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Efecto del tratamiento intratimpénico con factor neurotréfico derivado del
cerebro y N-acetil cisteina sobre los cambios audimétricos, histolégicos e
inmunohistoquimicos en la coclea de cobayos con ototoxicidad inducida por

amikacina.

RESUMEN.

La ototoxicidad (OTT) por amikacina (AMK) resulta de la formacion de radicales
libres de oxigeno (ROS) y apoptosis de las células cocleares, y no hay tratamiento
que la evite. El factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y la N-acetilcisteina
(NAC) son antioxidante que disminuyen la apoptosis, por lo que hipotetizamos que
su uso en la OTT por AMK (OTT-AMK) la revertira. Objetivo. Evaluar el efecto del
tratamiento intratimpanico con BDNF embebido en esponja de colagena y de la
administracion simultaneamente VO de NAC con AMK, sobre los cambios
audiolégicos, histolégicos y apoptéticos en la coclea de cobayos con OTT-AMK.
Metodologia. Cincuenta cobayos (10 por grupo) con OTT-AMK, tratados con:
Grupo I: OTT-AMK sin tratamiento, Grupo Il: OTT-AMK tratados NAC post-
hipoacusia, Grupo Ill: AMK y NAC simultanea, Grupo 1IV: OTT-AMK con solucién
salina intratimpénica y Grupo V: OTT-AMK con BDNF intratimpanico. Se evaluaron
con emisiones otoacusticas por productos de distorsion (EOApd). Histolégicamente
en las cocleas se evalu6 su integridad y por inmunohistoquimica la produccion de
glutation peroxidasa (GPx) y apoptosis. Resultados. Postratamiento, ningun animal
revirtio la hipoacusia producida por la OTT-AMK (p<0.001,ANDEVA). Los grupos |,
I, Il 'y 1V, mostraron perdida severa de las células ciliadas (CC) y leve en el V
(p<0.05,Kruskall-Wallis). La expresién de GPx fue severa en el grupo |I; moderada
en los grupos I, lll y IV, y leve el grupo V (p<0.01,ANDEVA). En todos los grupos
hubo apoptosis severa en el ligamento y limbo espiral (p < 0.05 ANDEVA), leve en
las CC, ganglionares y estria vascular. Conclusion. El tratamiento intratimpanica
con BDNF, la administracion simultdnea de NAC con AMK y posthipoacusia, no
evitan la produccion GPx, apoptosis de las células cocleares en cobayos con OTT-
AMK, pero si la disminuyen. Tampoco revierten la hipoacusia, ni los cambios
histolégicos que se producen en la coclea con OTT-AMK.

Palabras clave: Ototoxicidad, Amikacina, Apoptosis, Factor neurotréfico derivado
de cerebro (BDNF), N-acetilcisteina (NAC), Glutation peroxidasa (GPx), Hipoacusia.



INTRODUCCION.

El oido es el 6rgano encargado de captar los cambios que se producen en el aire
cuando se produce una onda sonora y transmitirlos al cerebro para que sean
interpretadas como sonido; pero para que esto ocurra, dichas ondas deben de pasar
a través de diferentes areas del oido (oido externo, medio, e interno), las cuales
tiene una funcion especifica, para el procesamiento de la energia mecanica a
energia eléctrica.

El procesamiento de la energia mecanica a energia eléctrica se da en 3 etapas:

- Conduccion o transmision: el oido externo compuesto por el pabellon auricular y
el conducto auditivo externo conduce las ondas sonoras hacia la membrana
timpénica causando su vibracion y transmitiendo la energia por la cadena osicular

(martillo-yunque-estribo) hasta alcanzar el oido interno.

- Transformacién en el 6rgano de Corti de la energia mecanica en energia
bioeléctrica (transduccién). Una vez que la funcion de piston del estribo alcanza la
ventana oval, se produce movimiento de los liquidos intracocleares y de la
membrana basilar que es el sitio donde se asienta el 6rgano de Corti y en este se
encuentras las células ciliadas internas (CCl) y externas (CCE). Debido a estos
movimientos por la onda sonora se produce cizallamiento entre las membranas
tectoria y la basilar, que ocasiona que los cilios de las células ciliadas se muevan

llevando a la despolarizacion celular, con la consiguiente liberacion de glutamato



que es captado por las fibras aferentes del nervio coclear elemento y va a originar
un potencial de accién en la fibra nerviosa que viajara por las vias auditivas.

