). De igual manera, una SOD de accion
prolongada unida covalentemente a poletilenglicol (PEG-SOD) conserva los
umbrales auditivos en ratas expuestas a ruido intenso (109). Los agonistas de los
receptores de adenosina, que incrementan la actividad coclear de la GPX y de la SOD,
protegen contra la toxicidad inducida por cisplatino (170). El ebseleno es un compuesto
seleno-organico liposoluble muy utilizado como antioxidante en experimentacion

animal que actia por un mecanismo similar a la GPX (171).

Ademas del metabolismo enzimatico de las especies derivadas del oxigeno, otras
enzimas intracelulares canalizan la produccién de especies reactivas de nitrégeno
(ENR), de suma importancia para el estrés oxidativo junto con las ROS. El 6xido nitrico
(NO) es la forma mas frecuente de ENR y se produce endogenamente a partir de la
oxidaciéon de L-arginina a L-citrulina, catalizada por una familia de enzimas, las
sintasas de 6xido nitrico (NOS). Los inhibidores de las NOS como el L-N(omega)-
Nitroarginina metil ester (L-NAME) o la aminoguanidina disminuyen los cambios en
la audicion y la pérdida de células ciliadas tras la administracion de ototdxicos y la

exposicion a ruido intenso (112,113).

1.5.2 Agentes depuradores de sustancias oxidantes

En la actualidad existe un gran interés por determinadas moléculas intra o
extracelulares de bajo peso molecular que actian como depuradoras de sustancias
oxidantes y que presentan un elevado potencial terapéutico. Entre estas moléculas se

pueden mencionar las siguientes:
1.5.2.1 Quelantes de metales

El estrés oxidativo se acompafia en mayor o menor medida de una alteracion en la
homeostasis de los iones metalicos, incluyendo los metales de transicion con actividad
redox, es decir, el hierro y el cobre. Por tanto, la terapia con quelantes de estos metales
supone una estrategia prometedora para prevenir la ototoxicidad. Ejemplos de ello son
los quelantes de hierro como la deferoxamina o el 2,3-dihidroxibenzoato, que han
demostrado una mejoria en la funcidén auditiva y en la pérdida de células ciliadas en

cobayas sometidas a tratamiento con aminoglucésidos (174,115).
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1.5.2.2 Sustancias que continen tiol

Los tioles o complejos sulfidrilo de bajo peso molecular son sustancias
electrofilicas que pueden actuar directamente como depuradores de radicales libres.
Ademas, los tioles aumentan la captacion de cisteina con el consiguiente incremento de

la sintesis de GSH intracelular.

Los principales tioles empleados en la literatura como estrategia para la proteccion
del dafio a nivel del oido interno son la N-acetilcisteina (NAC), la amifostina, el
dietilditiocarbamato, la erdosteina, el GSH, el dcido lipoico, la L y D-metionina, ¢l
metiltiobenzoato, la tiopronina, el tiosulfato de sodio, la tiourea y ¢l carboxilato de

oxotiozolidina (104).

Los suplementos de GSH han demostrado prevenir la toxicidad inducida por
cisplatino en cobayas (//6). Se han encontrado también variaciones en los niveles de
enzimas relacionadas con el metabolismo del GSH y en la concentraciéon de GSH en
relacion con la edad y en determinadas situaciones de estrés oxidativo como la que se

produce con la exposicion a cisplatino (717).

La administracion local y sistémica de D-metionina protege contra la ototoxicidad

inducida por cisplatino en roedores (34,118).

La NAC fue el primer depurador de radicales libres empleado para probar la
proteccion contra la ototoxicidad inducida por KAN (77/9). Algunos estudios muestran
otoproteccion en el tratamiento con cisplatino con la administracion local o sistémica
de NAC en ratas y cobayas (7120,121) y con la combinacion de dos tioles, la NAC y el
tiosulfato de sodio (122).

Como se puede comprobar, existe un soporte importante en la literatura respecto a
la proteccion de los tioles contra la toxicidad inducida por cisplatino, sin embargo, la
inquietud que provoca la disminucién de los efectos antioncologicos de este farmaco
cuando se combina con estas sustancias ha limitado el uso clinico de las mismas.
Ademas de la proteccion contra ototdxicos, la NAC ha demostrado otoproteccion frente

al ruido (123-125).

Por ultimo, la literatura hace también referencia a la prevencion de toxicidad por

aminoglucésidos con muchos de estos compuestos tionicos (118,126-128).
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1.5.2.3 Otras moléculas antioxidantes

Otras sustancias antioxidantes que han demostrado su efecto otoprotector por la
capacidad de eliminar especies oxigeno-reactivas son la vitamina-E (129,130), el
salicilato (131), determinados extractos de hierbas que contienen flavonoides (132), el

ginkgo biloba (133), 1a vitamina-C (134), la coenzima Q10 (135) y el magnesio (134).

A pesar de la gran cantidad de antioxidantes descritos en la literatura, existen muy
pocos ensayos clinicos en seres humanos con estas sustancias como para poder extraer
conclusiones firmes sobre su eficacia y seguridad. Entre estos ensayos clinicos pueden
mencionarse algunos con salicilato y NAC que han demostrado disminuir la hipoacusia
inducida por gentamicina (128,136), y otro estudio que ha demostrado proteccioén para
la hipoacusia inducida por quimioterapicos derivados del platino en pacientes con

tumores cerebrales malignos (137).

1.5.3 Moléculas que actian a nivel de la cascada de seiiales de las ROS

La exposicion a ruido intenso y la administracion de farmacos ototoxicos dan lugar
a una acumulacion de ROS que induce la liberacion del citocromo C desde la
mitocondria mediante la activacion de las JNK y de la p38MAPK (p38 mitogen-
activated protein kinase). El citocromo C induce a su vez la activacion de las caspasas-

8, 9y 3, formando parte esta ultima de la via intrinseca de la apoptosis.

La fosforilacion de c-Jun, un componente del factor de transcripcion Activator
Protein 1 (AP-1), por la JNK en su extremo N-terminal, es un acontecimiento central en
la apoptosis de las células ciliadas y neuronas cocleares durante el estrés oxidativo. La
inhibicion del sistema JNK ha demostrado prevenir la muerte de células ciliadas
cocleares y vestibulares tras tratamiento con aminoglucésidos (738). Con la inhibicion
de JNK se ha conseguido también disminuir la hipoacusia inducida por ruido (739).
Entre los inhibidores empleados del sistema JNK se encuentran el CEP-1347 y el KT-
7515.

Otra posible diana terapéutica es la via de la p38aMAPK, que como se ha
mencionado anteriormente, también se activa durante el estrés oxidativo. La
importancia de la inhibicion de estas MAPK puede comprobarse en estudios que

emplean minociclina, una tetraciclina de segunda generacion, para bloquear esta via e
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impedir asi la activacion de las caspasas apoptoticas, disminuyendo de esta manera la
pérdida de células ciliadas inducida por gentamicina in vitro (140,141). En otro trabajo
consiguen el mismo resultado tras exposicion a ruido in vivo. Los inhibidores de

p38aMAPK empleados en este caso fueron el SB202190 y el SB203580 (142).

Terapia combinada con antioxidantes

Como se ha visto, en la literatura se describen numerosas sustancias antioxidantes
con potencial para el tratamiento de la hipoacusia inducida por ruido o por farmacos
ototoxicos. Los estudios emplean fundamentalmente dos estrategias para el uso de estas
sustancias: bien un tratamiento simple con un antioxidante o bien el tratamiento
combinado con varios antioxidantes. Actualmente existe una tendencia a la estrategia de
la combinacidn, con estudios que incluso combinan multiples antioxidantes (7/43). Uno
de los motivos para ello es asumir la oxidacion del propio antioxidante y por tanto, su
actuacion como radical libre cuando se emplea como Unica sustancia. Otro motivo es
que cada antioxidante dirige su accion hacia una sola diana de la via oxidativa,
existiendo sin embargo diferentes tipos de ROS en diferentes compartimentos celulares
que requeririan antioxidantes especificos en el lugar correcto y en el momento preciso

para una neutralizacion quimica eficiente de las mismas.

La mejor combinacién de antioxidantes deberia estar basada en los principios de
antioxidacion conocidos cientificamente, poseer un efecto protector para las células y
neuronas presentes en el oido interno y ejercer su efecto disminuyendo el estrés
oxidativo y la inflamacion y mejorando la funcidon inmunologica. Ademas, cualquier
combinacion de antioxidantes deberia poder demostrar su beneficio en ensayos clinicos

controlados en seres humanos.

Tanto la distribucion orgénica como el mecanismo de accion difieren entre las
distintas sustancias antioxidantes. También son importantes las dosis empleadas y el
esquema de administraciéon, ya que los niveles alcanzados presentan grandes
fluctuaciones en funcion de que se administren una o varias veces al dia. Estas razones

hacen también mas recomendables los disefios que combinan varios antioxidantes.
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Todas estas circunstancias condicionan la escasez de estudios clinicos en seres
humanos relacionados con la eficacia de estas sustancias, siendo preponderantes los

modelos de experimentacion animal y los estudios celulares in vitro.

En nuestro trabajo se ha empleado la combinacion de NAC y resveratrol (RESV).
La NAC se ha comentado en parrafos anteriores incluida en el grupo de los tioles. Se
trata de un precursor de glutation (GSH) por participar en su sintesis mediante el
suministro de cisteina y ya se han expuesto varios estudios en modelos animales que
sustentan su potencial en la prevencion del dafio en el oido interno inducido por ruido o
por farmacos ototoxicos, tanto cuando se emplea de forma aislada como en
combinacion con otras sustancias. En seres humanos se ha empleado durante afios en el
ambito clinico de forma segura como antidoto en la sobredosis por acetaminofeno y
como mucolitico en infecciones respiratorias. Son muy escasos sin embargo los estudios
clinicos en humanos relacionados con su potencial otoprotector (/144), y por supuesto,

carecemos de ensayos clinicos aleatorios al respecto.

El RESV es otra sustancia antioxidante que fue identificada por primera vez como
un ingrediente de las raices secas del Polygonum cuspidatum, de predominio en Japon y
en China. De hecho, el extracto de Polygonum se ha utilizado en la medicina tradicional
japonesa y china para el tratamiento de infecciones por hongos, erupciones cutaneas,
trastornos hepaticos y enfermedades cardiovasculares (/45). La piel de la uva es la
fuente principal de RESV aunque también estd presente hasta en mas de 70 frutas
(ardndano, mora, jaca, mani, etc.) y en una amplia variedad de flores y hojas como el
arbol de la orquidea en forma de mariposa, el pino silvestre, la flor de lirio del maiz, el
eucalipto, etc. Se ha descrito también una sintesis endogena de RESV en respuesta a
determinadas situaciones de estrés como la privacion de agua, el exceso de radiacion
ultravioleta y las infecciones fungicas (/46). Ademas de estas fuentes naturales, el vino

blanco y el vino tinto también contienen RESV.

Son muchas las actividades biologicas atribuidas al RESV, y sin embargo, todas
ellas se han publicado solamente en modelos animales experimentales. La gran mayoria
de los resultados de estos experimentos necesitan todavia reproducirse en seres

humanos. Entre estas actividades se encuentran las siguientes:
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a) Liberacion de radicales libres:

El RESV se considera un potente antioxidante natural que actiia liberando
algunas ROS intracelulares. Esta propiedad es, entre otras, la responsable de que
numerosos estudios atribuyan al RESV beneficios como la disminucion del riesgo
de infarto agudo de miocardio, la mejoria de la funcidén ventricular postisquémica, la
prevencion contra la apoptosis de células miocardicas, la activacion de sefiales de

supervivencia celular y la inhibicion de sefiales de muerte celular (147).

b) Regulacion de la homeostasis redox

El RESV es capaz de regular la homeostasis redox (término abreviado para las
reacciones de reducciéon — oxidacidén) gracias a su capacidad de mantener las
concentraciones de algunas enzimas antioxidantes como la Gpx, la GST y la
glutation reductasa (/48). También se conoce que el RESV previene la oxidacion de
la low density lipoprotein (LDL), ya que es un potente inhibidor de la oxidacion de

acidos grasos poliinsaturados presentes en la misma.

c) Inhibicion de la agregacion plaquetaria:
La agregacion plaquetaria es el factor mas determinante en el proceso de la
arterioesclerosis. Se ha demostrado una disminucién dosis dependiente de esta

agregacion plaquetaria tras tratamiento con RESV in vitro (149).

d) Propiedades antineoplasicas:

Se ha demostrado una potencial actividad antineoplasica del RESV en varios
tipos de tumores tanto en el inicio de los mismos, como durante su evolucion y
progresion a estadios mas avanzados. Un ejemplo de ello es la induccion de muerte
de células tumorales en cultivos celulares in vitro procedentes de células de cancer

colorrectal de seres humanos tras 48 horas de exposicion a 100 mM de RESV (150).

e Propiedades antiinflamatorias:
El RESV ha demostrado una actividad beneficiosa frente a la respuesta
inflamatoria mediante la inhibicion de la expresion de las ciclooxigenasas 1 (COX1)

y 2 (COX2) (151). También ha mostrado en modelos animales in vitro una
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reduccion de la produccion de prostanglandina E2 (PGE2) (152) y una disminucion

de la actividad de células B, células T y macrofagos (753).

/) Neuroproteccion

Hay publicaciones que informan sobre la proteccion del RESV contra la
enfermedad de Huntington, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de
Parkinson en modelos experimentales in vitro de lineas celulares procedentes de

animales o de humanos (154,155).

Desde el punto de vista farmacologico, todas estas actividades bioldgicas
convierten al RESV en una sustancia con un amplio espectro de dianas. En lo que
respecta a su papel en la prevencion de dafio a nivel del oido interno, una de sus
actividades més importantes quizd sea la inhibicion de la actividad MAPK (156),
aunque son muchas las otras vias enzimadticas en las que el RESV podria estar

implicado.

Una de las incdgnitas respecto al tratamiento con RESV es su dualidad funcional,
pudiendo ejercer tanto una actividad antiapoptdtica en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y en la prevencion de la hipoacusia inducida por ototéxicos (157,158),
como una actividad inductora de muerte celular apoptotica en determinados tumores
malignos, lo que le atribuye un potencial antineopldsico. De todas las publicaciones
relativas al RESV se deduce que las relacionadas con la prevencion del cancer y por
tanto englobadas en el contexto de induccion de apoptosis, emplean el RESV a altas
concentraciones. Por el contrario, las que persiguen actividad antiapoptdtica para
prevencion sobre todo de enfermedades cardiovasculares, utilizan concentraciones mas
pequenas. Esto lleva a pensar que los beneficios clinicos que proporciona el RESV se
producen de una manera dosis — dependiente y que la busqueda de un determinado
efecto terapéutico no puede basarse exclusivamente en aumentar la dosis del mismo, lo
que, como ocurre con otros farmacos, también conlleva la posibilidad de efectos
adversos indeseables. Aun asi, dependiendo del efecto que se pretenda, pueden ser

necesarias concentraciones elevadas.

En conclusion, se puede decir que el entendimiento cada vez mas refinado de los

mecanismos implicados en la ototoxicidad ha generado un interés creciente en el
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empleo de sustancias antioxidantes como terapia potencial para los trastornos del oido
interno. Sin embargo, pese a que estos tratamientos deberian poder emplearse
simultaneamente con las terapias que suponen un riesgo ototdxico, no existe en la
actualidad ningun farmaco aprobado por la Food and Drugs Administration (FDA) con
esta finalidad. Se necesitan por tanto ensayos controlados aleatorios que establezcan con
certeza no solo los beneficios de estas sustancias antioxidantes en seres humanos, sino
también las dosis y los esquemas terapéuticos mas adecuados para conseguirlos y para

evitar los efectos adversos indeseables asociados a ellas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

Pese a la notable incidencia de la hipoacusia neurosensorial en la poblacion
mundial, actualmente sélo es posible para ella un tratamiento rehabilitador mediante

protesis auditivas e implantes cocleares.

Los pacientes con hipoacusia neurosensorial de origen coclear sufren la muerte de
las células ciliadas sensoriales. Esta situacion puede reproducirse en modelos animales

que emplean sustancias ototoxicas.

Dada la conocida capacidad de ciertas sustancias antioxidantes para inhibir los
fenomenos inflamatorios y prevenir la muerte por apoptosis y/o necrosis de células
sensoriales y neuronales, nuestra hipdtesis de trabajo es que el tratamiento in vivo con
sustancias antioxidantes como la NAC y el RESV podria modular la pérdida auditiva y

la muerte de células ciliadas en la coclea tras un dafio ototdxico.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos principales

1. Validar un modelo de ototoxicidad local en la rata consistente en la aplicacion
directa sobre la VR de una combinacion de dos ototoxicos, la KAN y la FUR,

empleando como vehiculo el gelfoam.

2. Estudiar la eficacia de la administracion combinada de dos antioxidantes, la
NAC y el RESV, para prevenir o modular los cambios morfoldgicos y
funcionales de la coclea, objetivados mediante estudio histologico
convencional y potenciales evocados auditivos de tronco cerebral, en el

modelo de ototoxicidad local en ratas validado previamente.

2.2.2 Objetivos secundarios
1. Comparacion de la administracion directa sobre la VR de KAN y FUR con la
administracion sistémica de ambos ototoxicos, objetivado mediante estudio

histolégico convencional y potenciales evocados auditivos de tronco cerebral.
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2. Estudiar en el modelo de ototoxicidad local en rata los cambios en la expresion
coclear de genes relacionados con el estrés oxidativo, con la defensa
antioxidante y con la sintesis de citoquinas pro y antiinflamatorias tras el

tratamiento con NAC y RESV.

68



3. MATERIAL Y METODOS

69






MATERIAL Y METODOS

El disefio del trabajo comprende dos fases:

1. Validacion de la administracion directa de KAN y FUR en la VR como método
de ototoxicidad local en rata Wistar y comparacion de dicho método con la
administracion sistémica de estas sustancias.

2. Determinacién del potencial otoprotector de una combinacion de RESV y NAC

tras su administracion intraperitoneal.

3.1 Consideraciones éticas

El manejo de los animales se realizo respetando las recomendaciones y normas
¢ticas recogidas en la literatura internacional (159-161), la Directiva Europea
86/609/CEE y reguladas en Espana por el Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre de
2005, sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos (162) y la ley 32/2007, de 8 de noviembre de 2007 para el cuidado de

animales en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio (763).

Los ensayos han sido aprobados por el Comité de Etica del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) y por el de la Fundacion de Investigacion del
Hospital Universitario Principe de Asturias, habiéndose planteado respetando al
maximo la norma de reducir el nimero de animales de experimentacion al minimo que

permite obtener resultados con significacion estadistica.

3.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 67 ratas Wistar de género masculino de 8 semanas de edad al
comienzo del estudio y 250 — 300 g de peso. Todos los animales se mantuvieron bajo un
ambiente controlado con un ciclo de luz / oscuridad de 12 horas y recibieron alimento y

agua ad libitum.
Los animales se dividieron en grupos para:

1. Validar el método de ototoxicidad local con una solucidén concentrada de

KAN y FUR embebida en gelfoam y posicionada directamente sobre la
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membrana de la VR y comparar dicho método con la administracion
sistémica de los ototdxicos.
2. Determinar la capacidad otoprotectora de una combinacion de RESV y NAC

contra la administracion local de KAN y FUR.

3.3 Diseiio experimental

3.3.1 Validacion del método de ototoxicidad local y comparacion con la

administracion sistémica

Los animales se distribuyeron en cuatro grupos experimentales (fig. 10):

e Grupo 1. Administracion sistémica: Seis ratas que recibieron una
inyeccion Unica de KAN subcutdnea y FUR intravenosa y otras tres que

recibieron la administracion de suero salino también por via sistémica.

e Grupo 2. Administracion sobre la VR: Este grupo se subdividié a su
vez en tres grupos:

o Grupo 2a: Seis ratas sometidas exclusivamente al procedimiento
quirurgico, sin administracion de ningin tratamiento, que
representaron el grupo control de cirugia.

o Grupo 2b: Seis ratas en las que se coloco sobre la VR un
fragmento de gelfoam embebido con suero salino.

o Grupo 2c: Seis ratas en las que se coloco sobre la VR un

fragmento de gelfoam embebido con una solucién concentrada de

KAN y FUR.
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Grupo 1. a) Administracion sistémica de KAN y FUR

—

\

Grupo 2. Administracion local sobre la VR

b) Administracidon sistémica de salino

Grupo 2a. Control cirugia: Sélo abordaje quirtrgico

Grupo 2b.

Abordaje quirurgico y colocacién de gelfoam + salino sobre VR

Grupo 2c. Abordaje quirurgico y colocaciéon de gelfoam + ototdxicos sobre VR

A e

Figura 10. Representacion esquematica de los grupos de animales en la fase de validacion del método de
otoxicidad local

3.3.2 Determinacion de la capacidad de otoproteccion de RESV y NAC

Se emplearon 44 ratas que fueron sometidas a un dafio ototdéxico mediante la
aplicacion directa sobre la VR de gelfoam embebido con una solucion concentrada de
KAN y FUR, método ya validado en la fase anterior de este estudio. Estos animales se

distribuyeron en dos grupos:

e Grupo 1: 25 ratas que recibieron una dosis intraperitoneal diaria de RESV y
NAC durante 5 dias, comenzando el dia anterior a la cirugia destinada a la
colocacion sobre la VR del gelfoam embebido con la solucion de ototdxicos.

e Grupo 2: 19 ratas que recibieron una dosis intraperitoneal de suero salino en

un volumen similar al del grupo 1 y con el mismo esquema cronoldgico.

Con las ratas de este estudio se realizaron a su vez dos ensayos, un ensayo a tiempo
corto (n = 26: Salino = 11; RESV + NAC = 15) en el que el sacrificio se realiz6 a los 3

dias desde el inicio de la aplicacion local de los ototoxicos (5 dias desde el inicio del
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tratamiento con antioxidantes), y otro ensayo a tiempo largo (n = 18: Salino = 8;

RESV + NAC = 10) en el que las ratas se sacrificaron a los 21 dias (fig. 11).

Salino (n=19)
Resv-NAC (n=25)

Tratamiento |P

ABR 227277 AER AB.R
r—ililil)il—

Basal -1 0 3 14 21

l |_
Bullostomia J
Oido dcho. Muestras cocleares

(Kan + Fur)

Tiempo tras ototoxicidad local (dias)

Figura 11. Representacién esquematica del experimento con antioxidantes. Después del ABR
basal, las ratas se trataron con RESV + NAC intraperitoneal o con salino durante 5 dias. En el
segundo dia de tratamiento se realizé una bullostomia en el oido derecho (OD) y se coloco un
fragmento de gelfoam embebido con la solucion concentrada de KAN y FUR sobre la membrana de
la VR. La evaluacion auditiva se realizo con ABR a los 3, 14 y 21 dias después de la cirugia. Para el
estudio histologico y el estudio genético se extrajeron muestras cocleares 3 y 21 dias después de la
bullostomia. IP: intraperitoneal; ABR: Auditory Brainstem Response.

3.4 Instrumental

3.4.1 Instrumental quirurgico

Para el procedimiento quirurgico que se detallara en el siguiente apartado se empled
instrumental de cirugia convencional e instrumental microquirurgico de rutina, del que

se utilizaron fundamentalmente un microgancho angulado, un microgancho en angulo
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de 90°, un punzoén, una micropinza angulada, una microtijera y una micropinza para

cuerpos extrafios de Hartmann-Wullstein.

3.4.2 Equipo de anestesia

Se empled un equipo de anestesia inhalatoria apto para animales de laboratorio
(Alcyon Anesthesia Workstation, Alcyon Ibérica, Espafia) compuesto por rotdmetro con
fluyjo maximo de 4 l/min, vaporizador de isoflurano y posibilidad de ventilacion
mecanica. Cuenta ademas con una camara de metacrilato para realizar la induccion y
una mascarilla — mesa quirrgica para el mantenimiento anestésico. Estd dotado de un
sistema de aspiracion y filtrado para los gases sobrantes tanto de la mascarilla como de

la camara.

3.4.3 Equipo de potenciales evocados auditivos de tronco cerebral

La exploracion funcional auditiva en las ratas se efectu6 con la técnica de
Potenciales Evocados Auditivos del Tronco Cerebral, también conocida por su
terminologia inglesa como Auditory Brainstem Response (ABR). La técnica forma parte
de la oferta del Servicio de Evaluacion Neurofuncional No Invasiva del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (IIB). Es reproducible y proporciona una informacion
funcional cuantitativa in vivo. El registro se realiz6 en una cdmara anecoica y
sonoamortiguada y los estimulos se generaron por el equipo TDT System 3™ con un
procesador RP2.1 y un atenuador PAS, reproduciéndose a través de un altavoz
electrostatico TDT de campo libre ED1. Para generar los estimulos sonoros (clicks y
tonos puros) se empled el software SigGeRP™ (Tucker — Davis Technologies, FL,
EE.UU.). Los estimulos fueron calibrados utilizando el software SigCal y un micr6éfono
ACO Pacifics de % pulgada. La respuesta se analizd con el software BioSigRP™

(Tucker — Davis Technologies) (164).
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3.4.4 Microscopio

En la primera parte del trabajo destinada a validar el método de ototoxicidad se

empled un microscopio Optico convencional (Leitz Wild M715, Switzerland).