- Vehiculizacion de la energia eléctrica, a través de vias nerviosas, desde el 6rgano
de Corti hasta la corteza cerebral. Las células cocleares no solo transforman el
sonido en impulsos eléctricos, sino que lo hacen preservando las frecuencias. Lo
hacen por tener una organizacion llamada tonotdpica a través del ducto coclear. Las
células ciliadas en la base de la coclea son estimuladas por frecuencias agudas,
mientras las apicales lo son por las graves. Las CCI son las encargadas transmitir
la energia que ha llegado a la céclea a través de méas del 90% las fibras aferentes
del nervio coclear con las que hacen sinapsis directa, hacia las vias auditivas. Las
CCE se encargan de amplificar los sonidos de bajo nivel y Unicamente hacen
sinapsis con aproximadamente el 10% de las fibras aferente del nervio coclear. La
apreciacion de los sonidos, con todas sus cualidades, es funcién de las areas

auditivas del I6bulo temporal de la corteza (areas 21-22 y 41-42 de Brodman) (1,2).

Hipoacusia.

La hipoacusia o pérdida de la capacidad auditiva es un defecto funcional que ocurre
cuando un sujeto pierde capacidad auditiva, independientemente de la intensidad
(2). Esta se presenta con mas frecuencia en el mundo desarrollado. Sin embargo,
debido a que su presentacion puede ser diversa, progresiva e insidiosa, es dificil
calcular exactamente su incidencia. Se estima que aproximadamente 1 de cada 500
recién nacidos presentan una pérdida auditiva mayor de 40 decibeles (dB), la cual
se incrementa con la edad. Se considera que un 16% de los adultos presentan una

pérdida bilateral superior a 25 dB y a partir de los 80 afios cerca de la mitad de la
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poblacion se ve afectada por esta patologia (3,4). Actualmente existen alrededor de
466 millones de personas con discapacidad auditiva a nivel mundial y se considera
como la cuarta causa mas comun de discapacidad, con un costo anual de mas de
750 mil millones de délares (5).

La pérdida de audicion tiene efectos importantes en la vida cotidiana de los
individuos, ya que los problemas de comunicacion pueden generar sensacion de
soledad, aislamiento y frustracion, sobre todo en las personas mayores que
padecen la pérdida de ésta. La OMS, por su parte, sefiala que una persona con
sodera congénita podria sentirse mas excluida de la vida social que el resto de la
poblacion (6). Asi mismo, esta organizacidbn menciona que conseguir que las
personas con esta discapacidad tengan una mejor participacién en la comunidad,
educacion, mundo laboral o vida familiar es teniendo un mejor acceso a los servicios
de salud (7).

En México, de acuerdo con el Censo de Poblacion y Vivienda 2020, existen
6,179,890 personas con algun tipo de discapacidad y representan el 4.9 % de la
poblacion total del pais; mientras que 13,934,448 (11.0%) presentan alguna

limitacién. De estas personas, el 22% tiene dificultad para escuchar (6).



Personas con discapacidad y limitaciones reportadas en el Censo de Poblacion

y Vivienda 2020 de México

Tipo de
discapacidad o
limitacion.

Personas

con

discapacidad

Personas con

limitaciones

Total

Motriz I.
Para caminar
subir o bajar.

2 939 986

4 365 640

7 305 626

Motriz II.

Para atender el
cuidado
personal
(Bafarse,
vestirse 0]
comer).

1168 098

673 540

1 841 638

Visual.
Para ver aun
usando lentes

2691 338

8 974 853

11 666 191

Auditivo.
Para oir aun
usando aparato
auditivo

1 350 802

2900 108

4 250 910

Comunicacion.
Para hablar o
comunicarse

945 162

864 662

1 809 824

Condicion
mental

Para recordar o
concentrarse

1 149 257

2 698 640

3 847 897

Total

6179 890

13 934 448

30 722 086

Cuadro 1. Muestra el porcentaje de la poblacion mexicana con alguna discapacidad

o limitacion que le impiden realizar alguna actividad. Fuente: INEGI (6).




Clasificacion de la hipoacusia.
Como ya se mencion0, la hipoacusia es un defecto funcional que se presenta
cuando disminuye la capacidad auditiva, Esta puede clasificarse en diversas

categorias dependiendo de su localizacién, intensidad, evolucion, etc.

Hipoacusia topografica: Este tipo de hipoacusia se refiere al sitio anatémico y

funcional afectado y se subdivide hipoacusia conductiva, neurosensorial 0 mixta.

- Hipoacusias de transmisiéon o de conduccion: Son originadas por lesiones del
aparato transmisor de la energia sonora, como, por ejemplo, lesiones obstructivas
en el oido externo o del oido medio, que ocasionan alteracion de la membrana

timpanica, cadena de huesecillos o0 ambas estructuras.

- Hipoacusias neurosensoriales o de percepcion: Se presentan por lesiones en el
organo de Corti (hipoacusias cocleares), alteracion de las vias acusticas
(hipoacusias retrococleares) o por trastornos en la corteza cerebral auditiva
(hipoacusias corticales). Este tipo de hipoacusia puede ser originada por multiples
factores y su etiologia generalmente es dificil de diagnosticar a diferencia de la
hipoacusia conductiva; las principales causas de la HNS adquirida son
(presbiacusia, exposicion a ruido ocupacional y recreacional y OTT por farmacos
(4).

- Hipoacusia mixtas: Son las producidas por alteraciones simultaneas en la

transmision y en la percepciéon del sonido en el mismo oido.



Cabe mencionar que cualesquiera de estas hipoacusias pueden ocasionar

cualquiera de las clasificaciones de hipoacusias.

Hipoacusias por_intensidad o cuantitativa: Son las que dependen de la

intensidad de la pérdida de audicién, la OMS la clasifica de la siguiente manera y
se subdividen en: ligera que presentan perdidas auditivas de 16-25dB, leves: 26-
40dB, moderadas o medianas: 41 - 55 dB, moderadamente severas: 56-70dB,

severas: 71 - 90 dB y profundas: perdida mayor a 90 dB.

Hipoacusia de clasificaciéon cronolégica: de acuerdo con el momento de

apariciéon de la hipoacusia, tomando como referencia el momento del parto:

- Hipoacusias prenatales o congénitas: Son hipoacusias que aparecen antes del
nacimiento. Tienen un origen genético en un 80% y el 20% restante es adquirida;
existen hipoacusias de presentacion tardia, es decir posterior al nacimiento, que
pueden ser causadas por defectos genéticos o hereditarios. Ademas, Dentro de las
causas genéticas, aproximadamente un 20% de las hipoacusias seran una
manifestacion mas de una enfermedad sindrémica y un 80% se presentardn como
hipoacusias no sindrémicas. Las condiciones sindromicas y no sindromicas se
pueden subclasificar por patron de herencia como autosémica dominante,
autosomico recesivo, ligado al cromosoma X, mitocondrial, o complejo (2,4).

Dentro de estas hipoacusias se ha descrito que influyen diversos factores como

contribuyentes o desencadenantes de la misma, entre los que sobresalen:



A. Causas prenatales: infecciones durante el embarazo (TORCH, sifilis, VIH),
ototoxicos maternos, patologias sistémicas del embarazo (diabetes, hipotiroidismo
materno, hipertension arterial), sindrome alcohdlico-fetal, drogas de abuso materno.
B. Causas perinatales: hipoxia — anoxia perinatal, prematuridad y bajo peso al
nacimiento, hipertension pulmonar persistente, oxigenacion extracorporea,
ventilacion mecanica, hiperbilirrubinemia, ototoxicos.

C. Causas postnatales: traumatismos craneales, exposicién a ruido, infecciones
(meningitis, parotiditis, sifilis), ototoxicos, enfermedad inmunomediada del oido
interno, fistula perilinfatica, enfermedades metabdlicas como el hipotiroidismo,
enfermedades neoplasicas (neurinomas del acustico, tumores del angulo
pontocerebeloso, tumores del hueso temporal, neoplasias hematolégicas), alcohol,
tabaco, enfermedades idiopaticas (enfermedad de Meniere, sordera brusca

idiopatica) y presbiacusia.

Ototoxicidad.

La OTT es la degeneracion celular de los tejidos cocleares y/o vestibulares que
conduce a su deterioro funcional, como resultado de la exposicién a farmacos,
metales o solventes que provocan reacciones toxicas en los tejidos del oido interno.
Con la evolucion de la industria farmacéutica se han aumentado el niumero de
agentes potencialmente ototoxicos (8). (Dentro de los farmacos que ocasionan OTT
encuentran los antibiéticos aminoglucésidos (AG), agentes quimioterapéuticos a
base de platino, diuréticos de asa, antibidticos macrolidos y los antimalaricos
(Cuadro 3) (9,10), los cuales tienen una eficacia bien documentada contra diversas

infecciones y neoplasias malignas en nifios y adultos.



Ototoxicidad por AG

La gentamicina, AMK, kanamicina y tobramicina, son antibiéticos AG de amplio
espectro que son muy eficaces contra muchas cepas bacterianas gramnegativas y
contindan siendo el tratamiento de primera linea en diversas patologias, incluyendo
enfermedades multidrogoresistentes, las cuales son un problema de salud publica
9).