En la segunda parte del trabajo se utiliz6 un microscopio de cirugia otoldgica
(OPMI pico, Carl Zeiss Surgical GMBH, Alemania) trabajando con las posiciones de

enclavamiento 0,6x, 1x y 1,6x.

3.5 Anestesia

El método empleado para la anestesia (tanto para el procedimiento quirirgico
como para el estudio funcional auditivo) fue distinto en cada una de las dos fases del
trabajo. Asi, en la primera fase para validar el método de ototoxicidad las ratas se
anestesiaron mediante la inyeccion intraperitoneal de ketamina (Imalgene, Merial,
Espana; 100 mg/kg), xilazina (Rompun 2%, Bayer, Espana; 10 mg/kg) y buprenorfina
(Buprex, Shering-Plough, Espana; 0,01 mg/kg), utilizando la pérdida de reflejos como
control de la profundidad anestésica. Primero se pierden los reflejos de estacion
(postura) y seguidamente el reflejo podal. Durante el procedimiento anestésico es
necesario también controlar los signos vitales (respiracion y latido) y mantener en un
rango estable la temperatura corporal del animal, para lo cual se empled una manta

eléctrica de agua circulante.

En la segunda fase del trabajo para determinar el potencial otoprotector de la

mezcla de antioxidantes se empled una anestesia general inhalatoria.

3.6 Procedimiento quirurgico
3.6.1 Anatomia quirurgica

El hueso temporal de la rata se localiza posteriormente al hueso escamoso. La bulla
timpanica es una cavidad proporcionalmente grande en la rata, con las paredes inferior y
anterior redondas y lisas (fig. 12). La membrana timpdnica y la apofisis mastoides
constituyen la pared lateral de la bulla. La mastoides es realmente una prolongacion de

esta bulla y carece de celdillas aéreas. La mayoria de las estructuras del oido medio se
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localizan en la pared medial de la bulla, siendo la coclea la estructura més relevante, que
proyecta su eje mayor dentro de la bulla en una direccion anterior y ligeramente

inferior.

Figura 12. Base del craneo de una rata mostrando la bulla timpanica.
A: Vision inferior. B: Vision lateral bulla izquierda. Tomado de
Albuquerque AA et al. Braz J Otorhinolaryngol 2009;75(1):43-9

3.6.2 Abordaje quirirgico

Una vez anestesiadas las ratas se comprobd la pérdida del reflejo de retirada y se
colocaron sobre una manta termorregulada, rasurando el pelo del cuello, desinfectando
la piel expuesta con povidona yodada y girando ligeramente la cabeza hacia la izquierda
para exponer el oido derecho. El procedimiento quirtirgico para exponer la VR se
adaptd tomando como referencia publicaciones previas (165,166). Todas las
intervenciones se realizaron en el oido derecho, aprovechando el oido izquierdo como

control intra-animal.

El abordaje comenzaba con una incision longitudinal desde el angulo de la
mandibula hasta el manubrio esternal, despegando un colgajo de piel y tejido
subcutaneo para exponer un campo quirdrgico en el que debian visualizarse el musculo
masetero, el musculo esternocleidomastoideo y la glandula submaxilar, de un tamafio
grande en la rata. Esta glandula se disecaba y desplazaba medialmente hasta exponer el
musculo digastrico, cuya insercion posterior a nivel del hueso occipital en la rata se
relaciona intimamente con la bulla timpénica, armazéon o6seo de pared fina y
configuracion redondeada que contiene las estructuras del oido medio e interno. Otras

estructuras expuestas eran la vena facial, el tronco principal del nervio facial y el nervio
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hipogloso. El siguiente paso consistia en realizar un orificio en la region posterolateral
de la bulla (bullostomia) con un gancho otolégico sin boton de 15 cm de longitud y
punta de 1 mm (Karl Storz GmbH 8 Co. KG., Tuttlingen, Alemania), para después
ampliarlo con una micropinza auricular de Hartmann-Wullstein de 8,5 cm de longitud y
terminal de Imm (Karl Storz GmbH 8 Co. KG., Tuttlingen, Alemania), permitiendo asi
tanto la visualizacion de la arteria estapedial y del nicho de la VR como la acomodaciéon
sobre la membrana de dicha ventana del fragmento de gelfoam embebido con salino o
con la solucidon concentrada de los ototoxicos. Finalmente se procedia al cierre de la
bullostomia con cemento dental (Durelon®) y se suturaba la piel con seda 4/0 (figs. 13

a18).

Figura 13. Incision cutanea desde el angulo mandibular hasta el manubrio esternal, con
descarga sobre la rama mandibular.
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Figura 14. Exposicion de la glandula submaxilar (GSM), que se desplaza
medialmente, del musculo esternocleidomastoideo (ECM) y del musculo digastrico
(MDG)

Figura 15. Realizacion de la bullostomia tras seccion del vientre posterior del
musculo digastrico. Se pueden apreciar ya la arteria estapedial y el nicho de la VR
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Figura 16. Macrofotografia de la imagen anterior donde se aprecian claramente la
ventana oval (VO), la arteria estapedial (AE) y la VR.

Figura 17. Se est4 colocando el fragmento de gelfoam sobre la VR con un microgancho
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Figura 18. Cierre de la bullostomia con cemento dental

3.7 Administracion de los tratamientos

3.7.1 Validacion del método de ototoxicidad local y comparacion con la

administracion sistémica

La ototoxicidad sistémica fue provocada en todas las ratas mediante una inyeccion
unica de KAN subcutanea (400 mg/kg, Fagron Ibérica, Espafia) y FUR intravenosa (100
m/kg, Fluka), utilizando en este caso como via la vena caudal del animal y guiandonos
de una técnica ya descrita (/67). La combinacion de KAN con un diurético con
intencion ototdxica fue utilizada por primera vez en cobayas, empleando como diurético
de asa el acido etacrinico (168) o la FUR (169). En estudios posteriores podemos
encontrar esta combinacion adaptada a ratones, produciendo en ellos la pérdida de casi
toda la poblacion de células cocleares (170,171). En el grupo control se llevo a cabo la

administracion intravenosa de suero salino.

La administracién local sobre la VR requiri6 inicialmente la preparacion de una
solucion altamente concentrada de KAN (200 mg/ml) y FUR (50 mg/ml). Esto se

consiguid diluyendo las sustancias en una solucion salina tamponada con fosfato (PBS)

81




MATERIAL Y METODOS

0,1 M vy, tras calentamiento y agitacion suaves, afiadiendo NaOH 1 N hasta que la
soluciéon alcanzaba un pH de 8,5. Este procedimiento permitié obtener una
concentracion de ototoéxicos mds elevada que las disponibles comercialmente.
Finalmente, un fragmento de gelfoam fue embebido con 50 pl de esta solucion
concentrada (acumulando por tanto 10 mg de KAN y 2,5 mg de FUR), el cual se

colocaba en intimo contacto con la membrana de la VR.

3.7.2 Determinacion de la capacidad de otoproteccion de RESV y NAC

En esta fase del trabajo todas las ratas fueron sometidas al método de ototoxicidad
local descrito previamente, administrando la solucion concentrada de KAN y FUR
embebida en gelfoam directamente sobre la membrana de la VR. No obstante, el
gelfoam fue embebido con 75 pl de la solucion de ototoxicos, a diferencia de la fase
anterior, donde se emplearon 50 pl. Por otro lado, los animales se dividieron en dos
grupos: un grupo que recibié una dosis diaria intraperitoneal de RESV (10 mg/kg/dia,
Sigma Aldrich Quimica, Madrid, Espana) y NAC (400 mg/kg/dia, Sigma) durante 5
dias continuos, comenzando el dia previo a la cirugia para administrar la mezcla
ototoxica, y otro grupo que recibid una dosis diaria intraperitoneal de un volumen
similar de suero salino, también durante 5 dias continuos y empezando el dia anterior a
la cirugia (fig. 11). E1 RESV fue disuelto previamente en 100% etanol (Sigma) a 50
mg/ml para mejorar su solubilidad y posteriormente en salino (B-Braun Medical,
Barcelona, Espana), para obtener una concentracion final de 4%, segin describen
Yumusakhuylu et al. (157). La NAC fue igualmente disuelta en salino a 100mg/ml y

ambas soluciones se almacenaron a 4°C hasta su uso.

3.8 Evaluacion de la funcion auditiva

A todas las ratas se les realizo una primera exploraciéon de ABR para confirmar que

eran normoyentes.

En la primera parte del trabajo, tanto en el grupo en el que se realiz6 la
administracion sistémica de los ototoxicos como en el grupo en el que éstos se

administraron directamente sobre la membrana de la VR, la evaluacion de la funcion
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auditiva con ABR se realiz6 al inicio del estudio y una semana después de la
administracion de los ototoxicos. Las ratas con un umbral inicial superior a 35 dBgpr

fueron excluidas del experimento.

En la segunda fase del trabajo para estudiar la capacidad de otoproteccion de la
combinacion de antioxidantes, los animales se dividieron en dos grupos, uno en el que
la prueba de ABR se realizo al inicio del estudio y a los 3, 14 y 21 dias después de la
cirugia para administrar la mezcla ototoxica sobre la membrana de la ventana redonda
(ensayo a tiempo largo), y otro en el que esta prueba solo se hizo al inicio y a los 3 dias
de la cirugia (ensayo a tiempo corto). Del mismo modo que en la fase anterior se

excluyeron las ratas con un umbral inicial mayor de 35 dBsp (fig 11).

3.8.1 Potenciales evocados auditivos del tronco cerebral

Mediante los ABR se registran los potenciales eléctricos generados en varias
estaciones del sistema auditivo en respuesta a estimulos sonoros y se caracterizan por
tener una latencia corta. La respuesta obtenida consiste en una serie de ondas que

aparecen en los 10 ms siguientes a la presentacion de estos estimulos.

La secuencia de picos en el registro de ABR refleja la actividad sinaptica de los
nucleos consecutivos a lo largo de la via auditiva en el tronco del encéfalo. Se han
identificado 5 picos positivos (I-V) en roedores correspondientes a la coclea y nervio
auditivo (I), nacleo coclear (II), complejo olivar superior (III), lemnisco lateral (IV) y

coliculo inferior (V) respectivamente (172) (fig. 19).

Para realizar el ABR se introdujo al animal en una cdmara cerrada anecoica y
sonoamortiguada, minimizando asi tanto las interferencias sonoras con el exterior
como la reverberacion interna (/73). Posteriormente se colocaron tres electrodos de
aguja de acero inoxidable a nivel subcutineo, uno en la regiéon lumbar de la rata
(electrodo tierra), otro en el vértex (electrodo positivo) y el ultimo debajo del pabellon
auditivo que se iba a evaluar (electrodo de referencia). Las agujas de los electrodos
estaban siempre bien afiladas para poder atravesar la piel de la rata. En caso contrario

podrian doblarse y producir mas interferencias. Se consideré6 muy importante medir la
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distancia que habia entre el oido y el altavoz de campo abierto para evitar artefactos,

debiendo ser siempre de 5 cm.

’ (IV) Lemnisco Cuerpo
(I) Nacleo  |ateral geniculado

olivar superior (V) Coliculo  medial

Corteza
auditiva

Cuerpo inferior
trapezoide
RS R \A
() Nervio (1) Nucleo
auditivo coclear

Figura 19. Esquema de la via auditiva indicando las estructuras principales y su correspondencia con
los picos de ABR. En una onda de ABR se pueden distinguir 5 picos caracteristicos (I-V), cada uno de los
cuales tiene un sustrato neural especifico. Tomado de Murillo Cuesta et al. Mol Med 2012;18:260-269.

Para realizar el registro se empled un equipo de neurofisiologia capaz de emitir
sonidos en el espectro de las ultrafrecuencias (0-48 kHz). Se presentaban dos estimulos
acusticos diferentes generados con el software SigGenRPTM (Tucker-Davis
Technologies, Alachua, FL, USA), estimulos tipo click y estimulos con tonos puros.
Estos estimulos son sistematicamente verificados cada seis meses en el Servicio de
Evaluacion Funcional No Invasiva del Instituto de Investigaciones Biomédicas
‘Alberto Sols’, donde se realizaron las pruebas y, en caso de incorrecciones,

debidamente calibrados.

Los estimulos se generaban por el equipo TDT System 3™ con un procesador
RP2.1 y un atenuador PAS y se reproducian a través de un altavoz electrostatico TDT
de campo libre ED1. Los estimulos tipo click (con rango de frecuencias desde 0 a 48
kHz) son pulsos cuadrados de 0,1 ms de duracion con una frecuencia de presentacion
de 30 pulsos por segundo (pps). Los estimulos con tonos puros (4, 8, 16, 28 y 40 kHz)

son ondas sinusoidales Unicas de 5 ms (2,5 ms de ascenso y descenso cada uno, sin
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meseta) que se presentaban a una frecuencia de 50 pps. Las respuestas para ambos

estimulos se promediaban 1.000 veces (fig. 20).

Figura 20.
ABR disponible en el Servicio
de Evaluacion Neurofuncional

A: Equipo de

No Invasiva del Instituto de
Investigaciones Biomédicas
Alberto Sols. B: Posicion del
animal durante la prueba de
ABR

Se obtuvieron asi las sefiales eléctricas que permitieron hacer el analisis
electrofisiologico. La respuesta eléctrica fue amplificada, registrada, promediada y
analizada con el software BioSigRPTM (Tucker-DavisTM Technologies). Las ondas de
ABR se recogieron en intervalos de 5 y 10 dBgpr a partir de la intensidad maxima de 90

dBspr, hasta 10 dBgpr. en el estimulo tipo click y 20 dBgp en los tonos puros.

Los umbrales de audicion se determinaron para cada tipo de estimulo como el
nivel de intensidad mas bajo en el que la senal de ABR era identificable por encima de
la actividad de fondo. Se determinaron también las latencias de los picos del ABR (I,
I, III IV y V) y las latencias interpico (I-I1, I-IV, II-IV) para el estimulo tipo click a 20
dBspL por encima del umbral de audicion. Los audiogramas se obtuvieron a partir de
los umbrales ABR para los estimulos con tonos puros (4, 8, 16, 28 y 40 kHz),
proporcionando asi informacion sobre el estado del OC en las diferentes regiones,

desde la base hasta el apex (fig. 21).
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Figura 21. Prueba de ABR con estimulacién tipo click realizada con el programa BioSigRPTM. A:
Ondas ABR en intensidades decrecientes. Al reducirse la intensidad del estimulo, la amplitud de la onda
ABR disminuye y las latencias se incrementan. El umbral es la intensidad mas baja en la que se distingue la
onda ABR. B: Detalle de una onda por encima del umbral. Los 5 picos caracteristicos (I-V) y sus
correspondientes valles (VI-X) aparecen senalados.

3.9 Estudio histoldgico y analisis transcriptomico

En la primera parte del trabajo para comparar la administracion sistémica con la

local, las ratas se sacrificaron a las 2 semanas del inicio del estudio.
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En la segunda fase del trabajo el sacrificio de las ratas se realizé en un grupo 3 dias
después de la cirugia para la aplicacion local de la solucion ototoxica (5 dias desde el
inicio del tratamiento intraperitoneal con antioxidantes o con suero fisiol6gico) y en
otro grupo a los 21 dias de la cirugia. En esta fase llegaron al final del estudio un total
de 36 ratas, de las que 14 se emplearon para estudio histologico (7 para el ensayo a
tiempo corto y 7 para el ensayo a tiempo largo) y 22 para el estudio de expresion de

genes (11 para el ensayo a tiempo corto y 11 para el ensayo a tiempo largo).

Los pasos a seguir para el analisis de las muestras cocleares se describen en los

siguientes apartados:

3.9.1 Perfusion y fijacion

Los animales se anestesiaron en profundidad mediante una inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital sodico (Dolethal®, Vetoquinol, Lure, Francia; 0,12
mg/kg). Se realizo una fijacion intravital con el objeto de reducir el tiempo de autolisis

y mejorar el procesamiento de las cocleas.

Una vez anestesiada, la rata se situaba en decubito dorsal y se realizaba una incision
por debajo de la apofisis xifoides para eliminar la piel de la zona toracica y, con ayuda
de unas pinzas y unas tijeras, levantar la fascia toracica en la zona mas préoxima a las
uniones intercostales, teniendo cuidado de no lesionar la pleura y el pericardio. Se
realizaba una toracotomia cuadrangular de base superior de tal manera que pudiera

levantarse toda la pared anterior del térax en forma de delantal.

El siguiente paso consistia en clampar la aorta descendente abdominal, realizar un
corte en la auricula derecha y puncionar con una aguja el ventriculo izquierdo,
conectando dicha aguja a una bomba de perfusiéon que contenia una solucidon de suero
salino tamponado con fosfato (PBS) al 10% (fig. 22). Perfundiendo a presion esta
solucion a través del ventriculo izquierdo-aorta se buscaba la eliminacion de toda la

sangre del lecho vascular.
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Al

Figura 22. A: Toracotomia cuadrangular de base superior para levantar la pared anterior del torax en forma de
delantal. B: Puncion del ventriculo izquierdo tras clampar la aorta descendente abdominal y realizar un corte en
la auricula derecha. La aguja esta conectada al sistema de perfusion.

Seguidamente se sustituia el PBS de la bomba por paraformaldehido al 4% (Merck,
Darmstadt, Alemania) en un pH 7,5 y 0,1 M para conseguir la fijacion de los tejidos. La
perfusion de paraformaldehido se realizaba de forma répida inicialmente, y lenta

seguidamente, durante 20 a 30 minutos.

3.9.2 Extraccion coclear

Para extraer las cocleas se decapitaba a la rata con una guillotina y se realizaba una
incision sagital en la linea media del craneo. Se separaban los musculos craneales y, con
ayuda de unas tijeras fuertes, se abria el hueso occipital por su linea media, lo que
permitia extraer el encéfalo dejando toda la cavidad craneal al descubierto. La
localizacion del quiasma Optico permitia realizar un corte paralelo a él, entre ambas
bullas timpanicas (fig. 23). Una vez individualizadas las bullas, se limpiaban de restos
musculares, contenido encefalico y otros tejidos y se realizaba la apertura de las mismas
con un punzon, evitando siempre la pared medial, que es donde se implanta la coclea,

con su eje mayor orientado anteroinferiormente.
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Figura 23. Pasos para la extraccién coclear. A: Tras decapitar a la rata se realiza una incision sagital en la
linea media del craneo. B: Exposicion de la masa encefalica tras apertura del hueso occipital por la linea media.
C: Vision cenital del quiasma Optico y ambos huesos temporales tras extraer el encéfalo. Se aprecian
claramente las dos bullas timpanicas (rodeadas por lineas amarillas de puntos), que contienen la coclea.

3.9.3 Postfijacion

Tras su extraccion, las cocleas se mantenian en paraformaldehido 4% en agitacion
suave durante 12 horas a 4°C. Tras este paso, se realizaban lavados a 4°C con PBS 0,1
M durante 5 minutos a un pH de 7,4 y se procedia a la inclusion de las mismas en una
solucion descalcificadora de hueso, el acido etilendiaminotetracético (EDTA 0,8 M, pH
6,5), donde se mantenian durante una semana a 4° C en agitaciéon. La solucién se
cambiaba cada 3 dias. Una vez finalizado el proceso de descalcificacion se procedia al

lavado con PBS y a la inclusion de las muestras en parafina.

3.9.4 Inclusion y secciones

Las muestras fijadas y descalcificadas se lavaban varias veces mas en PBS y se
incluian en parafina liquida (Panreac Quimica) tras deshidratacion con soluciones de
etanol (Merck) a concentracion creciente y de xilol (Scharlab, Sentmenat, Barcelona),
segun se describe en Camarero et al. (174) . Con la ayuda de un microtomo automatico
(Leica RM 2255), se realizaron secciones de 5 um de grosor sobre los bloques de
parafina paralelas al eje longitudinal de la céclea (mediomodiolares), obteniéndose
muestras representativas del apex, la escala media y la base para llevar a cabo el estudio
histologico y de la citoarquitectura coclear. Las secciones se almacenaron a 4°C hasta su

uso.
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3.9.5 Tincion y estudio histolégico

Para el estudio histologico de la coclea se emplearon secciones de parafina
utilizando la tincién de Nissl con violeta de cresilo al 1%. Antes de la tincidn, las
secciones ya montadas se deshidrataron con etanol a concentraciones crecientes (70%,
96% y 100%) durante 15 segundos en cada una de ellas y se cubrieron utilizando Depex

(C. Alvarez, Ref. 10-8500, Espana) como medio de montaje.

Con la ayuda de un microscopio Zeiss Diaplan al que se acopld una camara digital
Leitz (Leitz DFC300 FXC) se estudiaron la morfologia y citoarquitectura coclear,
observando la pérdida de CCE, CCI, NGE y la arquitectura del tinel de Corti. Se
obtuvieron fotografias con los objetivos 4x, 20x, 40x y 63x usando los mismos
pardmetros de iluminacién para cada objetivo. La captura se realiz6 mediante el

software DP Controller (v.1.1.1.65) (fig. 24).

Figura 24. Tmagen representativa del estudio histolégico de una muestra coclear en una rata control tras
tincion con violeta de cresilo. A: Las células ciliadas externas (CCE), las células ciliadas internas (CCI) y el
tunel de Corti muestran una disposicion normal. B: Ganglio espiral con una densidad neuronal normal.

3.9.6 Analisis transcriptomico

Considerando la oxidacion y la inflamacion fendmenos importantes en la
ototoxicidad inducida por los aminoglucosidos, en la segunda fase del trabajo se

estudiaron los cambios en la expresion coclear tanto de genes relacionados con el estrés
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oxidativo y la defensa antioxidante como de genes que codifican para las principales

citoquinas pro y antiinflamatorias.

Para el estudio de expresion de genes (tanto genes relacionados con la oxidacion
como genes que expresan citoquinas) se realizo la extraccion del ARN y reaccion
cuantitativa en cadena de la polimerasa acoplada a transcriptasa inversa (RT-qPCR).
Las ratas se anestesiaron profundamente con CO, y las cocleas se extirparon
rapidamente preservandolas en RNAlater (Qiagen, Valencia, CA, USA). Tras
homogeneizar el tejido, se extrajo todo el ARN de cada par de cocleas empleando el
Micro Kit RNeasy (Quiagen). La cantidad y calidad de este ARN fueron determinadas
mediante un espectrofotdometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE, USA) y un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). La retrotranscripcion de este ARN en ADN complementario (ADNCc) se realizd
empleando 250 ng del ARN total de cada muestra y transcripcion inversa (RT) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron procesadas en el
Servicio de Genomica del Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols de
Madrid. La amplificacion del ADNc no se realizd igual en el andlisis de genes
relacionados con la oxidacion que en el de genes relacionados con la expresion de
citoquinas. Para los genes relacionados con la oxidacion, la amplificacion del ADNc se
llevo a cabo mediante un PCR array especifico para ratas (Rat oxidative stress and
antioxidant defense RT2 profiler PCR array, n° de catdlogo PARN-065A, SA
Biosciences Corp., Frederick, MD, USA) (175) con PCR en tiempo real. Este array
emplea la Master Mix para PCR de SYBR Green (Applied Biosystems) y detecta
simultdneamente la expresion de un panel de 84 genes relacionados con el estrés
oxidativo y la defensa antioxidante, incluyendo adicionalmente 5 cebadores de genes
housekeeping (genes de control endogeno) [proteina ribosomal larga P1 (Rplpl);
hipoxantina fosforibosiltransferasa 1 (Hprtl); proteina ribosomal LI13A (Rpll3a);
lactato deshidrogenasa A (Ldha); y actina beta (Actf)] y 7 pozos para probar la
contaminacion de ADN gendmico no transcrito y el rendimiento de la PCR. El analisis
de los datos de expresion génica se realizo en este caso con el programa de Andlisis de
Datos del Array RT2 Profiler PCR, Version 4.0. Como gen de control endégeno se
empleo el de la actina beta (Actp).
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Para el andlisis de la expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias, tras extraccion
del ARN vy retrotrancripcion, el ADNc se amplifico6 empleando sondas especificas
TagMan MGB (Applied Biosystems) con PCR en tiempo real. Las citoquinas
estudiadas en este caso fueron 115 , 114, 1l6, 1110, Tnfo. y TgfBl. Se empled la

fosfolipoproteina ribosomal PO (Rp/p0) como gen de control enddgeno.