En los mamiferos, los AG son selectivamente toxicos para las células del tabulo
proximal renal (nefrotoxico) y para las células ciliadas sensoriales del oido interno
(ototdxico); sin embargo, el dafio renal inducido por farmacos es reversible si se
detecta a tiempo y se suspende la medicacion a diferencia de las células ciliadas en
las que produce dafo permanente, ya que estas no pueden proliferar y recuperarse
(8,11).

En la literatura se ha descrito que los AG vestibulotéxicos, en orden de gravedad
decreciente son la estreptomicina, gentamicina, tobramicina y netilmicina; mientras
que los cocleotdxicos son la neomicina, AMK, kanamicina y dihidroestreptomicina
(12,13). También se ha reportado que la incidencia de OTT asociada a
cocleotoxicidad inducida por AG oscila entre el 0% y el 63% Yy los pacientes que la
padecen a menudo mencionan problemas de equilibrio antes de cualquier
cocleotoxicidad percibida, la cual se manifiesta por la presencia acufeno, plenitud
Otica, alteraciones en la discriminacion e hipoacusia (10-13). Durante esta, el dafio
coclear puede ser latente desde el punto de vista clinico, es decir, la hipoacusia
puede manifestarse con cierto retraso, ya que la afectacion sensorial solo produce
sintomas clinicos cuando se sobrepasa un umbral critico. Algunos sintomas como

acufeno y dificultad para entender en ambientes ruidosos pueden preceder a la
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hipoacusia, la cual puede presentarse en diferentes grados de severidad, ser
progresiva y permanente (14). Por otro lado, la vestibulotoxicidad puede
presentarse hasta en el 60% de los casos y se manifiesta por la presencia de
mareos, oscilopsia, vértigo, ataxia y nistagmo (12,14).

El rango tan variado de la incidencia de la cocleotéxicidad y vestibulotoxicidad,
puede deberse a que existen muchas inconsistencias en los datos informados,
diferentes criterios para definir OTT, tipo de farmaco utilizado y sus caracteristicas
(biodisponibilidad a los diferentes regimenes de dosificacion, asi como
concentraciones séricas alcanzadas), via de administracién, duracién del
tratamiento, sensibilidades de las pruebas audiolégicas y la pérdida auditiva
preexistente. Ademas, puede estar influenciada por factores como: edad, sexo y
comorbilidades como la insuficiencia cardiaca congestiva, insuficiencia renal,

hipertension, susceptibilidad genética, factores geograficos (13,15,16).

Mecanismos de ototoxicidad producida por AG

Los AG son moléculas policatibnicas con masas molares entre 300 y 600 g/mol y
un diametro transversal maximo de ~0,8 nm, los cuales para producir OTT después
de su administraciéon para llegar al oido interno, utilizan los siguientes mecanismos:
a) trafico de la droga a través de las capas de barrera endotelial y epitelial, b)
absorcion de las ototoxinas por las células ciliadas y C) la interrupcion de las vias

fisiol6gicas intracelulares (12,14).



a) Trafico de ototoxinas al oido interno

Cuando los AG son administrados por vias sistémicas, atraviesan la barrera
hematolaberintica (BHL) (o barrera del laberinto sanguineo) e ingresan al oido
interno a través de la estria vascular; mientras que cuando son administrados
topicamente, el farmaco puede evitar el BHL en el oido medio e ingresa a través de

la ventana redonda al oido interno (8).

B) Captacion celular de los AG
Una vez en el oido interno, el farmaco se absorbe por endocitosis en la superficie
apical de las células ciliadas externas o por canales de transduccién y provocan

alteraciones de las mismas (8,17-19).

C) Mecanismos intracelulares que provocan la OTT.

Los AG que ingresan al oido interno promueven la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y nitr6geno (NOS), los cuales activan otros mediadores quimicos
como la quinasa c-Jun Nterminal (JNK) y la proteina quinasa activada por mitbgeno
p38 (MAPK), que a su vez inducen la apoptosis principalmente de las CCE y en
menor grado de las CCI (20). Ademas, se ha descrito que la apoptosis de las células
ciliadas estéa regulada principalmente por la activacién de caspasas a través de vias
internas o externas. Mientras que, en la via interna, las mitocondrias liberan factores
apoptogeénicos en el citoplasma para activar las caspasas, en la via externa, las
caspasas se activan mediante la union de ligandos a receptores de muerte como

Fas y TNFR1 (12).
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Deteccion de la OTT

Existen diversas clasificaciones para definir e identificar OTT, las més utilizadas son
el sistema de clasificacion de Chang, sistema de clasificacion de Tune y los de la
Asociacion Americana del Habla, Lenguaje y Audicién (ASHA). Sin embargo, cada
una de estas clasificaciones utiliza métodos audioldgicos y umbrales diferentes, por
lo que no son uniformes. Ademas, algunas de estas clasificaciones se centran en el
cambio de audicién a partir de un audiograma de referencia y otras en el impacto

funcional de la pérdida auditiva (21).