Para evaluar los cambios en la expresion de genes tanto de oxidacion y defensa
antioxidante como de citoquinas se utilizé la metodologia AACt. La formula empleada
para calcular el nivel relativo de expresion génica fue 22, donde A Ct = Ct (GOI) —
avg. (Ct (HKG)), siendo GOI cada uno de los genes de interés, y HKG el gen
housekeeping elegido. El fold change (2**“") se refiere a la media de expresion
normalizada del gen (2*“") en la muestra problema dividida por la media de expresion
normalizada del gen en la muestra control. El fold-regulation representa los resultados
de fold change de una forma biologicamente significativa. Valores de fold change
mayores de uno indican una regulacién al alza o positiva. Valores de fold change

menores de uno indican una regulacion a la baja o negativa.

3.10 Estudio estadistico

En la primera parte del trabajo para validar el método de ototoxicidad local y
compararlo con el de la administracion sistémica, se emplearon pruebas no paramétricas
(Kruskal — Wallis y prueba de Mann — Whitney) para analizar los resultados de ABR,
utilizando para ello el programa SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, IL). Los datos se presentan
como la media £ DS (desviaciéon estandar) y los resultados se consideraron

significativos con valores de p < 0,05.

En la segunda parte del trabajo para estudiar el potencial otoprotector de RESV y
NAUC, los resultados ABR se probaron previamente para los supuestos paramétricos de
normalidad y homogeneidad de la varianza. Cuando no se cumplian estos supuestos, los
datos se analizaron utilizando las pruebas no paramétricas de Kruskal — Wallis y Mann
— Whitney. Cuando si se cumplian se sigui6 un modelo mixto lineal, considerando el
tratamiento (RESV + NAC o salino) como los factores entre grupo, y los resultados de
ABR en los diferentes momentos como el andlisis de medidas repetidas, empleando

para ello el software SPSS 19.0 (SPSS, Chicago, IL). Ademads, se realiz6 un T-test para
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evaluar la significacion de la diferencia entre dos medias muestrales (RESV + NAC o
salino). Los datos se presentan como la media + ESM (error estandar de la media) y los
resultados se consideraron significativos con valores de p < 0,05 (significacion

estadistica: * p <0.05, ** p <0,01; *** p <0,001).

Para los datos de expresion génica, se consideraron dos comparaciones pareadas:
oido derecho frente a oido izquierdo en el grupo tratado con solucion salina (salino +
ototoxicos frente a salino) y oido derecho en el grupo tratado con RESV + NAC frente a
oido derecho en el grupo tratado con solucién salina (RESV + NAC + ototéxicos frente
a salino + ototdxicos). El andlisis estadistico de significacion de fold change se llevé a
cabo con el programa basado en Excel de Analisis de Datos del Array RT2 Profiler PCR
4.0. Los valores de p se calculan en base a una prueba T de Student de los valores
replicados 27*Ct para cada gen en el grupo control y en los grupos de tratamiento. Las

diferencias se consideraron significativas con valores de p < 0,05.
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RESULTADOS

4.1 Validacion y comparacion del método de ototoxicidad local con el

método de administracion sistémica de KAN y FUR

4.1.1 La administracion sistétmica de KAN y FUR produce una sordera profunda

El estudio basal de ABR no mostr6 diferencias significativas entre los cuatro
grupos experimentales en ninguno de los pardmetros analizados. El umbral basal de

audicion en respuesta a los estimulos tipo click fue en torno a 30 dBgpr. (31 = 3 dBgpy).

Los animales del grupo 1 recibieron una inyeccidon Unica de KAN subcutinea y
FUR intravenosa segun se explico en el apartado 3.3.1, lo que produjo una hipoacusia
severa y estadisticamente significativa en todos ellos (p < 0,01). En la mitad de las ratas
(3/6) se aprecid tras estimulacion con clicks una media de incremento del umbral de
aproximadamente 50 dBgspr (48 £ 12 dBgpr) una semana después de la administracion.
En la otra mitad no se detectaron respuestas evocadas en el ABR ni con la maxima
intensidad de estimulacién (umbral superior a 90 dBspy ) por lo que en estos animales no
se determinaron las latencias pico ni los umbrales auditivos tras la estimulaciéon con

clicks.

Los umbrales ABR en respuesta a estimulos puros de 4 a 40 kHz mostraron
también un incremento estadisticamente significativo en todas las frecuencias tras las
inyecciones sistémicas cuando se compararon con los valores basales (p < 0,01, n=3).
Especificamente el incremento de umbral fue de 55 = 7 dBgpp en respuesta a estimulos
de 40 kHz, de 50,8 + 6 dBgpr. en 28 kHz, de 50 = 5 dBspr en 16 kHz, de 45,8 + 8 dBspL
en 8 kHz y de 45 + 7 dBspr en 4 kHz. Estos resultados reflejan un dafio en todas las

regiones de la coclea, aunque algo mayor en las regiones basales (fig. 25).

En cuanto a las latencias pico, se aprecié un incremento de la latencia de la onda |
de aproximadamente 0,25 ms tras la inyeccidon sistémica cuando se compar6 con las
medidas basales (p < 0,05, n=3). Este retraso se extendid a lo largo de la via auditiva,
pero no afect6 significativamente a las latencias interpico I-II ni II-IV, lo que sugiere un

dafio limitado exclusivamente a la coclea y no a la via auditiva central (Tabla 1).
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ADMINISTRACION SISTEMICA
DE LOS OTOTOXICOS
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Figura 25. Comparacion del audiograma basal con el audiograma tras administracion
sistémica de los ototéxicos. Se aprecia un incremento estadisticamente significativo en todas las frecuencias.

Se muestra la media = DS y las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05;
sk
p < 0,01

Se llevo a cabo un estudio control paralelo con 3 ratas a las que se inyectd suero
salino en lugar de KAN y FUR sin encontrar diferencias en los parametros estudiados

en ningiin momento del estudio.
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Tabla 1. Latencias pico e interpico (media + DS) en el grupo de tratamiento sistémico, con un
incremento de la latencia I sin afectacion de las latencias interpico.
*p < 0,05. LP: latencia pico. LIP: latencia interpico

Grupo Administracion Sistémica

Momento

Media + DS (ms)

BASAL POSTRATAMIENTO

LPI 1,24 + 0,05 1,51 +£0,25%

LP Il 2,20 + 0,08 2,32+£0,29

LP 1l 2,98 +0,25 3,25+ 0,61

LP IV 3,75+0,13 4,20 + 0,40%

LPV 4,79 + 0,35 5,32+ 0,45

LIPI-1I 0,96 + 0,08 0,90 + 0,06

LIPII-IV 1,55+0,10 1,57+0,19

El estudio histoldgico demostrd cambios severos en todas las espiras de la coclea,
pero de forma mas relevante en la espira basal, con la presencia de un epitelio plano,
reflejo de una pérdida casi completa de células ciliadas en el OC, tanto CCE como CCI,
y un colapso completo del tinel de Corti. Se comprobd también una disminucioén
considerable de la densidad de NGE (fig. 26). En las espiras media y apical los cambios
fueron menos relevantes y variaban desde la pérdida parcial aislada de CCE a la pérdida

de CCE e internas.
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Figura 26. Morfologia coclear tras tincién con cresil violeta. A, B: Microfotografias representativas de
secciones del OC en la base coclear dentro del grupo de ratas control tratado con suero salino sistémico, con una
disposicion celular normal dentro del OC (A) y una densidad neuronal normal a nivel del ganglio espiral (B). C,
D: Microfotografias representativas de secciones del OC en la base coclear dentro del grupo de ratas tratadas con
KAN y FUR sistémica, con una pérdida casi completa de CCE y CCI (asteriscos negros), un colapso completo
del tunel de Corti (C) y una disminucion de la densidad neuronal a nivel del ganglio espiral (flechas) (D). Barra
de escala: 25 um (A - D)

Un aspecto a considerar con este protocolo de administracion fue una elevada
tasa de mortalidad, especialmente relevante cuando la inyeccidon intravenosa se

realizaba con anestesia general.

4.1.2 La realizacion de una bullostomia para acceder a la VR y la colocacion sobre

ésta de un fragmento de gelfoam no afectan a la funcion auditiva

Los resultados funcionales demostraron que el procedimiento quirurgico descrito

para acceder a la VR no alteraba la funcién auditiva.
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En el grupo control de la cirugia (grupo 2a), la media de los umbrales ABR una
semana después de la cirugia fue similar a la de los umbrales basales, tanto en respuesta
a estimulos tipo click (31 + 2 dBgpy. basal y postbullostomia, n=6) como en respuesta a

tonos puros en el rango de 4 a 40 kHz (fig. 27).
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Figura 27. Comparacion del audiograma basal con el audiograma tras realizar la bullostomia.
La media de los umbrales una semana después de la cirugia fue similar a la de los umbrales basales en todos los
tonos, sin diferencias estadisticamente significativas. Se muestra la media + DS.

Los otros pardmetros analizados, incluyendo las latencias pico y las latencias
interpico, tampoco sufrieron alteraciones significativas en el grupo control de cirugia
(Tabla 2) y menos alin se observaron cambios significativos en la morfologia del OC ni

en la densidad de NGE.
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Tabla 2. Latencias pico e interpico (media + desviacion estandar) tras realizacion de una
bullostomia, sin diferencias significativas con la situacion basal.
LP: latencia pico. LIP: latencia interpico

Grupo Control Cirugia

Momento

Media + DS (ms)

BASAL POSTBULLOSTOMIA

LP I 1,25+ 0,02 1,25+ 0,04

LP I 2,25+ 0,05 2,21 +0,07

LP 111 2,94+0,18 2,84 +0,08

LP IV 3,77 £ 0,07 3,72+ 0,22

LPV 470 +0,22 4,57+0,20

LIPI-1I 0,99 + 0,06 0,97 £ 0,05

LIPII -1V 1,52 + 0,07 1,50 0,17

Del mismo modo que en el grupo anterior, los parametros analizados en el estudio
de ABR de las ratas del grupo 2b (colocacién sobre la VR de un fragmento de gelfoam
embebido con suero salino) no presentaron diferencias significativas con los controles,
lo que fue importante para demostrar que el vehiculo empleado no afectaba
significativamente a la funcion auditiva. La media de los umbrales ABR en este grupo
en repuesta a estimulos tipo click fue de 32 + 3 dBgp,. en situacion basal y de 34 £ 4
dBspr, una semana después de la colocacion sobre la VR del gelfoam embebido en
suero salino. Las medias + DS de las latencias pico e interpico en este grupo se pueden

visualizar en la tabla 3 (grupo 2b, n = 6).
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Tabla 3. Latencias pico e interpico (media + desviacion estandar) una semana después de la
aplicacion sobre la VR de gelfoam con suero salino, sin diferencias significativas con la situacion
basal. LP: latencia pico. LIP: latencia interpico

Grupo Administracion Local de gelfoam + salino

Momento

Media + DS (ms)

BASAL POSTRATAMIENTO
LP1 1,29 0,03 1,29 0,05
LPII 2,30+ 0,04 2,30 + 0,08
LP III 2,99+ 0,03 3,00+ 0,17
LPIV 3,83+ 0,06 3,88 0,07
LPV 4,75+ 0,25 4,89 +0,13
LIPI-11I BRI 1,01 0,06
LIPII-TV [ 1,58 +0,03

La fig. 28 muestra la ausencia de diferencias significativas entre el audiograma
basal en respuesta a tonos puros de 4 a 40 kHz y el obtenido después de la aplicacion

directa sobre la VR del gelfoam con salino.

En concordancia con los resultados funcionales, no se apreciaron alteraciones
significativas en la citoarquitectura coclear ni se produjo una pérdida significativa de
células ciliadas o de NGE, con unos resultados histologicos muy parecidos a los de las

figs. 264 y 26B.
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Figura 28. Comparacién del audiograma basal con el audiograma tras aplicacién sobre la VR
del gelfoam embebido con suero salino. La media de los umbrales una semana después de la cirugia fue
similar a la de los umbrales basales en todos los tonos, sin diferencias estadisticamente significativas. Se
muestra la media + DS.

4.1.3 La aplicacion directa sobre la VR de gelfoam embebido con KAN y FUR

produce una sordera moderada

La aplicacion directa sobre la VR de un fragmento de gelfoam embebido con una
solucion concentrada de KAN y FUR produjo también un efecto ototodxico significativo
en las ratas, con algunas diferencias con respecto a la administracion sistémica de estas

sustancias.

Tomando como referencia algunas publicaciones sobre datos farmacologicos
referentes al oido interno (174,176) se estim6 como dosis inicial para producir dafio
funcional aquella que correspondiese a un 5 — 10% de la dosis sistémica de KAN y
FUR, de tal manera que en nuestro experimento se utilizaron dosis de 20 mg/kg de
KANy 5 mg/kg de FUR. Teniendo en cuenta el pequefio volumen de la bulla timpéanica
en ratas (43,177) y el peso corporal medio de estos animales, se empled una solucion
altamente concentrada de KAN (200 mg/ml) y FUR (50 mg/ml) en PBS-NaOH (pH 8,5)
para poder embeber el gelfoam en un pequefio volumen (50 pl) de esta solucién que

contuviese la dosis deseada de cada una de las sustancias. Esta solucion no estaba
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disponible comercialmente, por lo que se prepard6 de forma especifica para este

proposito.

Al estudiar los umbrales auditivos tras estimulacion con clicks en este grupo de
animales (grupo 2c, n = 6) se aprecid un aumento significativo de los mismos de
aproximadamente 30 dBsp, siendo el umbral basal 32 + 3 dBgpy y el postquirurgico 63

+ 12 dBgpy, diferencias que resultaron estadisticamente significativas (p < 0,01).

El audiograma tras la bullostomia y aplicacion directa sobre la VR del gelfoam con
la solucion concentrada de KAN y FUR reflejé también un incremento estadisticamente
significativo del umbral en todas las frecuencias estudiadas (p < 0,01, n = 6), que fue
particularmente manifiesto en las frecuencias medias y altas (16 y 40 kHz).
Especificamente el incremento de umbral fue de 39,1 £ 5 dBgpy. en respuesta a estimulos
de 40 kHz, de 42,3 + 6 dBspr en 28 kHz, de 37,5 = 8 dBspr. en 16 kHz, de 35,83 £ 7
dBgsprL en 8 kHz y de 37,53 = 8 dBgpr. en 4 kHz. Estos resultados reflejan un dafio en

todas las regiones de la coclea, aunque algo mayor en las regiones basales (fig. 29).
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Figura 29. Comparacion del audiograma basal con el audiograma tras aplicacion sobre la
ventana redonda del gelfoam embebido con la solucion concentrada de KAN y FUR. Se aprecia
un incremento estadisticamente significativo del umbral en todas las frecuencias, especialmente en las
frecuencias medias y altas. Se muestra la media + DS y las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p < 0,05; **p < 0,01.
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Las maltiples comparaciones estadisticas de la media de umbrales auditivos
indicaron que una semana después de la cirugia existian diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,01, n = 6 en cada uno de los grupos) en el umbral de las ratas que
recibieron la administracion local de la mezcla ototdxica (grupo 2¢) cuando se compard
tanto con el de las ratas control de cirugia (grupo 2a) como con el de las ratas a las que
se administrd localmente el gelfoam embebido con suero salino (grupo 2b). Cuando
estos umbrales se compararon con los del grupo de animales a los que se realizd la
administracion sistémica (grupo 1) se comprobd un incremento del umbral auditivo
significativamente menor en las ratas tras administracion directa del gelfoam con KAN

y FUR (p < 0,01, n = 6) (fig. 30).
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Figura 30. Comparacion entre el umbral basal y el umbral postratamiento en todos los grupos. Se
aprecia un incremento estadisticamente significativo al comparar la media de los umbrales una semana después de
la cirugia dentro del grupo de ratas que recibi6 la administracion local del gelfoam con la mezcla ototoxica (grupo
2¢) con la media de los umbrales una semana después de la cirugia tanto dentro del grupo de ratas en el que so6lo se
realizé la bullostomia (grupo 2a) como dentro del grupo de ratas en el que se realiz6 la aplicacion local del
gelfoam embebido con suero salino (grupo 2b). Al comparar la media de los umbrales entre el grupo de ratas tras
administracion local de los ototdoxicos y el grupo de ratas tras administracion sistémica, se aprecia un incremento
de la misma menor en el primer grupo de forma estadisticamente significativa. Se muestra la media + DS y las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05; **p < 0,01.
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Por el contrario, pese a que los umbrales ABR en respuesta a estimulacion con
tonos puros fueron mayores en los animales que recibieron la administracion sistémica,
no difirieron significativamente con los que recibieron la administracion local en
ninguna de las frecuencias analizadas. Las diferencias entre el umbral basal y el umbral
postratamiento fueron estadisticamente significativas en todas las frecuencias, tanto en
el grupo de administracion sistémica de los ototoxicos como en el grupo de

administracion local (p < 0,01) (fig. 31).
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Figura 31. Audiograma basal y postratamiento en los grupos de administracion local y
administracion sistémica de los ototéxicos. La media de los umbrales ABR una semana después del
tratamiento es superior en todas las frecuencias en el grupo de ratas en el que se realizé la administracion
sistémica de los ototoxicos, sin embargo, no existieron diferencias estadisticamente significativas al compararla
con la media de los umbrales ABR una semana después del tratamiento en el grupo de ratas en el que se realizo
la administracion local de los ototoxicos. Si se aprecian diferencias estadisticamente significativas al comparar la
media de los umbrales basales con la media de los umbrales después del tratamiento tanto en el grupo de
administracion local como en el grupo de administracion sistémica de los ototoxicos. Se muestra la media + DS y
las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05; **p < 0,01.

De estos resultados se puede deducir que, aunque consistente, el dafio coclear
producido tras la administracion local de los ototéxicos fue menos severo que tras su

inyeccion sistémica.

Tras analizar las latencias se comprobd que la administracion local de los
ototoxicos produjo un incremento de todas las latencias pico y las latencias interpico.

Existieron diferencias estadisticamente significativas para las latencias pico I (p < 0,05,
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n==6)yll (p <001 n=06) antes y después del procedimiento, pero no para las
latencias interpico I - II ni I — IV, lo que podria indicar un daino predominante en la via

auditiva periférica (Tabla 4).

Tabla 4. Latencias pico e interpico (media + desviacion estindar) en el grupo de administracion del
gelfoam con ototoxico sobre la VR.
*p <0,05. fp <0,01. LP: latencia pico. LIP: latencia interpico

Grupo Administracion Local de gelfoam + ototdxicos

Momento

Media £ DS (ms)

BASAL POSTRATAMIENTO

LP | 1,29 + 0,03 1,46 +0,22%

LP Il 2,25+ 0,08 2,52 +0,20T

LP Il 2,91 + 0,08 3,33+0,22

LP IV 3,80 + 0,07 4,08+ 0,29

LPV 4,77 +£0,22 5,12+ 0,46

LIPI-1I 0,96 + 0,09 1,06 + 0,09

LIP Il -1V 1,55+ 0,03 1,56+0,12

Tanto en las ratas control de cirugia (grupo 2a) como en las que recibieron la
aplicacion local del gelfoam con suero salino (grupo 2b), el nimero y la disposicion de
las CCI y de las CCE fueron los tipicos del OC, con una densidad normal de NGE (fig.
32).
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Figura 32. Morfologia coclear tras tincion con cresil violeta. Microfotografias representativas de secciones del
OC en la base coclear dentro del grupo de ratas tratadas con gelfoam + suero salino sobre la VR. A: disposicion
celular normal dentro del OC; B: densidad normal de NGE.

CCI: células ciliadas internas. CCE: células ciliadas externas. Barra de escala: 25 pm (A, B)

Por el contrario, en las ratas a las que se aplico localmente el gelfoam con la mezcla
ototoxica (grupo 2¢), se aprecié una degeneracion severa en las secciones cocleares de
la espira basal, con desaparicion de las células ciliadas, tanto externas como internas, un
colapso completo del tunel de Corti y una disminucion de la densidad neuronal a nivel
del ganglio espiral (figs. 334 y 33B), hallazgos similares a los que se apreciaron en las
ratas a las que se administraron los ototoxicos por via sistémica (grupo 1) (figs. 26C y

26D).

En las espiras media y apical se produjo un dafio variable entre los distintos
animales de los grupos 2c y 1, que oscilaba entre la pérdida aislada de CCE y la pérdida
completa de células ciliadas, tanto externas como internas. Se observo también una
disminuciéon de la densidad neuronal a nivel del ganglio espiral en las secciones
cocleares del grupo 2c, con una expansion de los espacios intercelulares (fig. 33C y
33D). Los animales con menos afectacion de CCI en las espiras media y apical
presentaban también menos afectaciéon de la densidad neuronal a nivel del ganglio

espiral (datos no mostrados).
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Figura 33. Morfologia coclear tras tincién con cresil violeta. A, B: Microfotografias representativas
de secciones del OC sobre la base coclear dentro del grupo de ratas tratadas con gelfoam + KAN y FUR
sobre la VR, con una pérdida de CCE y CCI (asteriscos negros), un colapso del tinel de Corti (circulo
negro)) y una disminucion de la densidad de NGE (flechas). C, D: Microfotografias representativas de
secciones del OC sobre la espira apical de la coclea dentro del mismo grupo de ratas. Se aprecia una
pérdida parcial de CCE (asteriscos negros) y una disminucion de la densidad de NGE (flechas), aunque
menos marcada que en la espira basal. Barra de escala: 25 um (A — D).

4.2 Determinacion del potencial otoprotector de la administracion

intraperitoneal de RESV y NAC

4.2.1 La administracion local de KAN y FUR afecta a la funcion auditiva

Como se ha mencionado anteriormente, en esta fase del estudio se aplico sobre la
membrana de la VR el fragmento de gelfoam embebido con 75 pl de la solucion
concentrada de KAN y FUR, lo que produjo un incremento estadisticamente
significativo de los umbrales ABR tras estimulacion tanto con clicks como con tonos
puros de 8 a 40 kHz (p < 0,01), como puede apreciarse al comparar el umbral basal 7

dias antes de la administracion quirtrgica de la mezcla ototdxica con los umbrales a los
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3, 14 y 21 dias después de dicha administracion, especialmente en el grupo tratado con

suero salino (fig. 34).
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Figura 34. Comparacion del umbral basal con los umbrales 3, 14 y 21 después de administrar
el gelfoam con la mezcla ototoxica sobre la VR, en el grupo tratado con suero salino y no con
los antioxidantes (estimulacion con clicks). Se aprecia un incremento estadisticamente significativo de la
media de umbrales ABR a los 3, 14 y 21 dias desde la aplicacion local de gelfoam embebido con la mezcla
ototoxica, cuando se compara con la media de los umbrales basales. Se muestra la media + ESM y las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0,05; **p < 0,01.

Respecto al audiograma, se produjo un incremento estadisticamente significativo de
la media de umbrales a los 3, 14 y 21 dias desde la aplicacién local de la mezcla
ototoxica al compararla con la media de los umbrales basales en todas las frecuencias
estudiadas, pero especialmente en las frecuencias mas altas y de forma mas evidente en

el grupo de ratas tratadas con suero salino (fig. 35).

Sin embargo, los aumentos del umbral en esta fase del estudio, tanto tras la
estimulaciéon con clicks como con la estimulaciéon con tonos puros, fueron mas
moderados que los que se produjeron en la primera fase, lo que puede comprobarse al

revisar la fig. 29.
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Figura 35. Comparacion del audiograma basal con el audiograma 3, 14 y 21 después de
administrar el gelfoam con la mezcla ototoxica sobre la VR, en el grupo tratado con suero
salino y no con los antioxidantes (estimulaciéon con tonos puros). Se aprecia un incremento
estadisticamente significativo en la media de los umbrales ABR a los 3, 14 y 21 dias desde la aplicacion local
de la mezcla ototoxica. Se muestra la media + ESM y las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p <0,05; *p < 0,05, **p < 0,01.

Los cambios histologicos mas importantes en este grupo se produjeron en la espira
basal de la coclea, con la pérdida de CCE y CCI. Se comprobd también un colapso del
tunel de Corti y una disminucién de la densidad de NGE (fig. 36). Los cambios
histologicos en las espiras media y apical variaban entre las ratas, desde la pérdida

predominante de CCE hasta la pérdida completa de células ciliadas.

SSF OD

Figura 36. Morfologia coclear tras tincién con cresil violeta. Imigenes representativas de una seccion del
organo de Corti sobre la espira basal de la coclea de un oido derecho (el sometido a la aplicacion local de
gelfoam + ototdxico) dentro del grupo de ratas tratadas con suero salino intraperitoneal en el ensayo a tiempo
largo (21 dias tras la aplicacion del ototoxico). A: Seccion sobre la espira basal. B, C, D, E: Macrofotografias:
B: OC con destruccion de CCE (flecha) y CCI y disrupcion del tinel de Corti. C: Ligamento espiral. D:
Ganglio espiral con areas de hipodensidad neuronal (flecha). E: Estria vascular con pérdida de algunas células
epiteliales (flecha). Barras de escala: 150 um (A); 25 pm (B, C, D, E).
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4.2.2 El tratamiento sistémico con RESV y NAC atentia la hipoacusia inducida por

los ototoxicos

Los umbrales ABR en respuesta a los clicks a los 3, 14 y 21 dias después de la
aplicacion sobre la VR de la mezcla ototéxica en el oido derecho fueron de forma
estadisticamente significativa menores en las ratas tratadas con RESV + NAC que en las
tratadas con suero salino (p < 0,01). Los umbrales basales fueron también de forma
estadisticamente significativa menores que los umbrales a los 3 dias de la
administracion de la mezcla ototoxica, tanto en las ratas tratadas con salino (p < 0,01)

como en las ratas tratadas con RESV + NAC (p < 0,05) (fig. 37).
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Figura 37. Comparacion de la media de umbrales ABR tras estimulacién con clicks en el oido
derecho dentro del grupo de ratas tratadas con suero salino con la media de los umbrales
dentro del grupo tratado con RESV y NAC 7 dias antes y 3, 14 y 21 dias después de
administrar el gelfoam con la mezcla ototéxica sobre la VR. Se aprecian unos umbrales de forma
estadisticamente significativa menores en las ratas tratadas con RESV + NAC que en las tratadas con suero
salino a los 3, 14 y 21 dias desde la administracion local de los ototoxicos. También se observan unos umbrales
basales de forma estadisticamente significativa menores que los umbrales a los 3 dias de la administracion local
tanto en el grupo de ratas tratadas con salino como en el tratado con RESV + NAC, aunque estas diferencias
fueron mas significativas en el primer grupo. Se muestra la media + ESM y las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando p < 0,05; *p < 0,05, **p < 0,01.
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En respuesta a los tonos puros de 8 a 40 kHz, la administracion local de la mezcla
ototoxica produjo un incremento notable del umbral en todas las frecuencias estudiadas
en ambos grupos, pero al final del tratamiento, en las ratas tratadas con RESV + NAC
los umbrales fueron de forma estadisticamente significativa mas bajos que en las ratas
tratadas con suero salino. El incremento del umbral fue especialmente manifiesto en las

respuestas evocadas por los tonos de frecuencias mas altas (fig. 38).
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Figura 38. Comparacion en el oido derecho del audiograma dentro del grupo de ratas tratadas
con suero salino con el del grupo tratado con RESV y NAC, 7 dias antes y 3, 14 y 21 después de
administrar el gelfoam con la mezcla ototoxica sobre la VR. Se aprecia un incremento del umbral en
todas las frecuencias tras aplicar la mezcla ototdxica, pero tanto a los 3 como a los 14 y 21 dias desde dicha
aplicacion, las ratas tratadas con RESV y NAC presentaron unos umbrales de forma estadisticamente
significativa menores que los de las ratas tratadas con suero salino. El incremento del umbral es mas importante
en las frecuencias mas altas. Se muestra la media + ESM vy las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando p < 0,05; *p < 0,05, **p < 0,01.

Como puede apreciarse en la fig. 38, el efecto protector del RESV y la NAC se
observo de forma evidente en las fases iniciales del experimento, coincidiendo con el fin
del tratamiento con las sustancias antioxidantes, con umbrales de forma

estadisticamente significativa menores en las ratas tratadas con RESV + NAC que en las
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tratadas con salino (p < 0,01 en todas las frecuencias salvo en 8 kHz, con p < 0,05). Sin

embargo, este efecto fue amortiguandose progresivamente hasta el final del estudio.

Comparando el audiograma a los 3 dias de administrar los ototdxicos con el
audiograma a los 14 y 21 dias, se aprecia que las ratas que no recibieron tratamiento con
antioxidantes experimentaron una recuperacion de 5 — 10 dBgpp, a partir del dia 14 tras
la administracion de la mezcla ototdxica en todas las frecuencias estudiadas, lo que
podria reflejar una reversibilidad espontdnea del dafio. No se observaron sin embargo
variaciones importantes a los 14 y 21 dias en las ratas tratadas con RESV y NAC, y
aunque las diferencias entre el grupo tratado con salino y el tratado con RESV y NAC
fueron menores a los 14 y 21 dias que a los 3 dias, en parte probablemente debido a esta
recuperacion espontdnea del umbral y en parte a la pérdida gradual del efecto protector
de los antioxidantes, estas diferencias seguian siendo estadisticamente significativas
entre ambos grupos, con menor umbral en todas las frecuencias para las ratas tratadas

con las sustancias antioxidantes (p < 0,05).

En el ensayo a tiempo corto (3 dias tras la aplicacion de la mezcla ototdxica), el
estudio histologico de las muestras cocleares del oido derecho, es decir, el oido sobre el
que se aplicé la mezcla ototdxica, mostrd una pérdida de CCE y CCI a nivel de la espira
basal y una disminucion de la densidad de NGE, sin diferencias significativas entre el

grupo tratado con suero salino y el grupo tratado con RESV + NAC (fig. 39).
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Figura 39. Morfologia coclear tras tincion con cresil violeta. Microfotografias representativas de secciones
del OC sobre la base coclear del oido derecho (el sometido a la aplicacion local de gelfoam + ototoxico) en el
ensayo a tiempo corto (3 dias tras la aplicacion del ototoxico). Al — E1: Grupo de ratas tratadas con suero salino
intraperitoneal. A2 — E2: Grupo de ratas tratadas con RESV + NAC. Las lesiones son parecidas en ambos grupos.
Al, A2: Secciones sobre la espira basal. Macrofotografias: B1, B2: OC con destruccion de CCE y CCI (flechas) y
disrupcion del tanel de Corti (asterisco). C1, C2: Ligamento espiral. D1, D2: Ganglio espiral con areas de
hipodensidad neuronal (flechas). E1, E2: Estria vascular. Barras de escala: 150 pm (A1, A2); 25 um, resto.

A nivel de la espira media no se encontraron alteraciones histoldgicas significativas,
preservandose las CCE, las CCI y las NGE (fig. 40). Esto podria explicarse por la
mayor proximidad de la escala basal a la VR, zona donde se aplicaron los ototoxicos.
Otro argumento se basa en la mayor susceptibilidad de las células ciliadas en la espira
basal que asumen algunos trabajos (178,179). Y otro podria ser el conocido gradiente de
concentracion basal-apical, que condicionaria una dificultad para el acceso de los

ototoxicos a las regiones mas distales de la coclea.
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Figura 40. Morfologia coclear tras tincion con cresil violeta. Microfotografias representativas de secciones
del OC sobre la espira media coclear del oido derecho (el sometido a la aplicacion local de gelfoam + ototdxico)
en el ensayo a tiempo corto (3 dias tras la aplicacion del ototoxico). F1 — J1: Grupo de ratas tratadas con suero
salino intraperitoneal. F2 — J2: Grupo de ratas tratadas con RESV + NAC. Las lesiones son parecidas en ambos
grupos. F1, F2: Secciones sobre la espira media. Macrofotografias: G1, G2: OC en el que se conservan las
CCE y CCI (flechas). H1, H2: Ligamento espiral. I1, I2: Ganglio espiral con conservacion de las NGE. El,
E2: Estria vascular. Barras de escala: 150 um (F1, F2); 25 pm, resto.

En el ensayo a tiempo largo (21 dias tras la aplicacion de la mezcla ototoxica), el
estudio histoldgico de las muestras cocleares del oido derecho no mostré grandes
diferencias entre el grupo tratado con RESV + NAC y el grupo tratado con suero
salino, siendo la pérdida de CCE el hallazgo principal en ambos grupos, tanto a nivel de
la espira basal como a nivel de la espira media. Estos cambios fueron mas livianos que
en el ensayo a tiempo corto. Sin embargo, observando los hallazgos funcionales, con
pocas diferencias en los umbrales a los 21 dias entre ambos grupos, se necesitaria una
fase intermedia de estudio histologico entre los 3 y los 21 dias postcirugia para
correlacionar mejor los cambios histoldgicos con los funcionales y poder determinar la
existencia de un efecto menguante progresivo en la proteccion de los antioxidantes

desde el cese de su administracion.

117



RESULTADOS

El oido izquierdo (control, oido no sometido a la cirugia para administrar la mezcla
ototoxica) no mostré alteraciones histoldgicas ni en el grupo tratado con suero salino ni

en el grupo tratado con RESV + NAC (fig. 41).
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Figura 41. Morfologia coclear tras tincién con cresil violeta. A1 — E1: Microfotografias representativas de
secciones del OC sobre la base coclear del oido izquierdo (control, no sometido al tratamiento ototdxico) en el
ensayo a tiempo corto (3 dias tras la aplicacion del ototoxico) dentro del grupo de ratas tratadas con suero
salino intraperitoneal. A2 — E2: Microfotografias representativas de secciones del OC sobre la espira media
coclear del oido izquierdo (control, no sometido al tratamiento ototoxico) dentro del grupo de ratas tratadas con
RESV + NAC. Se conservan las células ciliadas, las NGE y el resto de estructuras cocleares tanto en el grupo
de ratas tratadas con salino como en el grupo de ratas tratadas con RESV + NAC. Al: Seccion sobre la espira
basal. A2: Seccion sobre la espira media.

Macrofotografias: B1, B2: OC en el que se conservan las CCE, las CCI y se mantiene la arquitectura del tinel
de Corti. C1, C2: Ligamento espiral. D1, D2: Ganglio espiral con conservacion de las NGE. E1, E2: Estria
vascular. Barras de escala: 150 um (A1, A2); 25 um, resto.

4.2.3 El tratamiento sistémico con RESV y NAC produce cambios en la expresion

de citoquinas relacionadas con la inflamacion

De todas las citoquinas estudiadas so6lo se comprobé un incremento

estadisticamente significativo en la expresion del gen que codifica para la //If en el
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oido derecho en comparacion con el oido izquierdo (control). La diferencia entre ambos
oidos se observo tanto en el grupo tratado con RESV + NAC como en el grupo tratado
con suero salino (p < 0,05). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre el oido
derecho del grupo tratado con RESV + NAC vy el oido derecho del grupo tratado con
salino (fig. 42). La 111 es una proteina pro-inflamatoria que actiia como sefial en la
cascada para la produccion de ROS, aunque también podria estar implicada en la
activacion de las NADPH-oxidasas como la NOX4, que se expresa de forma
predominante en tejidos del oido interno y supone una de las fuentes enzimaticas de
ROS. El aumento de la expresion de IL1f so6lo en el oido derecho e independientemente
del tratamiento con RESV + NAC o con suero salino podria reflejar la importante
actividad inflamatoria asociada a la cirugia para administrar la mezcla ototdxica sobre la

membrana de la VR, que so6lo se llevo a cabo en este oido, y no en el izquierdo.
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Figura 42. Expresion de interleuquina 1p tanto en el oido derecho como en el oido izquierdo
(control) de las ratas tratadas con salino y de las tratadas con RESV y NAC. Se aprecia un
incremento estadisticamente significativo en la expresion de 1118 en el oido derecho al compararla con la
expresion en el oido izquierdo (control), tanto dentro del grupo de ratas tratadas con suero salino como dentro
del grupo de ratas tratadas con RESV + NAC. No se aprecian diferencias entre el oido derecho del grupo
tratado con salino y el oido derecho del grupo tratado con RESV + NAC. Los niveles de expresion de los
genes de interés se analizaron mediante RT-qPCR en tiempo real con ARN proveniente de las cocleas de
ambos oidos tanto en el grupo tratado con salino como en el tratado con RESV + NAC Como gen de control
enddgeno se empled la fosfolipoproteina ribosomal PO (Rplp0). Se muestran los valores de media + ESM. El
analisis de resultados se realizo mediante una T de Student y éstos fueron significativos cuando p < 0,05.

*p < 0,05. OD: oido derecho. OI: oido izquierdo.
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De la misma manera que con la IL1, con las otras interleuquinas estudiadas no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el oido derecho de las ratas

tratadas con RESV + NAC y el oido derecho de las ratas tratadas con suero salino.

4.2.4 El tratamiento sistémico con RESV y NAC produce cambios en la expresion

de genes relacionados con el estrés oxidativo y la defensa antioxidante

Como ya se ha mencionado, para el estudio de la expresion de genes relacionados
con el estrés oxidativo se empled un PCR array especifico para ratas (175). Este array
contiene 84 pares de cebadores de genes relacionados con el estrés oxidativo y la
defensa y antioxidante y 5 pares de cebadores de genes “housekeeping”, los cuales se
emplean como referencia para comprobar un aumento o una disminucion de la
expresion en los otros genes. Los principales cambios en la expresion de estos genes se
produjeron en el ensayo a tiempo corto (3 dias postcirugia) con un incremento
estadisticamente significativo (p < 0,05) en la expresion de los genes que codifican para
las enzimas antioxidantes Sodl, Gpx1, Gpx4, Gpx5 y Gpx7 y una disminucién también
estadisticamente significativa (p < 0,05) en la expresion del gen que codifica para la
Nox4, una enzima NADPH-oxidasa que se expresa de forma predominante en tejidos
del oido interno y supone una de las fuentes enzimaticas de ROS. Los cambios en la
expresion de estos genes fueron significativos al comparar el oido derecho del grupo de
ratas tratado con suero salino con el oido derecho del grupo tratado con RESV + NAC,

lo que sugiere un efecto protector del tratamiento con antioxidantes.

En el ensayo a tiempo largo (21 dias postcirugia) las modificaciones en la expresion
de genes relacionados con el estrés oxidativo y la defensa antioxidante fueron mucho
menos evidentes. Se encontrd una disminucion estadisticamente significativa en el oido
derecho de las ratas tratadas con RESV + NAC en la expresion de los genes que
codifican para Noxal, Prdx6, Ucp3, Srxnl, Sod2, Vim y Hbz. Sin embargo, como ya se
ha mencionado, estos cambios fueron mas sutiles que en el ensayo a tiempo largo, con
valores mas bajos de fold change. Estos datos concuerdan con los observados en el

estudio funcional.

Las siguientes figuras representan graficamente la expresion de genes relacionados

con el estrés oxidativo y la defensa antioxidante tras el analisis de las muestras cocleares
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en los distintos grupos, tanto en el ensayo a tiempo corto como en el ensayo a tiempo
largo. Se realizaron 3 tipos de comparacion en cada ensayo: por un lado se compar6 la
expresion del oido derecho con la del oido izquierdo en las ratas del grupo tratado con
suero salino; por otro lado se compar6 la expresion del oido derecho con la del oido
izquierdo en las ratas del grupo tratado con RESV y NAC; y por tltimo se compar6 la
expresion del oido derecho en las ratas tratadas con RESV y NAC con la expresion del

oido derecho en las ratas tratadas con suero salino (figs. 43 - 48).

Dia 3 postcirugia (dia 5 de tratamiento)
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Figura 43. Comparacién de la expresion génica del oido derecho con la del oido izquierdo en las
muestras cocleares del grupo tratado con suero salino en el ensayo a tiempo corto (3 dias
postcirugia). Las graficas Volcano representan el log2 del fold change (FC) en la expresion de cada gen
entre las muestras frente a su valor p de la prueba t. Las lineas rojas indican un FC de 2. La linea azul
indica el umbral de un valor p de 0,05 en la prueba t. Se representan los genes con una expresion de FC
estadisticamente significativa en la muestra de ensayo comparada con la de la muestra control. Los
valores de FC mayores de uno indican una sobreexpresion (representados en color verde), mientras que
los valores inferiores a uno indican una infraexpresion (representados en rojo). Los valores de p se
calculan en base a una prueba t de Student de los valores repetidos 2”(- Delta Ct) para cada gen en el
grupo control y en los grupos de ensayo. El FC es la expresion normalizada del gen (2”(- Delta Delta Ct))
en la muestra de ensayo dividida por la expresion normalizada del gen (2*(- Delta Ct)) en la muestra
control. Se ha empleado como gen de control enddgeno el gen Actina-f.

OD: oido derecho. OI: oido izquierdo
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Dia 3 postcirugia (dia 5 de tratamiento)
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Figura 44. Comparacion de la expresion génica del oido derecho con la del oido izquierdo en las
muestras cocleares del grupo tratado con RESV + NAC en el ensayo a tiempo corto (3 dias
postcirugia). La metodologia es la descrita en la figura 5.
OD: oido derecho. OI: oido izquierdo
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Figura 45 . Comparacién de la expresion génica en las muestras cocleares del oido derecho en el
grupo tratado con RESV + NAC con la del grupo tratado con suero salino, también en el oido
derecho, en el ensayo a tiempo corto (3 dias postcirugia). La metodologia es la descrita en la figura 5.
OD: oido derecho.
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Dia 21 postcirugia
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Figura 46. Comparacion de la expresion génica del oido derecho con la del oido izquierdo en las
muestras cocleares del grupo tratado con suero salino a los 21 dias postcirugia. La metodologia es la
descrita en la figura 5.

OD: oido derecho. OI: oido izquierdo
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Figura 47. Comparacion de la expresién génica del oido derecho con la del oido izquierdo en las

muestras cocleares del grupo tratado con RESV + NAC a los 21 dias postcirugia. La metodologia es
la descrita en la figura 5.
OD: oido derecho. OI: oido izquierdo
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Figura 48. Comparacion de la expresion génica en las muestras cocleares del oido derecho en el
grupo tratado con RESV + NAC con la del grupo tratado con suero salino, también en el oido
derecho, a los 21 dias postcirugia. La metodologia es la descrita en la figura 5.
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5.1 Validacion y comparacion del método de ototoxicidad local con

el método de administracion sistémica de KAN y FUR

La hipoacusia neurosensorial es una condicién frecuente y de gran impacto en la
calidad de vida de la poblacion general. Como causas frecuentes se encuentran la edad
avanzada, el ruido, determinados fAirmacos ototoxicos y los trastornos genéticos, todas
ellas con un desenlace comun, que no es mas que el dafio que producen sobre las células

ciliadas del oido interno.

En las aves y otros vertebrados no mamiferos es posible la regeneracion de células
ciliadas tras estimulacion de mitosis en células progenitoras, que llegan a diferenciarse
para cambiar su fenotipo y convertirse en nuevas células ciliadas. Desafortunadamente
esto no ocurre en los mamiferos, y se desconoce si la razén para ello es una deplecion
de progenitores de células ciliadas durante la embriogénesis o por el contrario, la
ausencia de un estimulo apropiado durante la edad adulta. Sea cual sea el motivo, esto
supone un reto en el tratamiento de los trastornos del oido interno y en la actualidad,
pese a las numerosas lineas de investigacion abiertas, no se dispone de ningln

tratamiento curativo eficaz.

Los abordajes terapéuticos en vias de investigacion pueden resumirse en los

siguientes:

1) Agentes antiapoptoticos

El estudio de la muerte celular ha generado gran interés en las ultimas dos décadas
(180). De especial importancia es la apoptosis o muerte celular activa, que induce a la
busqueda de genes que codifiquen tanto sustancias determinantes en la cascada
apoptotica como otras potencialmente inhibidoras de apoptosis. Uno de los receptores
mejor estudiados que interviene en esta cascada es el receptor Fas, un receptor
transmembrana inductor de muerte celular y presente en una gran variedad de tipos de
células (181). Otros agentes muy estudiados son los inhibidores de caspasas, que actian
como ejecutores finales de la muerte celular en la casacada de la apoptosis. Existen
trabajos que demuestran eludir la apoptosis de células ciliadas en el oido interno tras
tratamiento con cisplatino (/82). Otra sustancia muy estudiada dentro de este grupo es

la survivina, una proteina de la familia Bel-2 (183).
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2) Prevencion de muerte celular
Dentro de las sustancias investigadas para la prevencion de pérdida de células

ciliadas se encuentran en la literatura las siguientes:

a) Factores neurotroficos: una vez se ligan a su receptor especifico
activan una cascada intracelular que conduce a una o mas de sus
funciones. Entre estas funciones se incluyen sefiales necesarias para el
desarrollo, mantenimiento del estado de diferenciacion, resistencia a
dafios exogenos y regeneracion axonal. Entre los mas conocidos
encontramos el brain derived neurotrophic factor (BDNF) y la
neurotrofina-3 (NT-3) (31,184,185). Otro agente muy estudiado es el
human insulin-like growth factor 1 (IGF-1), siendo conocidas sus
actividades neuroprotectoras que mantienen el metabolismo celular,
activan el crecimiento, proliferacion y diferenciacion, y limitan la
muerte celular (186,187).

b) Agentes antioxidantes: las ROS juegan un papel importante en
muchos tejidos en respuesta a una gran variedad de dafios exogenos.
Se ha encontrado un incremento de ROS en el oido interno tras
exposicion a ruido intenso y sustancias ototoxicas, lo que anima a
pensar que algunos agentes antioxidantes puedan servir para proteger
a las células ciliadas contra dichas lesiones.

3) Reparacion de células danadas
Aunque la reparacion de células ciliadas puede ocurrir de forma espontanea, la
magnitud de esta reparacion es dificil de medir y sin embargo, urgen estudios que

busquen terapias para aumentarla.

4) Regeneracion de células ciliadas
Conceptualmente existen varios caminos para intentar la formacion de nuevas

células ciliadas en el OC:

e Aumentando las mitosis en células de soporte, consideradas como progenitoras
de células ciliadas.
e Por conversion del fenotipo de células de soporte en células ciliadas (sin

mitosis)
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e A través del implante de células madre en el OC (188).

Hasta el momento ninguno de estos abordajes es posible en el OC de mamiferos
adultos in vivo. Sin embargo, se estdn desarrollando rapidamente muchas lineas de
investigacion en este sentido, de las que las mas importantes se centran en genes que
regulan la proliferacion de progenitores de células ciliadas y la diferenciacion de células
ciliadas y células de soporte. Entre estos genes se pueden citar los genes Notch, que
parecen implicados en la regulacion de las vias de sefializacion dentro del proceso de
regeneracion de células ciliadas del oido interno (189, 190).

En el contexto de nuevos tratamientos potencialmente eficaces para la hipoacusia
neurosensorial ha suscitado un gran interés en los ultimos afios la administracion directa
de sustancias en el oido interno, tanto en la investigacion béasica como en la clinica. La
razon fundamental para ello es que, a pesar de emplear dosis mas bajas, el medicamento
que se aplica localmente puede alcanzar mayor concentracion en el oido interno que la
que se conseguiria con su administracion sistémica, consiguiéndose asi un mayor efecto
terapéutico y evitando potenciales efectos secundarios. La idea de aplicar localmente el
farmaco en el oido interno no es nueva. En la introduccion de esta tesis ya se hace
referencia a varias sustancias que desde hace décadas se estan aplicando con diferentes
objetivos en distintas situaciones en las que existe afectacion del oido interno (3,78-30).
Respecto a la ototoxicidad inducida por ruido y por farmacos, son numerosos los
trabajos de experimentacion animal que demuestran resultados prometedores con la

administracion local de sustancias a nivel del oido interno (3/-39).

Pero a pesar de disponer cada vez de mas sustancias candidatas para el tratamiento
de la hipoacusia neurosensorial, los métodos técnicos para su administracion y
conduccion hacia los d6rganos diana del oido interno precisan de un desarrollo muy

superior al que se dispone en la actualidad.

Y no es dificil entender que para la diligencia de todas estas lineas de investigacion
son también muy importantes tanto modelos animales de dafio coclear que sean
reproducibles y fiables como el desarrollo de técnicas quirurgicas que faciliten el acceso
al oido interno, generalmente dificil en los animales habituales de experimentacion. Los
protocolos para producir dafio coclear en animales de experimentacion han encontrado

limitaciones relativas a la toxicidad sistémica de los ototoxicos, a la necesidad de
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multiples inyecciones de fArmaco para producir el dafio y a la variabilidad en el tipo de

lesiones dentro del oido interno.

En la primera parte de nuestro trabajo se describen los rasgos funcionales e
histologicos de dos modelos complementarios de ototoxicidad en rata Wistar: 1) la
administracion sistémica de KAN y FUR y 2) la aplicacion directa sobre la VR de un

fragmento de gelfoam embebido con una solucién concentrada de KAN y FUR.