Sistema de clasificacion Sistema de clasificacion Tune

Chang

Grado

0

<20dBal,2y4kHz

Sin pérdida de audicion

la

= 40dB a cualquier
frecuencia de 6 a 12 kHz

Desplazamiento de umbral = 10 dB a 8, 10
y 12,5 KHz

1b

> 20 y< 40dB a 4kHz

Desplazamiento de umbral 210 dB a 1,2y
4 KHz

2bis

= 40dB a 4kHz y superior

Desplazamiento de umbral = 20 dB a 8, 10
y 12,5 KHz

2b

> 20 y< 40dB a cualquier
frecuencia inferior a 4kHz

Desplazamiento de umbral 220 dB a 1,2y
4 KHz

3

240dB a2 0 3 kHz y superior

>35dBa 1,2y 4 KHz

4

= 40bB a 1kHz y superior

=270dBa1,2y4 KHz

ASHA

= 20dB de disminucién de los umbrales de tono puro en cualquier frecuencia de
prueba o disminucién de = 10 dB en dos frecuencias adyacentes o disminucién de
la respuesta a tres frecuencias de prueba consecutivas.

ASHA enfatiza la evaluacion de linea de base para la identificacion temprana de la
ototoxicidad y Chang/ Tune enfatiza la documentacion de los umbrales
audiométricos de alta frecuencia y la clasificacién de la pérdida auditiva. Por lo tanto,
se recomienda una combinacion de las clasificaciones ASHA y Chang/Tune como
mejor practica para la identificacion temprana y el monitoreo posterior de la
ototoxicidad.

Cuadro 3. Muestra las escalas utilizadas para definir OTT. Adaptada de Crundwell

et al (21).
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La ASHA y la Academia Americana de Audiologia (AAA) recomiendan que la
evaluacion de referencia debe incluir medidas de comportamiento como la
audiometria de tono puro o tonal liminar (ATL) de 250 Hz a 8,000 Hz y la audiometria
de alta frecuencia (AAF) de 9,000 Hz a 20,000 Hz, ademas de medidas objetivas
como las emisiones otoacusticas por productos de distorsion (EOApd) y la
timpanometria, junto con cuestionarios de autoevaluacion (22).

En pacientes que no pueden interactuar con el operador o no responden, se pueden
utilizar tres pruebas audiolégicas de evaluacién objetiva para el monitoreo de la
OTT: emisiones otoacusticas (OAE), electrococleografia (ECochG) y respuesta
auditiva del tronco encefalico (ABR).

Dentro de las emisiones otoacusticas, existen tres tipos de mediciones
denominadas espontdnea, transitorias y de productos de distorsion, brindan
informacion sobre la presencia o ausencia de la funcion de las células ciliadas
externas (prueba objetiva), a partir de la cual se puede inferir el nivel de audicion.
Aunque es posible tener EOA en presencia de hipoacusia sensorial leve, la
magnitud de la emisién disminuye con umbrales cada vez mas elevados; sin
embargo, las EOApd separan con precision los oidos con audicibn normal de
aguellos con hipoacusia moderada y mayores grados de hipoacusia. Presentan una
sensibilidad del 78% y especificidad del 87% (23).

Por otro lado, la electrococleografia es una técnica que se utiliza para evaluar las
respuestas cocleares, asi como neuronales, y puede realizarse de forma invasiva y
no invasiva; con una sensibilidad del 75.5%% y la especificidad del 91%.

Con respecto a la respuesta auditiva del tronco encefalico, también presenta las

mismas limitaciones que ECochG con respecto a la duracion de las pruebas y la
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especificidad de la frecuencia. El uso de clics acusticos como estimulos limita la
informacion de respuesta a frecuencias entre 1y 4 kHz, y por lo tanto disminuye su
eficacia en el monitoreo de cocleotoxicidad. Sin embargo, los estudios que utilizan
estimulos tone burts para proporcionar informacion de respuesta especifica de alta
frecuencia han demostrado que esta técnica ABR es prometedora como una

herramienta de monitoreo objetivo para la deteccion temprana de OTT (23,24).