5.1.1 Justificacion del empleo de KAN y FUR

La mayoria de los estudios clinicos en los que se utiliza la administracion directa de
sustancias sobre la VR lo hacen con gentamicina, debido a su rapida disponibilidad
farmacolégica y a su efecto predominantemente vestibulotoxico sobre el cocleotdxico.
Sin embargo, el principal objetivo de la primera parte de este trabajo era validar un
modelo animal de dafio coclear, y por tanto, se seleccionaron inicialmente dos
sustancias con un efecto cocleotdxico predominante y bien conocido, como son la KAN
y la FUR. Ademas, la propia combinacion de estos dos ototdxicos podia incrementar el
efecto cocleotoxico, por la bien conocida potenciacion que la FUR y otros diuréticos de
asa ejercen sobre los aminoglucosidos (7197-193). Los mecanismos subyacentes a este
efecto sinérgico en la toxicidad coclear no se han aclarado hasta la fecha. Algunos
autores lo han relacionado con el dafio andxico que produce el diurético de asa a nivel
del epitelio de la estria vascular, que transformaria un potencial endococlear
normalmente positivo en otro negativo, lo que favoreceria la entrada en la endolinfa de
los aminoglucosidos, que presentan una carga positiva (97,194). Por otro lado, los
diferentes aminoglucésidos y diuréticos de asa presentan diferencias tanto
farmacoldgicas como en la sensibilidad a la ototoxicidad que inducen entre las distintas
especies animales. Esta es por ejemplo la justificacion que emplean Abbas y Rivolta
(195) para no producir dafio ototdxico en jerbos tras la combinaciéon de KAN con
bumetanida, y si tras la combinacion de KAN con FUR, cuando se conoce que la
bumetanida empleada con fines de potenciar el efecto de los aminoglucésidos tiene un
efecto mucho mayor que el de la FUR (796). Las diferencias en la ototoxicidad entre los

distintos antibioticos aminoglucosidos pueden apreciarse también en el trabajo de
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Murillo-Cuesta et al., que compara los efectos del tratamiento sistémico con cuatro

aminoglucoésidos diferentes en dos cepas de ratéon (171).

A nivel coclear, los aminoglucésidos producen inicialmente el dafio en las CCE del
OC, comenzando por la region basal de la coclea y extendiéndose posteriormente el
dafio hacia las regiones medias y apicales. Habitualmente, las CCI y las células de
soporte se afectan en menor grado, lo que ha tratado de explicarse por diferencias en la
expresion celular de determinados factores como el factor nuclear kB (NFkB) y en los

niveles de GSH (797).

La KAN pertenece al grupo de los aminoglucdsidos, y se conocen bien sus efectos
ototoxicos y nefrotoxicos en la practica clinica. El mecanismo mdas destacado de
ototoxicidad por aminoglucosidos esta relacionado con las ROS y el dafo que éstas
producen a nivel del oido interno (/98). De todos los aminoglucosidos, la KAN,
utilizada sola o en combinaciéon con diuréticos de asa, es la que mejor perfil
bibliografico presenta (36,106,194,197,199-203), y es por lo que se eligid6 para

comenzar el disefo de nuestro trabajo.

La FUR pertenece al grupo de los diuréticos de asa, también con potencial
ototdxico, aunque en este caso el dafno es casi siempre reversible. La administracion
sistémica o intracoclear de FUR induce cambios rapidamente reversibles en las
respuestas a determinados estimulos, incluidas las respuestas de receptores celulares, las
del nervio auditivo (204) y las que producen cambios en la vibracién de la membrana
basilar (96). Se acepta que el mecanismo de accion de la FUR a nivel de la coclea se
produce en dos niveles principales, la estria vascular y las células ciliadas, aunque se
cree que el efecto ototoxico predominante se debe a la interferencia con la funcion de la
estria vascular, lo que provocaria una disminuciéon del potencial endococlear. Con
respecto a las CCE, parece ser que los diuréticos de asa pueden alterar directamente su

motilidad intrinseca (205).
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5.1.2 Administracion sistémica de KAN y FUR

En nuestro experimento con ratas Wistar se demostré que una inyeccion Unica de
KAN subcutanea (400 mg/kg) y FUR intravenosa (100 mg/kg) producia una sordera
profunda asociada a un importante dafio coclear, con destruccion de CCE e internas y
disminucion importante de la densidad de NGE. Estos resultados coinciden con los de
otros trabajos que emplean cobayas, ratones suizos y ratones CBA / Caj, en los que la
administracion sistémica de estas dos sustancias de forma combinada produce también
una hipoacusia profunda asociada a una degeneracion bilateral y simétrica del epitelio
sensorial de la coéclea, seguida de una degeneracion de las neuronas cocleares

(169,170,191-193,206,207).

La aplicacion sistémica de KAN de forma aislada ha demostrado potencial
ototoxico en varios modelos animales (106,201-203), sin embargo, a diferencia de
nuestro modelo, en el que es necesaria una Unica dosis de KAN y FUR, en todos los
otros se requieren generalmente regimenes de larga duracion con elevadas dosis del
farmaco que influyen de manera determinante en la toxicidad para el animal. Esto es
mas relevante en ratones adultos, en los que su conocida resistencia a los
aminoglucosidos exige tipicamente dosis muy altas cercanas a la dosis letal para generar
ototoxicidad. Murillo-Cuesta et al. (171) publicaron recientemente un protocolo en
ratones C57BL y 6JOlaHsd basado en la administracion intramuscular de 800
mg/kg/12h de KAN durante 15 dias y lo compararon con otros regimenes de
administracion y con otros aminoglucosidos, demostrando un empeoramiento
significativo de la funcion auditiva asociado a un importante dafio coclear con una

disminucién de la toxicidad y de la mortalidad.

En nuestro trabajo, los umbrales ABR tras una dosis unica de KAN y FUR en
respuesta a tonos puros de 4 a 40 KHz mostraron un incremento estadisticamente
significativo en todas las frecuencias con mayor afectacion de las frecuencias agudas, lo
que refleja un dafio en todas las regiones de la coclea, aunque algo mayor en las
regiones basales. Esto coincide con el patrén mas referido en la literatura de dafio
ototdxico por aminoglucosidos, con una afectacion decreciente desde la base hasta el
apex (208). Se produjo ademds un incremento de la latencia de la onda I de

aproximadamente 0,25 ms, y consecuentemente un incremento de las latencias en el
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resto de las ondas, desde la IT a la V, lo que podria reflejar tanto un mal funcionamiento
de las células ciliadas como una actividad inadecuada en la via neurologica auditiva. Sin
embargo, las latencias interpico no se modificaron, lo que sugiere un dafo restringido a

la coclea.

Los cambios histologicos en nuestro experimento se correlacionaron con los
funcionales, produciéndose una afectacion en todas las regiones de la coclea, aunque

algo mayor en las regiones basales.

Versnel et al. (169) observaron una pérdida mayor de CCE que de CCI a nivel de la
espira basal tras la administracion sistémica de KAN y FUR en cobayas, con una
supervivencia creciente de las externas hacia las espiras mas apicales. Hirose y Sato
(192) observaron una pérdida completa de CCE en la espira basal y en la media tras la
administracion sistémica de KAN y FUR en ratones, mientras que en la espira apical la
pérdida fue sélo del 60%. Respecto a las CCI, estos mismos autores comprobaron que
se conservaban en todas las regiones de la coclea salvo en la porcién mas proximal de la
espira basal, donde se produjo una pérdida consistente de ellas. Los hallazgos de Hirose
y Sato son superponibles a los de Janssen et al. (197) y a los de Xiong et al. (193), que
emplean en ambos casos ratones como animales de experimentacion. La mayor
susceptibilidad de las CCE respecto a las CCI puede estar relacionada con varios
mecanismos. Algunos trabajos la relacionan con la penetracion del ototdxico en la
célula a través de los canales de transduccion, siendo estos canales de mayor tamafio en
la CCE que en la interna y permitiendo por tanto una mayor entrada de farmaco en la
primera (179). Con respecto a la mayor labilidad de las CCE en la espira basal que en
las otras regiones cocleares, podria estar relacionada con varios mecanismos. Algunas
publicaciones la justifican por una menor concentraciéon de GSH a nivel de la region de
CCE en la espira basal en comparacion con la region apical, siendo mas vulnerables a

los radicales libres las CCE basales (178) (fig. 49).
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Figura 49. Ejemplo representativo de la mayor afectacion de CCE en la espira basal que en la espira
apical. En la parte superior se aprecia la conservacion de las tres hileras de CCE y la hilera de CCI tanto en la
escala basal (A) como en la escala apical (B) en ratones CBA tratados con suero salino. La parte inferior representa
el OC de ratones CBA tratados con KAN (700mg/kg/dia/2 dosis diarias/15 dias) sistémica, apreciandose una
pérdida casi completa de CCE en la escala basal (C), mientras se conservan gran parte de las mismas en la escala
apical (D). Tomado de: Wu W.J et al. Hear Res 2001,158:165-78.

En nuestro modelo, como ya se ha mencionado, los cambios histologicos fueron
también severos y mas relevantes en la espira basal de la coclea, donde se observo una
pérdida completa tanto de CCE, comparable a los trabajos mencionados, como de CCI,
siendo por tanto la pérdida de estas ultimas mas importante que en los otros trabajos
publicados. La mayor pérdida de CCI en nuestro experimento podria explicarse por el
uso de la rata como animal de experimentacion, en comparacion con los otros trabajos,
que emplean el ratdon, conociéndose bien que existe una mayor resistencia a la
ototoxicidad inducida por aminoglucosidos en ratones adultos que en otros roedores
(199,209,210). En las espiras media y apical los cambios fueron menos relevantes que
en la espira basal, y variaban desde la pérdida parcial aislada de CCE a la pérdida de

CCE e internas.

Los resultados de nuestro estudio histologico mostraron también un colapso
completo del tinel de Corti y una disminucidon de la densidad neuronal a nivel del
ganglio espiral, de forma mas relevante en la espira basal de la coclea. La degeneracion
de neuronas en el ganglio espiral ha sido extensamente investigada en la ototoxicidad
inducida por aminoglucésidos (2/1-215) y generalmente todos los estudios resaltan la

importancia del soporte tréfico de las CCI para la supervivencia de estas neuronas. De
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esta manera, se considera que la degeneracion neuronal seria secundaria a la pérdida de
CCl y de las terminaciones nerviosas aferentes, no existiendo practicamente nunca esta
degeneracion neuronal en pequefios mamiferos en presencia de CCI. Esto se
correlaciona con nuestros hallazgos, donde la disminucion de NGE también se
acompafiaba de la pérdida completa de CCI. Abbas y Rivolta (795) han descrito, sin
embargo, muy recientemente un modelo animal con jerbos de Mongolia en el que la
pérdida de NGE es muy pequefia o inexistente incluso varios meses después de la
degeneracion de CCI tras administracion sistémica de KAN y FUR, lo que contrasta con
la rdpida degeneracion neuronal secundaria que se produce en ratas, ratones y otros
pequeiios mamiferos. Los autores proponen éste como un buen modelo animal de dafo
ototoxico para estudiar la pérdida de células y regeneracion. En el otro sentido,
encontramos publicaciones recientes que demuestran la degeneracion de NGE sin que
exista lesion en las CCI y que dan mucha importancia a las células de sostén en la

supervivencia neuronal dentro del oido interno (276).

A pesar de representar un modelo de dafio coclear reproducible y fiable, no se
puede obviar en nuestro experimento la morbimortalidad asociada tanto a las elevadas
dosis que se requieren de estas sustancias ototoxicas para su administracion por via
sistémica como a la propia via de administracién. Sin embargo, a diferencia de otros
modelos que emplean s6lo un aminoglucésido con regimenes prolongados de
administracion (106,201-203), el que se presenta solo se requiere una dosis sistémica
para generar ototoxicidad, lo que légicamente repercute de forma positiva en la
toxicidad para el animal. Tampoco se puede obviar el dano bilateral que produce la
administracion sistémica de estos ototoxicos, a diferencia de la administracion local,
que lo produce Unicamente en el oido implicado, dejando el contralateral como control

intra-animal.

Otra circunstancia a debatir en este modelo es la posible reversibilidad del dafo en
las células ciliadas a medio plazo y la aceptacion de cierta variabilidad en el dafio
funcional entre los distintos animales e incluso dentro del mismo animal. Por motivos
tanto metodoldgicos como logisticos, nosotros analizamos la respuesta ABR una
semana después de la administracion sistémica de KAN y FUR. Sin embargo, no
podemos describir los resultados en periodos mas cercanos o alejados de Ia

administracion. Y existen trabajos como el de Nourski et al. (2/7) donde encontraron
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que 12 horas tras la administracion sistémica de KAN y 4cido etacrinico, 4 de 6 cobayas
presentaban un importante aumento del umbral mientras que las 2 restantes mostraban
unos umbrales cercanos a la normalidad. Como ejemplo de la posible variabilidad
intraindividual y posible reversibilidad del dafio se puede mencionar el trabajo de Aran
y Darrouzet (218), que demostraron la recuperacion de una pérdida de 40 dBgpL en la
segunda semana tras tratamiento con KAN. Y aunque en este caso no se emplean
aminoglucosidos ni diuréticos, otro ejemplo en referencia a lo anterior es el trabajo de
Klis et al. (219), que encontraron una recuperacion sustancial de la audicion en periodos
mayores de 3 semanas tras la finalizacion de un tratamiento prolongado con cisplatino.
La explicacion de esta recuperacion tardia no estd aun aclarada. Aran y Darrouzet (218)
lo justifican por el aclaramiento coclear de KAN, cuyo mecanismo de accidon se
relaciona con una alteracion de la estria vascular que perturba el potencial endococlear y
por tanto la funcién de las células ciliadas. Al disminuir la concentracion intracoclear de
KAN, la recuperacién del potencial endococlear mejoraria la funcion de las células

sensoriales supervivientes, lo que podria explicar la recuperacion del umbral.

Independientemente de la causa, esta recuperacion tardia tiene implicaciones en los
trabajos experimentales. Asi, este modelo de ototoxicidad puede no ser 1til cuando se
requiera un dafo severo con pérdida completa del epitelio sensorial de la coclea, y mas
si entre los criterios de inclusion se considera s6lo el cambio de umbral antes o a los 7
dias del tratamiento ototoxico. En su lugar, deberian considerarse como criterios de
inclusion las variaciones de umbral producidas al menos 2 semanas después de la
administracion o incluso el propio estudio histolégico del OC que demuestre la pérdida
completa de células ciliadas. Por ultimo, y en particular en experimentos cuyo objetivo
sea la reparacion de algun dafio en las células ciliadas, siempre debe tenerse en cuenta
esta posibilidad de una recuperacion espontanea y por tanto no relacionada con el

tratamiento.

5.1.3 Administracion local de KAN y FUR

Tras haber demostrado en la fase inicial un efecto cocleotdxico en ratas Wistar tras
la administracion sistémica de KAN y FUR, se procedidé a explorar el potencial

ototoxico de la administracion local sobre la VR de un fragmento de gelfoam embebido
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con una solucion concentrada de una combinacion de estas mismas sustancias. Y este
modelo experimental de dafo coclear en rata Wistar es el que, una vez validado, serviria
para estudiar el efecto protector de la combinacion de antioxidantes administrados por

via intraperitoneal.

5.1.3.1 Eleccion del animal de experimentacion

Entre los animales de experimentaciéon mas frecuentemente empleados como
modelos de dafio coclear inducido por ototdxicos se encuentran roedores como la
cobaya y la chinchilla (220,221). Un motivo para ello es el tamafio y las caracteristicas
anatomicas de estas especies, que hacen mas facil el acceso quirtrgico a la coclea. En
nuestro experimento se ha utilizado como modelo animal la rata Wistar, que a pesar de
sus limitaciones para el abordaje comparadas con las de otras especies, presenta un
genoma bien secuenciado y muestra importantes similitudes anatomicas y fisioldgicas
con los humanos. El conocimiento detallado de la anatomia del oido medio en el animal
de experimentacion es imprescindible para evitar dafios colaterales ajenos a la sustancia
estudiada, y en ratas, aunque escasas, existen algunas publicaciones al respecto

(222,223) (fig. 50).

Figura 50. Representacion esquematica del acceso al oido medio y de su anatomia en una rata Wistar. A:
Incision de abordaje retroauricular para el acceso al oido medio. B: Tras disecar los colgajos y exponer la
musculatura cervical puede apreciarse el nervio facial (FN) que discurre por encima de la bulla timpanica (B) y
anteriormente a la glandula parétida (P). C: Tras apertura de la bulla timpanica se expone el promontorio de la
coclea (C) y, en intima relacion con el mismo, la arteria carétida interna (IC), que en esta localizacion se denomina
también arteria estapedial y discurre entre las dos cruras del estribo. Puede visualizarse también el tendon del
musculo del estribo (STm). Los huesecillos timpanicos no se aprecian todavia por su localizacién superior y
profunda a los tejidos blandos del conducto auditivo externo. D: Tras eliminar las partes blandas del conducto
auditivo externo y la membrana timpédnica puede apreciarse la cadena de huesecillos intacta. Sm: musculo
esternocleidomastoideo. Tm: musculo temporal. B: bulla timpdnica. FN: nervio facial. C: coclea. STm: misculo
del estribo. IC: arteria cardtida interna. M: martillo. I: incus. TT: tendon tensor del timpano. Tomado de:
Judkins RF et al. Otolaryngol Head Neck Surg 1997;117:438—47.
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Como se ha mencionado, las similitudes anatomicas entre el oido de la rata y el
oido humano son considerables. Sin embargo, existen también diferencias importantes.
Asi, la bulla timpanica se presenta en la rata como una gran camara de aire abierta sin
trabeculaciones Oseas, que reemplaza las celdas aéreas mastoideas del humano. La
pared lateral de la bulla est4 constituida por la membrana timpénica, que es mas delgada
y proporcionalmente de mayor tamafio cuando se compara con la humana. Los
huesecillos son pequefios y estan casi ocultos en el epitimpano, localizdndose superior y
profundamente a las partes blandas del conducto auditivo externo, lo que impide verlos
en muchas ocasiones durante el abordaje quirtrgico. La coclea se situa en la pared
medial de la bulla y contiene sélo 1,5 espiras, comparadas con las 2,5 — 2,75 que
presenta la humana. En contraste con la del hombre, la arteria estapedial, una rama de la
arteria cardtida interna, persiste en el oido medio de la rata, siendo generalmente un
vaso anastomosante entre las arterias cardtida externa e interna con multiples
variaciones en su recorrido. En la rata esta arteria suele penetrar en el oido medio a
través de la fisura petrotimpdnica, en la vertiente inferomedial de la bulla. Contintia por
un semicanal en la pared medial de la cavidad timpanica cubierta por mucosa del oido
medio, sobre el nicho de la VR y finalmente discurre de posterior a superior entre las
dos cruras del estribo. Es importante tener en cuenta que la lesion de esta arteria durante

la cirugia desencadena generalmente la muerte del animal.

5.1.3.2 Eleccion del abordaje quirurgico

Teniendo en cuenta las consideraciones anatomicas referidas, un asunto importante
era la forma de acceder a la bulla timpénica en la rata para exponer las estructuras que
dan acceso al oido interno. El abordaje retroauricular es el mas frecuentemente
empleado en cobayas para este proposito (224,225). Este abordaje resulta muy dificil en
la rata, debido a su menor tamafio y a la posicion de la bulla timpanica, mas profunda en
este animal. Ademas, el abordaje retroauricular es un abordaje complejo, lento y
asociado frecuentemente a lesiones del nervio facial, sobre todo en la rata, donde este
nervio presenta una localizacion mas superficial y anterorostral que en la cobaya y en el
hombre. Es importante resaltar la gran repercusion que la lesion del nervio facial puede

tener en la morbimortalidad del animal durante el periodo postoperatorio,
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fundamentalmente por las dificultades que provoca en la alimentacion y por las

complicaciones oculares asociadas.

Por todo ello, para acceder a la ventana redonda y a la coclea, en nuestro modelo se
decidio emplear un abordaje quirurgico ventral a través del cuello, adoptando como
guias algunas publicaciones ya existentes sobre el mismo (765,166,226,227). Entre las
ventajas de este abordaje destacan su escasa morbilidad y mortalidad, su seguridad, su
rapidez y facilidad en la ejecucion y la posibilidad de una vision directa del nicho de la
VR, lo que dificilmente se consigue con el abordaje retroauricular. Una de las virtudes

de esta vision directa es el control constante de la arteria estapedial, evitando por tanto

su lesion durante la cirugia (fig. 51).

Figura 51. A: Tras realizar la apertura de la bulla timpénica (BT) se aprecia perfectamente el nicho de la VR
(NVR) en estrecha relacion con la arteria estapedial. B: Macrofotografia de la imagen anterior donde se aprecian
claramente la ventana oval (VO), la arteria estapedial (AE) discurriendo entre las dos cruras del estribo (E) y el
nicho de la ventana redonda.

El hecho de que los huesecillos se alberguen practicamente en el epitimpano hace
dificil su lesion durante el abordaje ventral, aunque por su pequefio tamafio (cuatro
veces menor en la rata que en el hombre) estos huesecillos deben manipularse con
extremo cuidado durante la cirugia. Todas estas ventajas no eluden algunas
consideraciones a tener en cuenta con el abordaje ventral. Asi, la diseccion en el cuello
debe ser cuidadosa, evitando presiones excesivas o movimientos violentos del
instrumental que puedan dafiar vasos superficiales como la arteria facial anterior o vasos

de mayor calibre como las arterias cardtidas externa e interna, que estan protegidas por
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los musculos del cuello durante el abordaje. Por tltimo, el uso de retractores durante la
cirugia puede producir la compresion del nervio recurrente laringeo, localizado
posterolateralmente a la traquea en la rata. La lesion unilateral de este nervio suele ser
bien tolerada, y es la que en nuestro experimento podriamos producir, ya que realizamos
el abordaje en un tnico lado del cuello. Sin embargo, en algunos casos puede provocar
cambios cardiorrespiratorios que pueden desencadenar la muerte del animal, lo que no

hemos experimentado en ningln caso.

5.1.3.3 Transferencia de los ototoxicos al oido interno

Una vez expuestas las estructuras que dan acceso al oido interno se debia decidir la
forma de transferir los ototoxicos al espacio intracoclear. Dentro de los abordajes mas
referidos en la literatura para hacer llegar las sustancias al interior de la coclea en
modelos animales se encuentran la aplicacion transtimpanica, la inyeccion directa a
través de la membrana de la VR y la infusion intracoclear a través de una cocleostomia,

con o sin el empleo de sistemas de infusion con minibombas osmoticas.

En el caso de la aplicacion transtimpanica, la principal limitacion es la incapacidad
para predecir la cantidad de sustancia que va a alcanzar el oido interno, lo que esta
condicionado por diversas variables. La primera variable es la cantidad de sustancia que
contacta con la membrana de la VR, la cual da entrada a la escala timpanica y
representa el principal sitio de absorcidn y acceso al oido interno. Son menos
importantes para este cometido la ventana oval, el ligamento anular y los vasos
linfaticos (228). Desde hace tiempo existen publicaciones que apoyan este argumento,
como la de Kimura et al. (229), quienes demostraron un menor dafio tras administracion
local de ototoxicos cuando se obstruia parcialmente con grasa la membrana de la VR.
La segunda variable es la duracion del contacto de la sustancia con la membrana de la
VR, lo que puede estar condicionado por la funcién de la trompa de Eustaquio y por la
absorcion a través de la mucosa del oido medio. Y la tercera variable es la tasa de
absorcion de la sustancia a través de la membrana de la VR, que a su vez puede verse
afectada por otras circunstancias, dependientes tanto de la propia sustancia como de las

caracteristicas especificas de la membrana.
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Los otros dos abordajes mas conocidos para introducir sustancias dentro del oido
interno son la inyeccion directa a través de la membrana de la VR y la infusién
intracoclear a través de una cocleostomia, los cuales se han asociado a problemas
relacionados con el trauma quirargico, la inflamacion y el dafio funcional auditivo

(65,76).

Basandonos en estas premisas, en nuestro experimento se decidié como punto de
partida emplear un vehiculo que contuviera la mezcla de ototoxicos y que pudiera
colocarse directamente sobre la membrana de la VR, promoviendo asi una mayor
concentracion de sustancia a nivel de la ventana y una mayor duracion del contacto con
la membrana. El vehiculo elegido fue el gelfoam, una esponja estéril de gelatina natural
reabsorbible utilizada en la practica clinica como hemostatico local. Existen muchas
publicaciones que han demostrado la eficacia de este vehiculo para la transferencia de
sustancias al oido interno (226,227,230). En algunas de ellas se describe un efecto
ototdxico dosis-dependiente tras administrar la sustancia embebida con gelfoam sobre la
VR vy dicho efecto no parece depender del tiempo de exposicion, aunque éste no es
inferior a 5 dias en la mayoria de los experimentos (226,230). Sheppard et al. (226)
apreciaron una ausencia del efecto ototdxico cuando aplicaban gelfoam con gentamicina
sobre la VR durante so6lo 30 minutos. Estos autores han relacionado también el efecto
con la proximidad del gelfoam a la VR. Los hallazgos histologicos relativos a cambios
inflamatorios en el oido medio que encontraron Huang et al. (23/) al comparar el
gelfoam con el NasoPore®, una espuma de poliuretano biodegradable sintético
producido por un proceso de liofilizacion que también se emplea con fines
hemostaticos, confirman para el primero un mayor grado de fibrosis, proliferacion
vascular, engrosamiento de la membrana timpanica y un mayor nimero de células
inflamatorias. Estos autores no encontraron sin embargo cambios funcionales
significativos ni con uno ni con el otro material cuando éstos se situaron sobre la VR.
Hallazgos parecidos a los de Huang et al. en relacion a los cambios inflamatorios en la
mucosa del oido medio tras el empleo de gelfoam se encuentran en los trabajos de
Hellstrom e al. (232), Doyle-Kelly (233), Liening et al. (234), Bahadir et al. (235) y
Park et al. (236).

Como ya se ha descrito, en nuestro trabajo se demostr6 a través de estudio con

ABR que este abordaje no alteraba la funcion auditiva ni se asociaba a complicaciones
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quirtrgicas relevantes, hallazgos que se correlacionaron con el estudio histoldgico y que
coinciden con los de otros experimentos que también emplean algin vehiculo

emplazado sobre la membrana de la VR (33,34,217,227,230,237).

Basandonos en estos precedentes, en nuestro experimento se empled el gelfoam
embebido con una solucioén altamente concentrada de KAN (200 mg/ml) y FUR (50
mg/ml) aplicado directamente sobre la membrana de la VR, no siendo la duracion del
contacto inferior a 7 dias en ningun caso. El reciente experimento de Abbas y Rivolta
(195) aplica sobre la VR el gelfoam embebido con una solucion de KAN (500 mg/kg) y
bumetanida (50 mg/kg) sin que se produzca dafio a nivel de las células ciliadas ni
elevacion significativa del umbral ABR. A pesar de ello, estos autores no especifican la
concentracion de la solucion de la mezcla ni el volumen embebido en el gelfoam. Y sin
embargo, cuando utilizan con el gelfoam una mezcla de KAN (500 mg/kg) y FUR (100
mg/kg) demuestran tanto un incremento considerable del umbral ABR (40 — 50 dBgpy)
en todas las frecuencias como un importante dafio celular a nivel coclear. Tampoco en
este caso especifican la concentracion de la solucion ni el volumen empleado, pero se
pueden intuir concentraciones elevadas de la solucion si se compara la dosis inicial
empleada en este experimento (500 mg/kg de KAN y 100 mg/kg de FUR) con la nuestra
(20 mg/kg de KAN y 5 mg/kg de FUR). En nuestro caso, esta dosis inicial se calculod
sobre el 5 — 10% de la dosis sistémica mas empleada de estos farmacos en otras
publicaciones, pero, teniendo en cuenta el pequefio volumen de la bulla timpéanica en
ratas, se prepard especificamente para este experimento una solucion altamente
concentrada de KAN (200 mg/ml) y FUR (50 mg/ml) que permitiera embeber el

gelfoam en un pequefio volumen de esta solucion (50ul).

5.1.3.4 Farmacocinética de los ototoxicos dentro del oido interno

Entre los aspectos criticables de nuestro modelo se encuentra el desconocimiento de
la farmacocinética de los ototoxicos dentro del oido interno, siendo éste uno de los
grandes retos en los modelos experimentales. Los procesos principalmente implicados
en la farmacocinética de una sustancia dentro del oido interno son la tasa de
transferencia a través de la membrana de la VR, la distribucion de la sustancia por el

espacio del oido interno (mediada fundamentalmente por difusion simple) y la

142



DISCUSION

depuracion de la sustancia desde el propio oido interno. Es facil entender la dificultad
que entrafia el detallado entendimiento del conjunto de estos procesos en los estudios
experimentales cuando se trabaja con distancias geométricas tan pequenas y cuando el
acceso quirtrgico al oido interno es dificil en muchas de las especies animales. Bien es
verdad que, como ya se menciond en la introduccion de esta tesis, se estdn desarrollando
nuevas técnicas de muestreo que se combinan con métodos cuantitativos para la
interpretacion de resultados (76,17) e incluso programas informaticos capaces de
simular la distribucion de sustancias dentro del oido interno (6). Todos estos avances
estan ayudando a establecer los principios basicos de la distribucion de sustancias
dentro del oido interno y sin embargo no eluden la dificultad para utilizar estos
principios en estudios experimentales similares de aplicacion clinica en seres humanos,
lo que depende principalmente de dos factores: la importante diferencia en el volumen
de perilinfa entre modelos animales y humanos, y el importante papel que juega la
contaminacion de liquido cefalorraquideo en las muestras de perilinfa, ya que cuando
¢éstas se extraen en los estudios experimentales, el volumen extraido se repone por
liquido cefalorraquideo que entra a través del acueducto coclear y por tanto contamina

la perilinfa.

Por tanto, la cantidad de sustancia y su distribucion dentro del oido interno reciben
escasa consideracion no solo en nuestro trabajo, sino en la mayoria de los estudios
experimentales publicados. Los resultados obtenidos en nuestro modelo sugieren un
facil y rapido acceso de los ototdxicos al interior de la coclea, con un posible mayor
efecto sobre las regiones de la espira basal y menor afectacion de las zonas apicales, en
las que las CCI y el tinel de Corti permanecen intactos en algunos animales. Esto
podria explicar también la afectacion funcional algo mayor en las frecuencias medias y
altas que en las mdas bajas que refleja el audiograma y se podria justificar por la
proximidad de la espira basal a la VR, lugar donde se aplicaron los ototdxicos. No
obstante, también hay que tener en cuenta tanto la asuncion en muchos experimentos de
una mayor susceptibilidad de las CCE en la region basal (178,179) (fig. 52) como los
llamados gradientes de concentracion basal-apical, que dificultan el acceso de las
sustancias a las regiones apicales de la céclea impidiendo por tanto el efecto de estas

sustancias sobre las células de estas regiones (517).
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Figura 52. Ejemplo representativo del patron de daiio celular en el
oido interno tras administracion local de aminoglucdsidos. Las
figuras representan imagenes con microscopio electronico del OC de un
raton tras aplicar sobre la VR gelfoam embebido con gentamicina, con
una susceptibilidad decreciente de las CCE desde la base hasta el apex.
a: Ausencia casi completa de CCE con fusion de los estereocilios de
algunas CCI. b: En la espira media se conservan algunas CCE. ¢: En el
apex se conservan tanto las CCE como las CCI. RW: ventana redonda.
OW: ventana oval. Escala de barras en a, b, c = Sum. Tomado de:
Heydt JL et al. Hear Res. 2004;192(1-2):65-74.

Por lo tanto, todas estas son suposiciones derivadas de la combinacién de datos
histolégicos con datos funcionales y sin embargo, la verdadera distribucion de las
sustancias ototdxicas en el interior de la coclea no podemos conocerla con exactitud en

este modelo.

A pesar de estas justificaciones, los esfuerzos por entender y conocer mejor la
distribucion de farmacos por el oido interno en los estudios de experimentacion deben
continuar, sobre todo por la gran repercusion que ello tendra en agilizar y acelerar los
avances que permitan enfrentarse a los numerosos desafios que nos presentan los

métodos técnicos de administracion directa de sustancias en el oido interno. Uno de
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estos desafios, que parece también reflejarse en nuestro trabajo y que acaba de aludirse,
consiste en la dificultad que tienen las sustancias para alcanzar las regiones apicales de
la coclea, condicionado principalmente porque éstas se distribuyen por los liquidos
intracocleares a través de un mecanismo de difusion simple, adquiriendo por tanto los
gradientes de concentracion basal — apical una gran relevancia. Esto permite también
entender la importancia del modelo animal que se emplee en los estudios, que va a
determinar la longitud de las escalas de la céclea y el volumen del oido interno, ambos
de vital importancia en el transporte de una sustancia gobernado por difusion simple. A
mayor longitud de las espiras y mayor volumen intracoclear, mayores seran los
gradientes de concentracion basal — apical. Asi, la misma concentracion de una
determinada sustancia aplicada sobre la membrana de la ventana redonda alcanzara mas

facilmente el apex coclear en un raton que en un hombre.

5.1.3.5 Resultados funcionales y cambios histolégicos

El primer paso para estudiar el modelo de administracioén local de los ototdxicos
consistia en poder demostrar que ni el abordaje quirurgico ni la colocacion del gelfoam

sobre la membrana de la VR perturbaban la audicion, aunque fuese minimamente.

Los umbrales ABR 1 semana tras la realizacion tnica de la bullostomia en la rata
fueron similares a los umbrales basales, tanto en respuesta a estimulacion con clicks
como en respuesta a estimulacion con tonos puros en el rango de 4 a 40 kHz. Tampoco
se alteraron significativamente otros parametros como las latencias pico o las latencias
interpico, ni se registraron cambios importantes en la morfologia del 6érgano de Corti o

del ganglio espiral.

De forma similar, no se encontraron diferencias en estos parametros entre las ratas
control y aquéllas a las que se colocd tinicamente el gelfoam sobre la membrana de la

VR.

Estos hallazgos permitian atribuir los cambios funcionales, si éstos se produjesen,

exclusivamente al efecto de la mezcla ototoxica, y no a la técnica quirargica.

Como ya se ha comentado anteriormente, entre las ventajas de este método sobre el

modelo de administracion sistémica se encuentra la restriccion del dafio exclusivamente

145



DISCUSION

a un oido, dejando el oido contralateral como posible control intraanimal, lo que se

pudo comprobar también con los resultados del ABR.

Y aunque, como también se ha descrito ya, no podemos conocer con este modelo la
farmacocinética de los ototoxicos dentro del oido interno, los resultados obtenidos
sugieren que la mezcla de KAN y FUR accede rapida y facilmente al interior de la
coclea, ya que el incremento del umbral tras la aplicacion del gelfoam embebido con los
ototoxicos fue muy significativo, de aproximadamente 30 dBspr, siendo el umbral basal
32 + 3 dBgpr y el postquirurgico 63 + 12 dBspr. Este incremento se produjo ademas en
todas las frecuencias del audiograma, aunque fue algo mas evidente en las frecuencias
medias y altas. Estos resultados reflejan un dafio en todas las regiones de la céclea,
aunque algo mayor en las regiones basales, lo que sugiere una mayor afectacion de las
espiras basales de la coclea que de las espiras medias y apicales. Esto también podria
correlacionarse con los hallazgos histoldgicos que se encontraron en las zonas apicales
de la cdclea, con una degeneracion menos llamativa en algunos animales, los cuales
presentaban una pérdida exclusiva de CCE, permaneciendo intactos las CCI y el tinel
de Corti. Por el contrario, las espiras basales presentaban en todos los animales una
degeneracion severa con ausencia completa tanto de CCE como internas y colapso

completo del tinel de Corti.

Nuestros resultados son superponibles a los de los escasos experimentos publicados
que emplean igualmente el gelfoam con KAN y FUR, como el de Abbas y Rivolta
(195), que demuestran un incremento del umbral ABR a las 2 semanas tras estimulacion
con clicks de 40 — 50 dBgpr, del mismo modo que un incremento significativo en todas
las frecuencias estudiadas (6 — 38 kHz) tras estimulacion con tonos puros, aunque
también en su caso algo mayor en frecuencias medias y altas. Huang et al. (231)
reportan un incremento estadisticamente significativo en cobayas de 30 — 40 dBgpr en 8,
16 y 24 kHz a los 3 meses de la aplicacion sobre la VR del gelfoam embebido con KAN
y FUR. Estos autores comprueban la ausencia de material reabsorbible en el oido medio
tras sacrificar a los animales a los 3 meses de su aplicacion sobre la membrana de la
VR, lo que confirma la reabsorcion completa de este material. Respecto a la pérdida de
células ciliadas, comprueban también una pérdida completa tanto de CCE como de CCI

en la espira basal. Esta pérdida va decreciendo a mayor distancia de la base y menor del
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apex, aunque, como en nuestro trabajo, siendo siempre mayor en este caso la pérdida de

CCE que la de CCI.

En nuestro estudio histologico se comprobd también que los animales con menor
pérdida de CCI (lo que unicamente se comprobd en las espiras media y apical de
algunas ratas) presentaban menos afectaciéon de la densidad neuronal en el ganglio
espiral. Como ya se ha comentado en un apartado previo, la degeneracion de las NGE
tras administraciéon de aminoglucosidos se ha estudiado ya ampliamente (2/1-215) y
generalmente se acepta que se produce de forma secundaria a la pérdida de CCI y de
fibras nerviosas aferentes, dado que casi nunca se ha observado la pérdida de NGE sin
afectacion de CCI. Por tanto, la correlacion en nuestro trabajo entre la afectacion de CCI
y la densidad celular a nivel de ganglio espiral es congruente con lo descrito en la
literatura. Se han descrito varios mecanismos que podrian influir en la degeneracion de
las NGE, como la ausencia de soporte neurotrofico, la disminucion de la actividad
neuronal y la excitotoxicidad por glutamato. El tiempo en el que se produce esta
degeneracion es también variable en las distintas publicaciones y depende no sélo de la
especie animal, sino también del método de ototoxicidad y dosis empleadas de fArmacos
ototoxicos. Por ejemplo, en cobayas se encuentran periodos de entre 2 y 3 semanas
hasta la degeneracion neuronal tras inyeccion intracoclear de gentamicina (238). En la
primera fase de nuestro experimento, las ratas se sacrificaron a las dos semanas desde el

inicio.

En resumen, la aplicacion sobre la VR de un fragmento de gelfoam embebido con
una solucion altamente concentrada de KAN y FUR produce una hipoacusia de
moderada a severa con pérdida de CCE e internas de forma evidente en la espira basal y
en algunos casos con menor pérdida de CCI en las espiras media y apical. Por el
contrario, la administracion sistémica de KAN y FUR produce una sordera profunda
asociada a alteraciones severas histologicas a nivel coclear, con pérdida completa de las
células ciliadas del OC, lo que podria suponer un escollo para estudios que pretendan
demostrar el efecto de determinados farmacos en los fendémenos de reparacion celular.
La afectacion més comedida con el modelo de administracion local de los ototdxicos
podria ofrecer mas oportunidades para la reparacion celular y por tanto proporcionar un
escenario mas favorable para el estudio de farmacos con potencial de recuperacion

funcional auditiva. Ademas, el dafio tisular subtotal puede permitir, a diferencia del
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dafio total, obtener informacion molecular y celular procedente de los tejidos adyacentes

a las areas dafadas, informacion que en muchas ocasiones puede ser muy importante.

5.2 Determinacion del potencial otoprotector de la administracion

intraperitoneal de RESV y NAC

Hasta la fecha, los resultados de muchos trabajos con modelos animales sugieren
que el tratamiento con antioxidantes ofrece un abordaje potencialmente eficaz para
disminuir la ototoxicidad inducida por los aminoglucdsidos y otros farmacos ototdxicos
(239-242). En la segunda fase de nuestro experimento se investigd el efecto protector de
una combinacion de dos antioxidantes, el RESV y la NAC, frente a la ototoxicidad
inducida tras la administracion directa en el oido interno de KAN y FUR en un modelo
experimental con rata Wistar. Este modelo es el descrito en el apartado anterior y ya
publicado por nuestro grupo, que emplea una solucion concentrada de KAN y FUR
embebida en un fragmento de gelfoam que se aplica directamente sobre la membrana de
la VR de la rata (§). Como ya se ha mencionado, la mayoria de los estudios clinicos en
los que se utiliza la administracion directa de ototoxicos sobre la VR lo hacen con
gentamicina (243-245) debido a su rdpida disponibilidad farmacolédgica y a su efecto
predominantemente vestibulotoxico sobre el cocleotdxico. Sin embargo, para esta fase
del experimento seguia siendo necesario un modelo con un dafio preponderante a nivel
coclear, como el que producen la KAN y la FUR, con un efecto cocleotoxico
predominante que, como ya se ha mencionado, se potencia tras la combinacion de

ambas sustancias.

5.2.1 Afectacion del umbral auditivo tras la administracion local de KAN y FUR

En esta fase del experimento, la aplicacion sobre la VR de la solucion concentrada
de KAN y FUR produjo una elevacion estadisticamente significativa de los umbrales
ABR en respuesta tanto a los clicks como a los tonos puros de 8 a 40 kHz. Sin embargo,
este incremento de los umbrales fue algo méas moderado que el que se produjo en el
primer experimento para validar este modelo de ototoxicidad en rata (§). Una

explicacion para ello podrian ser las diferencias en el procedimiento anestésico entre
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ambos experimentos. Mientras en el primero se empled para la anestesia la inyeccion
intraperitoneal de ketamina, xilazina y buprenorfina, en el segundo se empled un
procedimiento mucho mas controlado de anestesia inhalatoria con isoflurano. Una gran
diferencia entre ambos procedimientos fue el tiempo entre la induccion anestésica y el
despertar del animal, mucho mayor en el primero que en el segundo. Esta prolongacion
del tiempo anestésico podria fomentar el desarrollo de algunos de los mecanismos
propuestos para la disfuncion auditiva asociada a la anestesia general. Aunque estos
mecanismos no son del todo conocidos, entre ellos se postula una alteracion de la
microvascularizacion del oido interno, tanto en la estria vascular como en los vasos del
ligamento espiral, lo que podria provocar la lesion de las células ciliadas (246). Otros
mecanismos posibles serian embolismos a distancia que afecten a vasos periféricos,
como los que existen a nivel del oido interno, o variaciones en la presion del liquido

cefalorraquideo, que también podrian alterar la homeostasis endolinfética (247).

Existe sin embargo un argumento en contra de la mayor afectacion del umbral ABR
en el primer experimento comparado con el segundo, que es el empleo de isoflurano en
este ultimo. Varias publicaciones demuestran un incremento de los umbrales ABR en
rata y raton tras anestesia con isoflurano cuando se compara con la anestesia con
ketamina/xilazina (248-250). Sin embargo, en alguna de ellas este incremento es mayor
cuando la anestesia es mas prolongada (248), lo que podria explicar la poca influencia

del isoflurano en nuestro experimento.

Por ultimo, la ketamina produce una estimulacién cardiaca moderada, aumenta la
presion arterial sanguinea y disminuye la frecuencia respiratoria. La xilazina produce
una mayor depresion respiratoria y disminuye la frecuencia cardiaca (257). Si estos
mecanismos condujeran a una reducciéon del aporte energético metabdlico coclear
podrian modificar el potencial endococlear y afectar a la transduccion sonora a nivel de
la coclea. Schlenther et al. (252) demuestran la influencia de la ketamina-xilacina en las
otoemisiones acusticas por productos de distorsion (DPOAE) en una especie de

murciélagos, la Carollia perspicillata.
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5.2.2 Combinacion de dos antioxidantes: RESV y NAC

Como ya se ha mencionado, el estrés oxidativo parece jugar un papel importante en
la ototoxicidad por aminoglucésidos y, hasta la fecha actual, se han investigado varias
sustancias antioxidantes con potencial para prevenirla (240,241,253-258). La
moderacion en los resultados de los estudios que emplean un Unico antioxidante para
prevenir la hipoacusia inducida por causas relacionadas con el estrés oxidativo se
atribuye en gran parte a que dirigen su accion hacia una sola diana de la via oxidativa,
existiendo sin embargo diferentes tipos de ROS en diferentes compartimentos celulares
que requeririan antioxidantes especificos en el lugar correcto y en el momento preciso
para una neutralizacién quimica eficiente de las mismas. Por ello, la tendencia actual
apunta a la combinacidn de varias sustancias antioxidantes que actien sobre varias vias
de la cadena oxidativa (143,259-262). El trabajo Heman-Ackah et al. (143) representa
un ejemplo extremo en este sentido, ya que emplean una combinacion de 6 sustancias
antioxidantes (L-cisteina-GSH disulfuro, ribosa-cisteina, NW-nitro-L-arginina metil
ester, vitamina B12, folato y 4cido ascorbico) para actuar sobre 4 vias de la cadena
oxidativa (delecciones del genoma mitocondrial, formacion de ROS, produccion de NO
y actividad de GSH) demostrando una mejoria de los umbrales auditivos en un modelo

animal de presbiacusia con ratones C57BL/6.

En nuestro experimento se ha empleado una combinacion de 2 sustancias
antioxidantes, el RESV y la NAC. El RESV es un antioxidante con un amplio espectro
de dianas del que se han descrito multiples efectos beneficiosos que incluyen la
prevencion del céancer colorrectal y del cancer de piel, la proteccion frente a
enfermedades metabolicas, cardiovasculares y neurologicas, asi como una importante
actividad antiinflamatoria. Estos efectos han sido atribuidos a la actuacion del RESV
sobre muy diversas vias, entre las cuales se describen la activacion de la lisina
deacetilasa Sirtuin 1 (SIRT1) (263), la activacion de la via del AMPc o la inhibicion de
las quinasas del grupo MAPK (264,265). Nwachukwu et al. (266) han demostrado
recientemente la importancia del receptor estrogénico ERa en la actividad
farmacoldgica del RESV, que se ligaria especificamente a este receptor modulando la
respuesta inflamatoria sin estimular la proliferacion celular y regulando el reclutamiento

de una serie de correguladores en el locus de la 1I-6. Cai et al. (267) publicaron la
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capacidad del RESV para neutralizar ROS y Fan y cols. (268) para inhibir algunas

enzimas oxidativas y otras antioxidantes.

Por lo tanto, queda mucho recorrido para definir bien el mecanismo de accion del
RESV, y para el conocimiento exacto de todos sus efectos se requeriria la consideracion
tanto de muchas vias potenciales de sefnalizacién como de la propia diana tisular, ya que
no parece ejercer las mismas funciones en todos los tejidos. Respecto a la prevencion
de dafio en el oido interno, una de sus actividades mas importantes parece ser la
inhibicion de las quinasas del grupo MAPK (156), aunque son muchas las otras vias
enzimaticas en las que el RESV podria estar implicado. Sin embargo, los estudios al
respecto son escasos y de hecho, el efecto otoprotector del RESV se ha investigado
exclusivamente en 5 estudios (157,158,242,269,270), que evaluan fundamentalmente la
prevencion de ototoxicidad inducida por cisplatino (157,158,242,269). Bonabi et al.
(270) demostraron también in vitro un efecto protector del RESV contra la ototoxicidad
inducida por gentamicina en ratas Sprague-Dawley, con una clara disminucién de la
pérdida de células ciliadas con respecto al grupo que no recibié tratamiento con el
antioxidante. Hay que considerar que estos autores emplearon ratas de 3 a 5 dias de
edad (ya que las células ciliadas maduras no pueden mantenerse en cultivo) y aunque la
coclea inmadura representa un modelo bien establecido para el estudio de la
ototoxicidad por aminoglucosidos, se sabe también que las células ciliadas mas
inmaduras son mas sensibles a la ototoxicidad que las células ciliadas adultas, lo que

debe tenerse en cuenta al interpretar los resultados de este experimento.

Una de las incognitas con el RESV es su dualidad funcional, pudiendo ejercer tanto
una actividad antiapoptoética en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y de la
hipoacusia inducida por ototoxicos (157,158) como una actividad proapoptotica
induciendo la muerte de células tumorales malignas (750). De todas las publicaciones
relativas al RESV se deduce que las relacionadas con la prevencion del céncer y por
tanto con la actividad proapoptética, emplean el RESV a elevadas concentraciones. Por
el contrario, las que persiguen la actividad antiapoptética utilizan concentraciones mas
bajas. Es por este motivo por el que en nuestro experimento se empled una dosis de 10
mg/kg/dia de RESV, mas cercana a las empleadas en los estudios antiapoptdticos

(157,158).
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La NAC es un precursor de GSH que participa en su sintesis mediante el suministro
de cisteina. Ha demostrado ser un eficaz depurador del radical hidroxilo, de peroxido de
hidrégeno y de acido hipocloroso (271). Originalmente se utilizé en clinica humana
como un farmaco mucolitico, pero mas tarde se ha convertido en el antidoto de eleccion
para la intoxicacion aguda por acetaminofeno (paracetamol) (272). Mas recientemente,
se ha empleado con éxito tanto en modelos experimentales como en clinica humana
para la prevencion de lesiones toxicas e isquémicas sobre el corazon, el rifién, el higado
y el pulmoén (273-276). Se presume que en todas estas situaciones la actividad de la
NAC tiene que ver, al menos en parte, con sus propiedades antioxidantes. Y la teoria de
los radicales libres en lo que respecta a la ototoxicidad por aminoglucésidos junto con el
hecho de emplear KAN como uno de los ototdxicos en nuestro experimento fue lo que
nos hizo elegir la NAC como uno de los dos antioxidantes al disefar el trabajo. Ademas,
son varios los estudios que han investigado su potencial en la prevencion de
ototoxicidad inducida por farmacos (257,277,278). En experimentos sobre trauma
acustico, con una base fisiopatoldgica cimentada también en el estrés oxidativo, se ha
comprobado que la NAC reduce la pérdida auditiva y la pérdida de células ciliadas
cuando se administra antes o después de la exposicion al ruido (279,280). Previamente
se habia publicado su capacidad para proteger in vitro contra la toxicidad por cisplatino

a las CCE extraidas de cobayas (281).