Tratamientos para disminuir la ototoxicidad producida por los
aminoglucésidos.

Para evitar o disminuir la OTT se han propuesto varias estrategias otoprotectoras:

A). Reducir la absorcion de AG que llega a la coclea para prevenir la citotoxicidad

(mediante la disminucion de inflamacion).

B) Interferir con los mecanismos de citotoxicidad inducida por el farmaco a través
del bloqueo de la produccion de ROS (25). Para esto, en varios estudios
experimentales se ha descrito que el uso de vitaminas, NAC, D-metionina,
edaravona, timoquinona y revertrol evita el estrés oxidativo que conduce a la muerte
de las células cocleares y la pérdida de audicion, ya que estas farmacos disminuyen
la formacion de ROS, inhiben la sintesis de Oxido nitrico e inhiben la cascada del
Jun N-Terminal Cinasas que desencadena la cascada de caspasas que producen
la apoptosis de las células ciliadas (3,26,27). También, debido a que los AG pueden
interactuar con el hierro para producir peroxidacion lipidica, se ha propuesto el uso

de quelantes de metales como la deferoxamina y 2,3-dihidroxibenzoato,
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acetilsalicilato (28); pero, los usos de estos no han tenido el éxito deseado, lo que

hace necesario buscar otros farmacos que eviten y disminuyan la OTT por AG.

C) Mantener la supervivencia de las células cocleares mediante el uso de factores
neurotréficos como el BDNF, el factor neurotrofico ciliar (CDNF), el factor
neurotréfico derivado de la linea celular glial (GDNF), y la neurotrofina 3 (NT-3), ya
que estos juegan un papel importante en el desarrollo coclear, ya que reduce la
formacién de radicales libres de oxigeno y disminuye la produccién de genes
apoptaticos, como resultado se ha observado que su uso en animales preserva las
estructuras cocleares y mejora la audicion (29); sin embargo, no se ha establecido

la técnica de aplicacién y dosis adecuada, para ser utilizada en la OTT-AMK.

N-acetilcisteina (NAC).

La NAC es un derivado del aminoacido cisteina con un grupo acetilo unido al
nitrégeno (30), la cual posee potentes propiedades antiinflamatorias (31) y actla
como un reductor de enlaces disulfuro, eliminador de ROS (32) y/o precursor de
biosintesis de glutation (GSH) intracelular, el cual durante el estrés oxidativo por
accion de la glutation peroxidasa (GPx) proporciona un electron de hidrogeno para
la reduccién de peroxidos en agua (33-35), asi como un estimulador de las enzimas
citosolicas involucradas en la regeneracion del glutation, por lo que se ha utilizado
para contrarrestar enfermedades neurodegenerativas y de salud mental (36),
proteger contra la muerte neuronal inducida por el estrés oxidativo en neuronas
granulares cultivadas (35), como antidoto contra la sobredosis de acetaminofén,

recuperacion después de una lesion cerebral traumatica, isquemia cerebral y en el
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tratamiento del vasoespasmo cerebrovascular después de una hemorragia
subaracnoidea (34), asi como para el tratamiento de la hipoacusia posterior a la
OTT-AMK (37). Sin embargo, no se ha probado su uso simultaneo con este AG, ni
se ha descrito los cambios en la expresion de GSH, ni cambios apoptoéticos en la

céclea cuando se administra de forma simultdnea con la AMK.

Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)

EI BDNF es un miembro de la familia de factores de crecimiento de las neurotrofinas.
La estructura humana del BDNF esta estrechamente relacionada con el BDNF de
rata y raton. Se sintetiza en el reticulo endoplasmico RE como una proteina pro-
BDNF de 32-35 kDa, pasa por el aparato de Golgi y es expulsado en vesiculas,
posteriormente se secreta por las dendritas postsindpticas como forma activa
(BDNF de 13 kDa).

Esta implicado en la neurogénesis 6tica con un papel importante durante la
maduracion de las neuronas conduciendo la sefializacion para la diferenciacion y
especializacion a células ciliadas (38). Se ha observado que la sefializacion de la
neurotrofina regula la supervivencia celular, la proliferacion, destino de los
precursores neuronales y el crecimiento de axones y dendritas a través de los
receptores TrkB. Ademas, muestra un efecto neuroprotector en condiciones
adversas, como la estimulacion glutamatérgica, la isquemia cerebral, la
hipoglucemia y la neurotoxicidad (39). Por otro lado, esta neurotrofina actua a través
los receptores: quinasa B relacionada con la tropomiosina (TrkB) que inicia la
supervivencia de las células neuronales y la diferenciacion y plasticidad de las