En nuestro experimento se ha empleado una combinacion especifica de RESV y
NAC. Esta combinacién se ha utilizado ya para investigar sus efectos sobre células
humanas cultivadas in vitro procedentes de situaciones clinicas como el cancer (282), la
anemia de Fanconi (283) y el envejecimiento cutaneo secundario al déficit de actividad
estrogénica (284), pero hasta la fecha no se habia empleado para estudiar su potencial

protector contra la hipoacusia inducida por ototoxicos.

Son muchas sin embargo las lagunas que presenta el tratamiento combinado de
antioxidantes con fines otoprotectores, y pese al interés que estd generando en los
ultimos tiempos, se requiere mucha mas investigacion para dilucidar el momento
Optimo para iniciar el tratamiento, la combinacion ideal de antioxidantes y las dosis mas

adecuadas.
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5.2.3 Curso del efecto protector

En nuestro experimento, el efector protector del RESV y la NAC se observo
especialmente en las etapas iniciales (3 dias postcirugia y 5 dias de tratamiento con los
antioxidantes), siendo menos evidente a los 14 y 21 dias tras la administracion local de
KAN y FUR. Una de las posibles razones para esta pérdida de efecto temporal es la
farmacocinética de ambos antioxidantes, poco favorable cuando se compara con sus
beneficios clinicos potenciales. Asi, tanto el RESV como la NAC presentan una vida
media muy corta, de aproximadamente 8 — 14 minutos para el primero (263) y menos de
1 hora para la segunda (285). Ademas, el RESV es poco hidrosoluble, no se absorbe
facilmente al torrente sanguineo y tiene una mala biodisponibilidad en seres humanos y
en animales de experimentacion (266,286), lo que hace dificil conseguir dosis
suficientemente elevadas como para conseguir efectos beneficiosos. En nuestro
experimento se ha empleado la administracion intraperitoneal de los antioxidantes, lo

que evita parcialmente el problema de la absorcion intestinal de las sustancias.

Yumusakhuylu et al. (1/57) demuestran un claro efecto protector contra la
ototoxicidad inducida por cisplatino en cobayas tras la administracion durante 16 dias
de una dosis intraperitoneal de 10 mg/kg/dia de RESV, con una disminucién
significativa de los umbrales tanto con clicks como con tonos de 4 y 8 kHz. Sin
embargo, s6lo miden el ABR basal y a las 72 horas de la administracion del cisplatino,
por lo que se necesitaria una mayor duraciéon del estudio para conocer el curso del
efecto protector del RESV. Simsek et al. (242) comprueban en ratas una disminucion de
la ototoxicidad inducida por cisplatino tras tratamiento con una sola dosis
intraperitoneal de 100 mg/kg de RESV, segiin demuestran los resultados ABR relativos
a los umbrales, a las latencias pico [ y IV y a las latencias interpico I-IV. Estos autores
no mencionan datos relacionados con la toxicidad del RESV y sin embargo emplean
una dosis muy elevada comparada con la de otros trabajos. Ademads, y de la misma
forma que en el trabajo de Yumusakhuylu (757), la ultima prueba de ABR la realizaron
a las 72 h de finalizar el tratamiento, no haciendo posible conocer la duracion del efecto
protector del RESV. Y lo mismo ocurre con el trabajo de Olgun et al.(269), que realizan
la administracion oral de RESV durante 10 dias, en el dia 11 administran el cisplatino y

miden el ABR sdlo en situacion basal y a los 14 dias.
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Los estudios con NAC relacionados con prevencion del dafio ototdxico no difieren
mucho de los estudios con RESV. Del mismo modo que con este ultimo, encontramos
sobre todo publicaciones relativas a proteccion contra toxicidad por cisplatino y por
aminoglucésidos en pacientes dializados (257,277). Tampoco permiten estos trabajos
evaluar el curso a medio — largo plazo del efecto protector de la NAC. Un ejemplo es el
trabajo de Mohan et al. (287), que demuestra en cobayas otoproteccion frente a
cisplatino tras administracion de una sola dosis intraperitoneal de NAC (250 mg/kg),
midiendo el ABR antes de y a los 3 dias de la administracion del cisplatino, momento
en el que sacrificaban a los animales, lo que impide comprobar la duracion del efecto

protector.

Una estrategia para ampliar la duracion del efecto protector de los antioxidantes
podria ser la prolongacion del tratamiento con los mismos. Otra posible estrategia seria
aumentar la dosis de antioxidantes, aunque en este caso es dificil obtener conclusiones
de los diferentes estudios publicados, y lo Gnico que parece quedar claro es que se
requiere encontrar un consenso para determinar la concentracion minima efectiva para
conseguir resultados beneficiosos con la menor posibilidad de efectos adversos. Estos
efectos adversos pueden llegar a ser muy severos y generalmente dosis-dependientes.
Por ejemplo con RESV se describen alteraciones gastrointestinales, anemia,

trombocitopenia, fallo renal e infecciones graves secundarias a pancitopenia (286).

Otra circunstancia que no podemos obviar es la posible reversibilidad espontanea
del dafio, existiendo publicaciones que demuestran la recuperacion de una pérdida de 40
dBgspL en la segunda semana tras tratamiento con KAN (2/8), u otras que encuentran
una recuperacion sustancial de la audicion en periodos mayores de 3 semanas tras
tratamiento con cisplatino (27/9). En nuestro trabajo, comparando el audiograma a los 3
dias de administrar los ototoxicos con el audiograma a los 14 y 21 dias, se comprobo
que las ratas que no recibieron tratamiento con antioxidantes experimentaron también
una recuperacion de 5 — 10 dBgpp, a partir del 14 dia tras la administracion de la mezcla
ototdxica en todas las frecuencias estudiadas. No se observaron sin embargo variaciones
importantes a los 14 y 21 dias en las ratas tratadas con RESV y NAC, y aunque, en
parte probablemente debido a esta recuperacion progresiva del umbral, las diferencias
entre el grupo tratado con salino y el tratado con RESV fueron menores a los 14 y 21

dias que a los 3 dias, estas diferencias seguian siendo estadisticamente significativas
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entre ambos grupos, con menor umbral en todas las frecuencias para las ratas tratadas
con antioxidantes. La explicacion de esta recuperacion tardia espontdnea no esta ain
aclarada. Respecto a la KAN, algunos autores la atribuyen al aclaramiento coclear de
este aminoglucosido (2/8), ya que su mecanismo de accion se relaciona con la
alteracion de la estria vascular, lo que perturbaria el potencial endococlear y por tanto la
funcion de las células ciliadas. Al disminuir la concentracion intracoclear de KAN, la
recuperacion del potencial endococlear mejoraria la funcion de las células sensoriales

supervivientes, lo que podria explicar la recuperacion del umbral.

Independientemente de la causa, esta recuperacion tardia podria tener implicaciones
en los trabajos experimentales, en particular en experimentos cuyo objetivo sea inducir
la regeneracion de células ciliadas, en los que nunca deberia obviarse la posibilidad de

una recuperacion espontdnea y por tanto no relacionada con el tratamiento.

Aparte de la proteccion que sugiere la combinacion de los antioxidantes empleados,
no se puede obviar que en nuestro experimento se produjeron algunos efectos
colaterales a la via de administracion de las sustancias antioxidantes, incluida la muerte
de algin animal. Y es que, aunque la via intraperitoneal es util en pequenos roedores
porque permite administrar volumenes relativamente grandes de sustancias solubles, no
esta exenta de riesgos. Asi, las sustancias irritantes pueden resultar fatales, produciendo
dolor, fibrosis y adherencias; algunos disolventes acuosos pueden producir inflamacion
de los bordes de los l6bulos hepaticos; no se puede asegurar que la dosis se esté
administrando en la cavidad en lugar del intestino, vejiga, masculo u otros 6rganos; y
por ultimo, pueden dafiarse vasos sanguineos importantes. Esto supone claramente un
escollo para el disefio de protocolos en los que sean necesarios periodos prolongados de

administracion.

5.2.4 Tonotopia de la ototoxicidad y perfil del dafio celular

En los resultados de nuestro experimento destaca una mayor afectacion de las
frecuencias altas, lo que sugiere un efecto predominante de los ototdxicos sobre la
escala basal y mas liviano sobre la apical, en la que las CCI y el tunel de Corti
permanecen intactos en algunos animales. Esto podria explicarse por la mayor

proximidad de la escala basal a la VR, donde se aplica directamente el gelfoam
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embebido con la solucidon ototoxica. No obstante, ya se ha hecho alusion a la mayor
susceptibilidad de las CCE en las regiones de la espira basal que en las de la espira
apical (178,179). Otra explicacion podria ser la dificultad que tendrian las sustancias
ototdxicas para alcanzar las regiones apicales de la coclea, condicionada principalmente
por una distribucidn a través de los liquidos intracocleares mediante un mecanismo de
difusion simple, adquiriendo por tanto los gradientes de concentracion basal-apical una
gran relevancia. Sin embargo, como ocurre en la mayoria de los trabajos, nuestro
modelo de ototoxicidad carece de un estudio sobre la distribucion de las sustancias

dentro del oido interno, que es lo unico que podria sustentar las suposiciones anteriores.

El mayor dafio morfoldgico en nuestro experimento se produjo a nivel de las CCE,
y fue menor en las CCI, las NGE vy la estria vascular. Este hecho apoya la suposicion
anterior de un efecto predominante de los ototdxicos a nivel de la escala basal, donde,
como se ha mencionado, se asume una mayor susceptibilidad de las CCE que de las
CCI. Por otro lado, la escasa afectacion de las NGE podria explicarse porque dicha
afectacion suele ir siempre asociada a la de las CCI, que presentaban también menor
dafo que las externas. Se observé también una discreta mayor afectacion celular a los
21 que a los 3 dias postcirugia, lo que podria correlacionarse con la vida media tan corta

de los antioxidantes y la pérdida del efecto protector tras suspender su administracion.

Sin embargo, no existieron diferencias histoldégicas importantes entre el grupo
tratado con antioxidantes y el tratado con suero salino, ni a tiempo corto ni a tiempo
largo. Esto podria deberse tanto a la escasa duracion del tratamiento con antioxidantes
como al momento en que se sacrificaron las ratas. En el ensayo a tiempo corto el
sacrificio se producia a los 5 dias de iniciar el tratamiento con antioxidantes,
supuestamente el periodo de mayor proteccion, aunque también muy cercano al dafio
ototoxico (3 dias después) y por tanto con poco margen temporal para observar
reparacion del tejido superviviente. Yumusakhuylu et al. (7/57) comprueban tras
tratamiento con cisplatino una afectacion también mas severa de las CCE en la escala
basal y mucho mas moderada en la escala apical. Sin embargo, estos autores si observan
diferencias entre los animales tratados con RESV y los que no recibieron tratamiento
con este antioxidante, conservandose en los primeros la apariencia normal tanto de las
CCE como de las internas en todas las regiones de la coclea. Una de las posibles

razones es que, a diferencia de nuestro experimento, en el que se realiza el tratamiento
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con antioxidantes durante 5 dias, en este ultimo trabajo prolongan el tratamiento con
RESV durante 18 dias, administrando en los dias 14 y 15 el cisplatino y realizando el
sacrificio de los animales en el dia 18, de igual modo que en nuestro experimento, 3
dias después del dafio ototoxico, lo que resta consistencia al argumento de la necesidad
de mas tiempo para observar los fenomenos de regeneracion tisular. Un trabajo
interesante es el de Olgun et al. (269), que cuestiona el beneficio del RESV en la
prevencién del dafio ototdxico por cisplatino al comprobar incluso una potenciacion de
los efectos ototoxicos de este farmaco cuando se combina con dosis altas de RESV,
tanto a nivel morfolégico como a nivel funcional. Estos autores comprueban que a dosis
de 10 mg/kg/dia y 1 mg/Kg/dia de RESV en las ratas tratadas con cisplatino y
comparandolo con el grupo que sélo recibio6 tratamiento con cisplatino se producia tanto
un empeoramiento de los umbrales ABR y de los DPOAE como una mayor pérdida de
células ciliadas, todavia mas acusados a dosis de 10 mg/kg/dia. Con dosis de 0,1
mg/kg/dia estos cambios fueron mucho menos severos, con escasas diferencias con
respecto a los grupos control que no recibieron tratamiento con cisplatino. Sin embargo,
es importante tener en cuenta en este experimento que la via de administracion del
RESYV fue la oral. En nuestro trabajo y en los otros relacionados con otoproteccion del
RESV, éste se administro por via intraperitoneal. Tras administracion oral, el RESV se
metaboliza en dos etapas, la primera en el intestino delgado y la segunda en el higado.
Los metabolitos resultantes de este metabolismo son diferentes de los que se generan
tras administracion intraperitoneal, lo que podria tener implicaciones en el efecto

otoprotector, que por lo tanto, podria variar en funcion de la via de administracion.

En nuestro ensayo a tiempo largo el sacrificio se realizaba a los 21 dias desde el
inicio del tratamiento y 16 después de haberlo suspendido, con mayor afectacion celular
que a los 5 dias del tratamiento, lo que sugiere como ya se ha dicho una abolicion del

efecto protector de los antioxidantes tras su suspension.

La metodologia de otros experimentos relacionados con el potencial otoprotector de
RESV o NAC impide, como ya se ha mencionado, la comparacion con nuestros
hallazgos histologicos a medio — largo plazo, ya que en todos ellos el sacrificio se
realiza poco tiempo después de finalizar el tratamiento con los antioxidantes

(157,242,269,287).
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5.2.5 Expresion de citoquinas pro- y anti-inflamatorias

En cuanto a las citoquinas pro- y anti-inflamatorias nuestros resultados solo
mostraron un incremento estadisticamente significativo en el ensayo a tiempo corto de
la expresion de la ILIP a nivel del oido derecho, el sometido al dafio ototdxico, en
comparacion con el oido contralateral. Esta sobreexpresion se aprecid tanto en el grupo
tratado con RESV + NAC como en el grupo tratado con suero salino. La IL1J es una
proteina pro-inflamatoria que actiia como sefial en la cascada para la produccion de
ROS, aunque también podria estar implicada en la activacion de las NADPH-oxidasas
como la NOX4, que se expresa de forma predominante en tejidos del oido interno y
supone una de las fuentes enzimaticas de ROS. Ya se ha estudiado por ejemplo el papel
de la NOX4 en la ototoxicidad por cisplatino (288). La inflamacion asociada tanto a la
cirugia para aplicar el ototoxico como a la propia accion de los ototoxicos podria
justificar el incremento en la expresion de IL1P que se observd en nuestro experimento.
El que no existieran diferencias entre el oido derecho del grupo RESV + NAC y el del
grupo salino podria explicarse por el momento en que se extrajeron las muestras (3 dias
postcirugia), en el que todavia seria posible un escenario donde la inflamacion

prevalezca sobre la defensa antiinflamatoria.

La mayoria de los trabajos que se encuentran en la literatura relativos a ILIB y
ototoxicidad demuestran un incremento de los niveles en la expresion de esta citoquina
tras la exposicion al agente ototdxico, con una disminucion mayor o menor de dicha
expresion cuando emplean algun tratamiento con potencial otoprotector, disminucion en
algunos casos estadisticamente no significativa. Sin embargo, casi todos estos trabajos
se realizaron in vitro, administrando tanto el agente ototdxico como la/s sustancias con
fines otoprotectores sobre explantes cocleares (288-291). Por el contrario, en este
trabajo todos los tratamientos previos al estudio de la expresion de citoquinas se

realizaron in vivo.
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5.2.6 Expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y la defensa

antioxidante

Al comparar el oido derecho del grupo de ratas tratadas con RESV + NAC con el
oido derecho del grupo tratado con suero salino se comprobd un incremento
estadisticamente significativo en el primer grupo de la expresion de varios de genes
relacionados con la defensa antioxidante, en concreto de los que codifican para las
enzimas Sodl, Gpxl, Gpx4, Gpx5 y Gpx7. A su vez, se observd una disminucion
estadisticamente significativa en la expresion de algunos genes relacionados con el
estrés oxidativo, fundamentalmente los que codifican para Nox4, Slc38a5, Hbz, Ucp3,

Mpp4 y Nos2.

La NOX4, como ya se ha mencionado, es una fuente de ROS que pertenece a la
familia de las NADPH-oxidasas y se expresa predominantemente en los tejidos del oido
interno, lo que puede justificar su menor expresion en el grupo de ratas tratadas con
RESV + NAC. El resto de las proteinas infraexpresadas poseen funciones muy variadas,
con muchos matices aun por aclarar que dificultan la correlacion de dichas funciones
con la disminucidon de su expresion en un escenario de proteccion contra el estrés

oxidativo.

Por el contrario, los genes sobreexpresados en nuestro trabajo codifican enzimas
con un papel méas o menos conocido en la defensa antioxidante. La SOD1 es una enzima
de la familia de las SOD, que estan implicadas en los mecanismos que intervienen en la
eliminacion de ROS. La SODI interfiere con el O, convirtiéndolo en peroxido de
hidrégeno y en O, y por tanto protegiendo a los tejidos contra las reacciones no
controladas con las ROS. Hay publicaciones que demuestran un agravamiento del estrés
oxidativo con efectos sobre el envejecimiento tisular en modelos animales con déficit de
Sodl (292,293). La SODI1 se expresa de forma abundante en los tejidos cocleares como
la estria vascular, el limbo espiral, las células del OC y las NGE, todos ellos tejidos
donde las células contienen numerosas mitocondrias y son por tanto vulnerables al dafio
oxidativo de la respiracion. Se puede deducir por consiguiente que la SOD1 puede ser
importante para la supervivencia de las células del oido interno, aunque un exceso de
esta enzima no ha demostrado mayor proteccion contra la pérdida auditiva relacionada

con la edad (294). Existen ademas estudios con resultados contradictorios que restan
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consistencia a las conclusiones con estas enzimas. Nos encontramos por ejemplo con
trabajos como el de Kawamoto et al. (7108), quienes tras inoculacioén intracoclear en
cobayas de vectores adenoviricos para la sobreexpresion de algunas enzimas
antioxidantes y posterior administracion de KAN y acido etacrinico, demuestran una
disminucion significativa tanto de la pérdida auditiva como de la muerte de células
ciliadas con la catalasa y con la SOD2, pero no con la SODI1. Por el contrario, otros
trabajos como el de Sha et al. (106) si evidencian una menor pérdida auditiva tras
tratamiento con KAN cuando utilizan como modelo animal ratones transgénicos con
sobreexpresion de Sod!, sugiriendo que la SOD1 es efectiva cuando se sobreexpresa de

forma cronica o a un nivel superior al que proporciona el vector adenoviral.

Las GPX pertenecen a una familia de enzimas filogenéticamente relacionadas (295)
que catalizan la reducciéon de H>O, o de hidroperdxidos organicos a agua o a los
alcoholes correspondientes respectivamente, empleando GSH como reductor. A las 4
primeras GPX conocidas se les atribuyd una funcidén antioxidante en diferentes
localizaciones y compartimentos celulares. La GPX1 a nivel citosdlico y mitocondrial,
la GPX2 en el epitelio intestinal, la GPX3 en el plasma y la GPX4 a nivel de las
membranas celulares. Cada vez se conoce mas sobre la participacion de estas GPX en la
defensa antioxidante, aunque quedan todavia muchos aspectos por aclarar. La funcion
més conocida y aceptada de la GPXI1 es su funcion antioxidante limitando la
inflamacion durante los procesos de estrés oxidativo, no pudiendo ser sustituida por
ninguna otra GPX para este cometido (296). Sin embargo, algunos fendémenos
inesperados observados con ratones transgénicos Gpx/ (297,298) revelan que el papel
de la GPX1 podria estar subestimado si se reduce a su funcion antioxidante. De hecho,
esta enzima no es antiinflamatoria en todas las circunstancias y una excesiva expresion
de la misma podria tener efectos perjudiciales en la diabetes y en determinadas
neoplasias. Coling et al. (299) comprueban un incremento de actividad de la GPX1 y
otras GPX en el ligamento espiral y en la estria vascular de ratas Fisher relacionado con
la edad, lo que podria sugerir una compensacion para la disminucion de GSH y del
estado redox que acompana al envejecimiento. Kil t al. (300) estudiaron la localizacion
celular de GPX1, GPX3 y GPX4 en ratas F-344 antes y después de la exposicion a ruido
y tras tratamiento oral con ebselene, una sustancia otoprotectora con actividad

simuladora de glucoperoxidasas. Sus resultados indicaron que la GPX1 es la isoforma
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mas abundante en la coclea con una importante expresion en las células del OC, en el
ganglio espiral, en la estria vascular y en el ligamento espiral. Ademas, demostraron que
el tratamiento con ebselene disminuia la pérdida de células ciliadas y el edema agudo de
la estria vascular, lo que atribuyeron a dos mecanismos potenciales: por un lado la
activacion de GPX por el ebselene, y por otro lado su accion como inductor de la
expresion de Gpxl, ya que, de forma interesante se observd un incremento en la
expresion de esta enzima en los animales sometidos a ruido y tratamiento con ebselene

en comparacion con los sometidos exclusivamente a ruido.

La GPX4 se diferencia de las otras GPX por su capacidad de reducir ademas de
H,0; e hidroperoxidos de bajo peso molecular, hidroperdxidos en lipidos complejos
tales como fosfolipidos, colesterol y colesterolester hidroperoxidos, incluso cuando se
insertan en biomembranas o lipoproteinas. Los tioles proteicos también pueden ser
sustratos como el GSH cuando la cantidad de éste estd limitada. Por lo tanto,
dependiendo de la disponibilidad de GSH, GPX4 puede actuar como una GPX o como
una tiol peroxidasa. Se distinguen 3 isoformas de GPX4, la citosolica (cGPX4), la
mitocondrial (mGPX4) y la nuclear espermatica (snGPX4). Mientras la ¢cGPX4 se
expresa en practicamente todas las células, la mGPX4 y la snGPX4 se expresan
principalmente a nivel testicular con una cantidad marginal en el resto de los tejidos. Un
raton mutado para la Gpx4 es el Ginico animal nulo disponible de los genes Gpx y es
letal embrionario, lo que sugiere que la cGPX4, ademas de ser una enzima antioxidante

tendria otras funciones especificas esenciales para la vida.

La GPXS5 se expresa predominantemente en las células epiteliales del epididimo,
donde podria regular la concentracion de los hidroperoxidos, manteniendo asi la
concentracion Optima de los mismos para la funcion de la snGPX4 (295). No se

encuentran en la literatura estudios relacionados con GPXS5 a nivel del oido interno.

Las funciones de la GPX7 no son todavia bien conocidas y tan s6lo pueden
especularse en base a las publicaciones existentes. Algunos trabajos apuntan a una
funcién supresora de tumores (30/,302). Otra interesante funcién con la que
actualmente se especula es su posible implicacion en el plegamiento de las proteinas, el
cual requiere la formacion de disulfuro en un proceso redox-dependiente que tiene lugar

en el reticulo endopldsmico. Para poder secretarse, las nuevas proteinas sintetizadas son
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translocadas a un estado reducido desde el citosol al lumen del reticulo endoplasmico,
donde se oxidan y llegan a madurar por el intercambio de tiol-disulfuro. Durante la
reorganizacion del disulfuro, los equivalentes reductores se transfieren desde los
sustratos de proteinas oxidadas a los miembros de la familia de proteinas disulfuro
isomerasa (PDI). A partir de entonces, las PDI reducidas se reoxidan por la
flavoproteina ERO1, que transfiere los electrones al oxigeno, un proceso que resulta
finalmente en la produccién de una molécula de HO, por enlace disulfuro, lo que
parece poco rentable y dafino (303). Se ha demostrado la capacidad in vitro de la GPX7
junto con otras moléculas de utilizar el H,O, producido por ERO1 para reoxidar las

PDI (304).

Como comentario final, hay que resefiar que en este trabajo los cambios descritos
en la expresion de genes de defensa antioxidante se produjeron fundamentalmente a los
5 dias de tratamiento con RESV y NAC (3 dias postcirugia), siendo mucho menos
evidentes a los 21 dias de la cirugia. Estos hallazgos son congruentes con los resultados
funcionales y los histologicos y, como ya se ha mencionado anteriormente, podrian

explicarse entre otras razones por la farmacocinética de ambos antioxidantes.
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1. La administracion sistémica de una dosis Unica de kanamicina subcutdnea (400
mg/kg) y furosemida intravenosa (100 mg/kg) produce en la rata Wistar una sordera
profunda de cardcter neurosensorial, demostrable mediante la realizacion de
potenciales evocados auditivos de tronco cerebral y asociada a dafios histologicos
severos en todas las espiras de la coclea, pero de forma mas relevante en la espira

basal.
2. El abordaje cervical ventral para el acceso al oido medio en la rata Wistar:

a) Es facil, rapido, reproducible y presenta escasa morbilidad y

mortalidad.
b) Permite una clara visualizacion de la ventana redonda.

c) Es eficiente como método para la administracion directa de sustancias

en el oido interno sin compromiso de la funcion coclear.