sefales sinapticas, mientras que los TrkB truncados son capaces de inhibir todos
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estos procesos cuando se produce su heterodimerizacién con el TrkB; el receptor
de neurotrofina p75 (p75NTR) regula la supervivencia celular, el ciclo celular, el
crecimiento axonal y la formacion de mielina; y la sortilina que funciona como un
correceptor que regula la expresion de TrkB o p75NTR en respuesta a una pro-
neurotrofina e inicia la cascada apoptética (29,40,41). Se ha descrito que el mejor
efecto de este se logra mediante la administracion directa, utilizando minibombas
de infusion, cocleostomia, uso de materiales biodegrables como Gelfoam o hidrogel
embebidos en el factor que contribuyen a un bajo riesgo de toxicidad celular; con el
uso de nanoparticulas que permitan dirigir los compuestos a la ciclea de manera
sostenida y controlada (40). Con base en lo anterior se puede pensar que el
administrar de forma intratimpanica el BDNF o la administracion NAC via oral de
manera simultdnea que la AMK evitara la produccion de radicales libres de oxigeno,
apoptosis de las células ciliadas cocleares y la HNS permanente en cobayos con

OTT producida por este AG.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La OTT producida por los AG ocasiona la expresion de radicales libres de oxigeno,
asi como apoptosis de las células ciliadas cocleares e hipoacusia neurosensorial
permanente y aunque se han implementado multiples estrategias para tratar de
evitarla, disminuirla y revertirla, hasta la fecha no existe algun tratamiento que tenga

el éxito deseado.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ El tratamiento intratimpéanico con BDNF o la administracion de NAC via oral
evitaran la produccion de radicales libres de oxigeno, apoptosis de las células

ciliadas cocleares y la HNS permanente en cobayos con OTT-AMK?

JUSTIFICACION.

La hipoacusia es un problema de salud publica debido a que afecta el desarrollo
psicosocial y econdmico de quien la padece. Es la 4ta causa mas comun de
discapacidad a nivel mundial con una prevalencia estimada de 466 millones de
personas. Se desconoce exactamente la incidencia de la OTT inducida por
farmacos y en el INER no se cuenta con datos estadisticos sobre los pacientes
atendidos en la consulta de audiologia con el diagnoéstico de OTT; este, es un
problema creciente a nivel mundial debido a que los AG son el farmaco de eleccion
en enfermedades multidrogoresistentes (MDR) en donde se usan como los
farmacos de primera linea de tratamiento. Sin embargo, estas drogas predisponen
a la presencia de vestibulotoxicidad o cocleototoxicidad, debido a que favorecen
produccion de radicales libres y apoptosis de las células ciliadas cocleares. Para
evitar o disminuir la OTT se ha propuesto el uso de antioxidantes y factores
neurotréficos, pero ninguna ha tenido el éxito deseado, porque no se ha encontrado
la via de administracion ni dosis ideal que la eviten; por lo que es necesario
encontrar otras alternativas para su tratamiento. Los factores neurotroficos son
substancias que han demostrado ser utiles para la sinaptogénesis y crecimiento
neuronal; por esta razon, en este trabajo se propone su uso para evaluar sus efectos

sobre las células ciliadas y neuronas ganglionares dafiadas por la OTT.
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HIPOTESIS.

El BDNF y la NAC son farmacos que inhiben la produccion de radicales libres de
oxigeno y evitan la apoptosis, entonces la administracion de estos en cobayos con
OTT inducida por AMK, evitara la produccion de ROS y la apoptosis de las células

ciliadas de la cOclea y la perdida de la audicion permanente.

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto del tratamiento intratimpanico con BDNF embebido en esponja de
colagena y de la administracion simultdneamente VO de NAC con AMK, sobre los
cambios audiolégicos, histolégicos y apoptoéticos en la céclea de cobayos con OTT

inducida por AMK (OTT-AMK).

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
- Determinar los efectos de la aplicacion intratimpanica del BDNF y NAC VO como
tratamiento otoprotector, sobre los cambios EOApd de cobayos con OTT producida

por AMK.

- Valorar los cambios histologicos producidos en la céclea de cobayos con OTT por
AMK, después aplicar BDNF intratimpanicamente y N-acetilcisteina VO como

tratamiento otoprotector.

- Evaluar mediante inmunohistoquimica la expresion de GPx y apoptosis en la
coclea de cobayos con OTT-AMK, después aplicar BDNF intratimpanicamente y N-

acetilcisteina VO como tratamiento otoprotector.
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MATERIAL Y METODOS.