3. La aplicacion directa sobre la membrana de la ventana redonda de un fragmento de
gelfoam embebido con una soluciéon concentrada de kanamicina y furosemida
produce en la rata Wistar una sordera moderada — severa de caracter neurosensorial,
demostrable mediante la realizacion de potenciales evocados auditivos de tronco
cerebral y asociada a cambios histologicos severos en todas las espiras de la coclea,

aunque de forma menos relevante en las espiras media y apical.

4. Tanto el método de administracion directa sobre la ventana redonda del gelfoam
embebido con kanamicina y furosemida como el método de administracion
sistémica de ambos ototdxicos constituyen en la rata Wistar un modelo experimental
valido para el estudio de la ototoxicidad por estos agentes. Sin embargo, el primer
método produce una sordera mas moderada que el segundo, lo que podria ser mas
util en estudios que persigan objetivos de reparacion celular. Ademas, a diferencia
del método de administracion sistémica, este método preserva el oido contralateral,

lo que pemitiria emplearle como control intraanimal.

5. La administracion intraperitoneal de resveratrol y N-acetilcisteina disminuye en la
rata Wistar la pérdida auditiva inducida tras la administracion directa sobre la

ventana redonda de gelfoam embebido con kanamicina y furosemida.
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6. La administracion intraperitoneal de resveratrol y N-acetilcisteina en la ratas Wistar
sometidas a la ototoxicidad inducida por la administracion local de kanamicina y
furosemida incrementa la expresion de algunos genes relacionados con la defensa
antioxidante, en concreto los genes que codifican para las enzimas Sodl, Gpxl,
Gpx4, Gpx5 'y Gpx7, y disminuye la expresion del gen que codifica para la Nox4,

una de las fuentes enzimaticas de ROS.

7. En este trabajo, el efecto protector del resveratrol y la N-acetilcisteina se produce de
forma mas relevante en las fases iniciales del experimento y es menos evidente al
final del mismo, lo que sugiere una proteccion pasajera de los antioxidantes y/o la

necesidad de prolongar el tratamiento con ellos.

8. En este estudio, el incremento en la expresion de la //1f se produce so6lo en el oido
sometido al procedimiento quirirgico y es independiente del tratamiento con los
antioxidantes, por lo que podria relacionarse con la inflamacion asociada a la propia

cirugia.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To assess the validity of inducing ototoxicity in
rats by applying a sponge soaked in kanamycin and furosemide on
the round window.

STUDY DESIGN: Basic, randomized, nonblind experimental
study.

SETTING: Animal models of cochlear damage and reliable
methods of local drug delivery are fundamental to study hearing
loss and to design new therapies.

SUBJECTS AND METHODS: Four experimental groups of
six Wistar rats with different methods of drug administration were
used: (1) injection of subcutaneous kanamycin (400 mg/kg) and
intravenous furosemide (100 mg/kg); (2) local application of a
sponge soaked in saline close to the round window; (3) animals for
which the sponge was soaked in a solution containing kanamycin
(200 mg/mL) and furosemide (50 mg/mL); and (4) sham-operated
rats. The tympanic bulla was exposed using a ventral approach,
and a bullostomy was performed to visualize the round window
membrane. Cochlear function was assessed by measuring the au-
ditory brainstem response, and hearing thresholds in response to
click and tone burst stimuli were determined as peak and interpeak
latencies. At the end of the study, cochlear histology was analyzed.
RESULTS: Systemic administration of kanamycin and furosemide
induced profound hearing loss and severe hair cell damage. Local
delivery of these ototoxic drugs caused comparable damage but
avoided the systemic side effects of the drug. Sham-operated and
saline control animals did not experience functional alterations.
CONCLUSION: Situating a sponge soaked in kanamycin and
furosemide on the round window membrane through the ventral
approach is a reliable method to provoke local ototoxicity in rats.

© 2009 American Academy of Otolaryngology—Head and Neck
Surgery Foundation. All rights reserved.

Sensorineural hearing loss is a common condition that
seriously adversely affects quality of life. Age, noise,
ototoxic drugs, and genetic defects are common causes of
deafness, ultimately produced by damage to sensory hair

cells, which do not regenerate in mammals. No curative
treatments are available for hearing loss, and several therapies
are currently under research, including growth factors; anti-
apoptotic, anti-inflammatory or antioxidant drugs, aimed
at promoting cell survival and preventing permanent cell
damage; and stem cells to renew damaged hair cells.'

Reproducible and reliable animal models of local cochlear
damage are needed to evaluate the effectiveness of new ther-
apies, as well as to develop surgical techniques for local coch-
lear drug delivery. Systemic administration of high doses of
ototoxic substances, mainly aminoglycosides, damages both
ears and is limited by its adverse effects and by the potentially
misleading actions of the drugs on other organs. By contrast,
local administration minimizes secondary effects and allows
cochlear damage to be induced in a single ear, leaving the
contralateral ear as an intra-animal control.

Although not well characterized in genetic terms, rodents
such as guinea pigs and chinchillas have been the preferred
models to study local aminoglycoside-induced hearing loss,
mainly because their size and anatomical characteristics
facilitate cochlear surgery.>® By contrast, the rat genome
has been sequenced and it presents important anatomical
and physiological similarities to humans.* The classical
retroauricular surgical technique described in guinea pigs is
difficult to perform in rats because of their smaller size and
deeper position of the tympanic bulla, increasing the risk of
cochlear damage during surgery.”® Therefore, the ventral
approach is likely to be a more conservative surgical pro-
cedure in this species.”® However, transtympanic adminis-
tration of ototoxic drugs without delivery systems does not
ensure that reproducible doses reach the round window, and
usually multiple injections are required to induce measur-
able damage.” The use of vehicles such as gelatin or fibrin
sponges placed on the round window should provide more
reproducible patterns of damage.'’

Here we present an experimental model of local ototox-
icity in rats through the ventral approach to the tympanic
bulla and direct application of kanamycin and furosemide to
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the round window using a gelatin sponge as the vehicle.
This surgical method was compared with systemic injection
of the same drugs. Hearing function was assessed by mea-
suring auditory-evoked potentials; cochlear histology was
also performed to evaluate inner ear damage.

MATERIALS AND METHODS

Animal Handling and Experimental Design
The study was carried out on male Wistar rats (8 weeks old,
250-300 g) distributed in four experimental groups. In the
first group, six rats were systemically injected with kana-
mycin and furosemide and three others were injected with
saline. Group 2 included six sham-operated control rats
(2a), six rats in which a saline-soaked gelatin sponge was
placed on the round window membrane (2b), and six in
which a sponge soaked in the ototoxic drugs was placed on
the round window membrane (2¢). The animals were sac-
rificed at the end of the study and the cochlear histology
analyzed. The animals were controlled according to recom-
mendations of the Federation of Laboratory Animal Science
Associations on health monitoring, animal care, and the
administration of substances. All experiments complied
with local and European legislation regarding animal use
and experimentation, and they were approved by the CSIC
(Consejo Superior de Investigaciones Cientificas) Animal
Care and Use Committee.

Surgical Procedure

The rats in group 2 were anesthetized by intraperitoneal
injection of ketamine (Imalgene, Merial, Spain; 100 mg/kg),
xylazine (Rompun 2%, Bayer, Spain; 10 mg/kg), and bu-
prenorphine (Buprex, Shering-Plough, Spain; 0.01 mg/kg).
After loss of the withdrawal reflex, rats were placed on a
heated pad, their neck-hair was shaved, and the skin was
cleaned with antiseptic. The surgical procedure to expose
the round window was adapted from previous reports,”*® and
was performed on the right ear using a magnifying glass

(Leitz Wild M715, Switzerland), leaving the left ear as an
intra-animal control. A longitudinal incision was made from
the mandibular angle to the tip of the sternum. The subcu-
taneous flap was raised and a surgical field with the mas-
seter muscle, sternocleidomastoid muscle, and submandib-
ular gland was visualized. The submandibular gland was
retracted medially and the digastric muscle exposed, sec-
tioning and elevating the posterior insertion of this muscle
to reveal the bony tympanic bulla, the main trunk of the
facial nerve, and the hypoglossal nerve (Fig 1A). A bullos-
tomy was performed at the posterolateral aspect using a
small hook, and the opening was widened with otologic
microforceps. At this point, the round window and the stape-
dial artery became clearly visible (Fig 1B) and the soaked
sponge could be placed on the round window. The bullostomy
was closed with dental cement, the soft tissues were put back
in place, and the skin was sutured with silk.

Drug Administration

Systemic ototoxicity was provoked by injection of kanamycin
(400 mg/kg body weight [BW]) in subcutaneous tissue and
furosemide (100 mg/kg BW) into the caudal vein. This proce-
dure was first described in the guinea pig using ethacrynic
acid"' or furosemide'* as the loop diuretic, and it was later
adapted to mice, producing the loss of almost all cochlear
cells."? For local ototoxicity, a highly concentrated solution of
kanamycin (200 mg/mL, Fagron Ibérica, Spain) and furo-
semide (50 mg/mL, Fluka) was prepared in 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS) by gently heating and stirring, adding 1
N NaOH until the solution reached pH 8.5. This procedure
enabled higher concentrations of ototoxic drugs to be obtained
than that commercially available. Gelatin sponge was soaked
in 50 pL of this solution (ie, 10 mg kanamycin and 2.5 mg
furosemide) and located close to the round window.

Evaluation of Auditory Function

Auditory function was evaluated by recording auditory
brainstem responses (ABR) with a TDT evoked potential
workstation (Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL), as

Figure 1

Surgical procedure. (A) Submandibular gland (SMG), digastric muscle (DM), tympanic bulla (TB), carotid sheath (CS), and

facial vein (FV) exposed. (B) Round window niche (white line) visualized after bullostomy: the stapedial artery (SA) runs over the round

window membrane (RWM).
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Table 1
Click ABR thresholds

ABR threshold
(mean = SD, dB SPL)

Experimental group Baseline Postprocedure
1(n = 6) 33+14 83 = 12* (n = 3)
2a (n = 6) 31 £ 2 31 £ 2
2b (n = 6) 323 34 x4
2c (n = 6) 32 +3 63 = 12*

Rats treated with ototoxic drugs show threshold shifts
after procedure, whereas control groups maintain baseline
values.

ABR, auditory brainstem response.

*P < 0.01.

reported previously.'* Briefly, rats were anesthetized by
intraperitoneal injection of ketamine and xylazine, and they
were placed on a heated water-bed (Gaymar, NY) in a
sound-proof cage. Three electrodes were positioned subcu-
taneously in standard positions.'* Two different sound stim-
uli—click (0.1 ms) and tone burst (5 ms duration, 2.5 ms
rise and decay with no plateau)—were generated with TDT
SigGenRP software and delivered with an open field tweeter
at a rate of 30 and 50 stimuli per second, respectively. ABR
were recorded after 1000 repetitions of each stimulus in 5-
to 10-dB increments from 90 to 20 dB SPL. The auditory
thresholds, the peak latencies (PL) of I to V, and the inter-
peak latencies (IPL) were determined after click stimula-
tion. Audiograms were obtained from ABR thresholds for
tone burst stimuli (4, 8, 16, 28, and 40 kHz), thus providing
information about the condition of the organ of Corti in
different regions from base to apex. Hearing function was
evaluated at the beginning of the study and one week after
surgery. Rats with an initial threshold above 35 dB SPL
were excluded.

Histopathology

The cochleas were removed two weeks after surgery, as
described previously.'* Briefly, the rats were deeply anes-
thetized with sodium pentobarbiturate (Vetoquinol, Spain)
and then transcardially perfused with four percent parafor-
maldehyde (Merck, Darmstadt, Germany) in pH 7.5 0.1 M
PBS. After extracting the temporal bones, the cochlea was
dissected out and placed in fresh fixative for 12 hours. The
cochleas were then washed with PBS, decalcified in a chem-
ical bone decalcifier (Eurobio, Paris, France), and paraffin
embedded. Sections (5 pm) were obtained parallel to the
modiolus with an RM2155 Leica microtome and stained
with hematoxylin—eosin. The cochlear morphology and cy-
toarchitecture were studied on a Zeiss Diaplan microscope
coupled to a Leitz digital camera (Leitz DFC300 FXC).

Statistics
Nonparametric tests (Kruskal-Wallis, Mann—Whitney U
test) were performed using SPSS 15.0 software (SPSS,

Chicago, IL). The data are presented as the mean = SD, and
the results were considered significant at P < 0.05.

RESULTS

Systemic Treatment with Kanamycin and
Furosemide Causes Profound Deafness and
Large-Scale Hair Cell Loss

At the beginning of the study, there were no significant
differences in any of the ABR parameters analyzed among
the four experimental groups; hearing threshold in response
to click stimulus was ~30 dB SPL (31 = 3 dB SPL).

A single injection of subcutaneous kanamycin and intra-
venous furosemide induced a significant severe hearing loss
in all the animals of group 1 (P < 0.01). Half the animals
(3/6) experienced a mean threshold shift of ~50 dB SPL
(48 = 12 dB SPL) one week after injection. No evoked
responses were detected in the other three rats that received
a systemic injection, even at maximal stimulation (a hearing
threshold >90 dB SPL) (Table 1), and thus, these animals
were not used for click threshold and peak latency determi-
nation. The ABR thresholds in response to 4- to 40-kHz
tone burst stimuli were also significantly shifted after sys-
temic injections when compared with the baseline values
(P <0.01, n = 3) (Fig 2). In addition, the peak I latency (PL
I) increased by approximately 0.25 ms after systemic injec-
tion when compared with baseline measurements (P < 0.05,
n = 3). This delay spread along the auditory pathway, but it
did not significantly affect the IPLs I-II and II-IV, suggest-
ing that the damage was restricted to the cochlea rather than
affecting the central auditory pathway (Table 2). A parallel
group of three rats systemically injected with saline had no
differences in the parameters studied at any time point (data
not shown).
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Figure 2  Audiogram postsurgery. Basal thresholds increased
with systemic (square) and local (triangle) treatment, but not sham
(open circle) and saline controls (filled circle). **P < 0.01. ABR,
auditory brainstem response.
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Table 2
Peak and interpeak latencies
Group Moment PL I PL Il PL 111 PL IV PL V IPL I-11 IPL 11-1V

1(n =6) Baseline 1.24 = 0.05 2.20 = 0.08 298 = 0.25 3.75 = 0.13 4.79 = 0.35 0.96 = 0.08 = 0.10

Postprocedure 1.51 = 0.25*%* 2.32 =+ 0.29 3.25 £ 0.61 4.20 = 0.40* 5.32 = 0.45 0.90 = 0.06 + 0.19
(n=3)

2a (n = 6) Baseline 1.25 = 0.02 225+ 0.05 294 +0.18 3.77 = 0.07 4.70 =0.22 0.99 = 0.06 1.52 = 0.07
Postprocedure 1.25 = 0.04 2.21 = 0.07 284 =+ 0.08 3.72 £ 0.22 4,57 =0.20 0.97 = 0.05 1.50 = 0.17

2b (n = 6) Baseline 1.29 £ 0.03 2.30 £ 0.04 299 = 0.03 383 *0.06 4.75*0.25 1.01 = 0.06 1.53 = 0.07
Postprocedure 1.29 = 0.05 2.30 £ 0.08 3.00 = 0.17 3.88 = 0.07 4.89 = 0.13 1.01 = 0.06 1.58 = 0.03

2c (n = 6) Baseline 1.29 £ 0.03 2.25 £ 0.08 291 = 0.08 3.80 = 0.07 4.77 £0.22 0.96 = 0.09 1.55 = 0.03
Postprocedure 1.46 + 0.22* 252 + 0.20t 3.33 = 0.22 4.08 = 0.29 5.12 = 0.46 1.06 = 0.09 1.56 = 0.12

Values are ms (mean + SD).

Ototoxic treatment increases PL | compared with baseline values without affecting the IPLs.

IPL, interpeak latency; PL, peak latency.
*P < 0.05, TP <0.01.

As expected, the morphological analysis demonstrated
an almost complete loss of hair cells in the organ of Corti,
with signs of a flat epithelium (see Fig 3A, from a rat treated
locally with saline, and Fig 3B, from a rat treated system-
ically with kanamycin and furosemide). There was also an
appreciable loss of neurons in the spiral ganglion all along
the cochlear turns (data not shown).

High mortality rates were observed with this protocol,
especially when the intravenous injection was performed
with the animal under general anesthesia.

Ventral Bullostomy Does Not Affect Hearing
Hearing function was not significantly affected by the sur-
gical procedure described. In the sham-operated group,
mean ABR thresholds one week after surgery were similar
to that at the baseline, in response to click stimulus (31 = 2
dB SPL, n = 6) (Table 1) and pure tones in the 4- to 40-kHz
range (Fig 2). Likewise, other parameters were not signifi-
cantly altered, including the PLs and IPLs (Table 2), as well
as the morphology of the organ of Corti and spiral ganglion
(data not shown).

Similarly, the ABR parameters in rats in which a saline-
soaked sponge was placed on the round window did not
differ from those of the controls, indicating that the presence
of the delivery vehicle did not significantly affect hearing
thresholds or latencies (Tables 1 and 2). Indeed, no signif-
icant differences were noted between the basal audiograms
in response to frequencies from 4 to 40 kHz and those
obtained after bullostomy (Fig 2). Accordingly, the surgical
procedure did not produce obvious alterations in cochlear
cytoarchitecture or appreciable hair cell or neuron loss in
the spiral ganglion (Figs 3A and D).

Local Administration of Kanamycin and
Furosemide Causes Hearing Loss and Hair
Cell Damage

Similar effects to those achieved with systemic injection
were obtained with lower doses of locally administered

ototoxic drugs. Based on existing pharmacological data
regarding the inner ear,'”'® it was estimated that five per-
cent to 10 percent of the systemic dose of kanamycin and
furosemide would induce similar cochlear damage (ie, 20
and 5 mg/kg BW, respectively). Considering the small vol-
ume of the tympanic bulla in rats'”'® and the mean body
weight of these animals, the gelatin sponge was soaked in
50 pL of a highly concentrated solution of kanamycin (200
mg/mL) and furosemide (50 mg/mL) in PBS-NaOH (pH
8.5). This solution was specifically prepared for this purpose
as it was not available commercially.

A significant threshold shift of ~30 dB SPL (P < 0.01,
n = 6, group 2c, baseline 32 * 3 and postsurgery 63 £ 12
dB SPL) was caused when bullostomy was followed by the
application of a concentrated solution of kanamycin and
furosemide to the round window (Table 1). Similarly, local
ototoxic treatment caused a significant threshold shift at all
the frequencies studied (P < 0.01, n = 6), which was
particularly evident in the evoked response to middle- and
high-frequency stimuli (16 to 40 kHz) (Fig 2).

Further multiple statistical comparisons of the mean
hearing thresholds indicated that one week after surgery
there were significant differences in the threshold values of
rats that received the ototoxic drugs locally when compared
with either the sham-operated (group 2a) or sham-operated
plus saline treatment (group 2b) animals (P < 0.01, n = 6).
When compared with systemic injection, local administra-
tion of kanamycin and furosemide induced a significantly
lower threshold shift (P < 0.01, n = 6). By contrast, ABR
thresholds in response to tone burst stimuli did not differ
significantly between systemic and locally treated rats at the
frequencies analyzed. Thus, local administration of ototoxic
drugs produced less severe but consistent cochlear damage
than that caused by the systemic injection.

Local ototoxic drug administration increased all the PLs
and IPLs (Table 2). There were statistically significant dif-
ferences for PL 1 (P < 0.05,n = 6)and PLII (P < 0.01,n =
6) but not IPL I-II and IPL II-IV before and after the

Downloaded from oto.sagepub.com at HOSPITAL UNIV PRINCIPE BIBL on April 14, 2016


http://oto.sagepub.com/

588 Otolaryngology-Head and Neck Surgery, Vol 141, No 5, November 2009

Figure 3 Hair cell and spiral ganglion neuron loss in basal cochlear turns after ototoxic exposure. (A) Control group. Arrows
indicate inner hair cells (IHC), and arrowheads indicate outer hair cells (OHC). TC, tunnel of Corti. (B) Systemic ototoxic treatment.
Severe degeneration or absence of IHC (*) and OHC (®®e). Complete collapse of the TC. (C) Local ototoxic treatment. Similar
lesions to systemically injected rats. (D) Control group. Spiral ganglion with normal neuronal packing density. (E) Local ototoxic
treatment. Decreased neuronal packing density with enlarged intercellular or noncellular spaces (black arrows). Scale bar: A-C = 50

pm, D, E = 100 pm.

procedure, indicating that the damage was caused mostly in
the peripheral auditory pathway.

The number and disposition of the inner hair cells (IHC)
and outer hair cells (OHC) of rats in group 2b was typical of
the organ of Corti (Fig 3A), and the neuron-packing density
at the spiral ganglion was normal (Fig 3D) and similar to
that in sham-operated rats (not shown). By contrast, the
basal turn was severely degenerated in cochlear sections
from group 2c rats with no IHC and OHC, and there was a
complete collapse of the tunnel of Corti (Fig 3C) similar to
that observed in group 1 animals (Fig 3B). Damage to the
middle and apical turns varied among individuals and
ranged from the loss of OHC to the complete loss of hair
cells (data not shown). There was also a decrease in the
neuronal packing density in the spiral ganglion of rats from
group 2c, with enlarged intercellular spaces (Fig 3E).

DISCUSSION

Damage of otic hair cells by ototoxic drugs has been studied
in different animal models with the aim of understanding
the molecular mechanisms underlying hearing and deafness,
and to develop tools for the future study of new therapeutic
agents. Here we describe the functional and morphological
traits of two complementary rat models of ototoxicity: sys-
temic injection and local application to the round window of
the ototoxic drugs kanamycin and furosemide. A ventral
surgical approach was performed to gain access to the rat
round window, following and adapting previously pub-
lished procedures.”®'*!® We confirmed that this surgical
approach preserves auditory function, as assessed by ABR
evaluation, and cochlear morphology, and that it is associ-
ated with low rates of morbidity and mortality.
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Most clinical studies involving direct round window ad-
ministration have been performed with gentamicin, due to
its ready pharmacological availability and vestibulotoxic
rather than cochleotoxic effects. However, the aim of this
study was to develop an animal model of cochlear damage,
and therefore, two substances with clear cochleotoxic ef-
fects were selected. In combination with the loop diuretic
furosemide, the aminoglycoside kanamycin produces bilat-
eral and symmetrical degeneration of the cochlear sensory
epithelia, followed by degeneration of cochlear neurons in
guinea pigs and Swiss and CBA/Caj mice.'*'*?° Here we
showed that a single injection of subcutaneous kanamycin
(400 mg/kg BW) and intravenous furosemide (100 mg/kg
BW) also caused severe hearing loss and cochlear damage
in Wistar rats. However, systemic administration of ototoxic
drugs at high doses is usually associated with increased
mortality rates and secondary effects.

Once the cochleotoxic effect of systemic administration
of this combination of drugs to rats was confirmed, the
effects of local administration were explored. Intracochlear
administration of drugs to animal models has typically been
addressed by using two alternative delivery methods: direct
injection through the round window membrane or cochleos-
tomy and intracochlear infusion. Because both procedures
have been associated with surgical trauma, inflammation,
and hearing loss, the development of a less invasive delivery
method was recommended, such as the ventral technique
described here. This surgical approach was complemented
with the use of a gelatin sponge, an efficient system for local
drug administration that presents many advantages over
systemic or transtympanic administration.'® This technique
favors the direct and sustained contact of the ototoxic sub-
stance with the round window membrane and it maintains
the ototoxic drugs in the tympanic bulla, avoiding the loss of
solution through the eustachian tube. Another advantage of
this procedure over systemic administration is that cochlear
damage is restricted to one ear, preserving the contralateral
inner ear as an intra-animal control. Although we do not yet
know the pharmacokinetics of the ototoxic drug-delivery
system described, the data obtained suggest that the drugs
are readily and rapidly accessible to the cochlea and that
they may more directly affect the basal turns close to the
round window. Apical turns are also usually damaged, but
in some animals, IHCs and the tunnel of Corti remained
intact, in accordance with the weaker effect at low frequen-
cies in the audiograms.

In summary, systemic administration of kanamycin and
furosemide produced a profound hypoacousia, coupled with
large-scale cochlear damage and severe cellular defects.
Therefore, this method provides a paradigm for cellular
replacement studies. Alternatively, application of a kana-
mycin- and furosemide-soaked sponge directly on the round
window produced moderate to severe hearing loss and hair
cell damage, evident in the basal and medial turns of the
cochlea. In addition, this method did not produce systemic
toxicity and it preserved the contralateral ear as an intra-

animal control. This protocol represents a paradigm closer
to that observed in clinical practice and, as such, it could be
useful to study the mechanisms underlying cell death and
cell repair, as well as the benefits of growth factor or gene
therapy.'
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