Se llevé a cabo un estudio experimental, longitudinal y comparativo, que se realizé
en la Unidad de trasplante pulmonar experimental del Departamento de Cirugia
Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio

Villegas (INERICV).

Animales de experimentacion.

Se utilizaron 55 cobayos de raza Dunkin-Harley, clinicamente sanos, sin importar
sexo, ni edad, con peso 200-250g. Todos los animales fueron tratados de acuerdo
a las Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Norma Oficial Mexicana (42) y de la Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals de los Estados Unidos (43). Al finalizar el estudio se tomaron los oidos de
5 animales, los cuales iban a ser sometidos a eutanasia por haber cumplido con su
vida reproductiva en el bioterio y sus oidos se utilizaron como controles sanos para
los estudios de histologia e inmunohistoquimica (IHQ) (éstos animales también se
manejaron bajo las mismas normas) (42,43).

La muestra se calculé para una poblacion infinita con un intervalo de confianza del
95% (100 individuos por grupo), pero como eran muchos animales, el célculo se
llevd a cabo bajo los criterios de las tres Rs (Reemplazo, Refinamiento y
Reduccion), obteniéndose un niumero de 10 animales por grupo.

Los animales no requirieron de condicion o caracteristica particular de alojamiento,

mantenimiento, alimentacion o cuidados veterinarios.
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Criterios de inclusion. Se incluyeron cobayos SPF (libres de patégenos
especificos) entre 200-250 g, producidos en el bioterio del INERICV, sin alteraciones

Gticas.

Criterios de exclusion. Los animales con antecedentes de algun procedimiento o

enfermedad de oido, fueron excluidos del estudio.

Criterios de eliminacion. Todo animal que presentd signos clinicos de cualquier

patologia que no haya sido provocada por la OTT.

Criterios de terminacion.

Aquellos animales que mostraron signos de dolor agudo o crénico, de acuerdo a lo
descrito por The Rat Grimace Scale (44) y que no disminuyé con la aplicacion de
medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis anestésica utilizando

pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara, México).

Grupos de Estudio

A todos los animales se les administr6 diariamente AMK (Amikacina, AMSA,
Guadalajara, Mexico) intramuscular a dosis de 25 mg/Kg de peso durante 15 dias
(tiempo suficiente descrito en la literatura para producir OTT) (37) y una vez que

guedaron sordos, se les aplico el tratamiento de la siguiente forma:

Grupo | (n=10): OTT-AMK sin tratamiento.
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Grupo Il (n=10): OTT-AMK tratados con NAC VO a dosis de 140 mg/kg/24 horas
(dosis utilizada en nifios con intoxicacion por paracetamol) durante 4 semanas,
después de haber producido la OTT (AMK-NAC post hipoacusia).

Grupo Il (n=10): OTT-AMK tratados simultaneamente con NAC VO a dosis de 140
mg/kg/24 horas durante 4 semanas (AMK-NAC simultanea).

Grupo IV (n=10): OTT-AMK tratados con 6 pl de solucién salina fisiologica
embebidos en una esponja de colagena porcina (Gelfoam, Pharmacia and Upjohn,
NJ, USA) colocado sobre la ventana redonda como dosis Unica, después de haber
producido la OTT (AMK-Gelfoam).

Grupo V (n=10): OTT-AMK tratados con 6l de una solucion de 1 pug/ul de BDNF
(PeproTech Inc, AF-450-02, CA, USA.) embebidos en Gelfoam, colocado sobre la
ventana redonda como dosis Unica, después de haber producido la OTT (AMK-

BDNF).

Aplicacion del tratamiento.

El grupo control o grupo | no recibié ningan tratamiento. En los grupos Il y lll, la NAC
(ACC®, Sandoz, Wolfratshausen, Alemania) fue diluida en el agua de bebida, la
cual se administro ad libitum.

En los grupos IV y V, después de haberse provocado la OTT, los animales fueron
sometidos a un procedimiento quirdrgico bajo anestesia general para colocar un
cuadro de Gelfoam en la ventana redonda. En el grupo IV Unicamente se instilo 6
pl de solucién salina, mientras que en el grupo V se embebi6 el Gelfoam en 6ul de

una solucion de 1 pug/ul de BDNF (40), para que penetrara en la escala timpanica y
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se extendiera por los fluidos cocleares hasta llegar a las células sensoriales,

células de soporte y las fibras nerviosas aferentes de los animales con OTT-AMK.

Técnica quirurgica.

Los animales fueron sometidos a anestesia general, administrando por via
intraperitoneal (IP) una mezcla de 60 mg/kg de clorhidrato de ketamina (Anesket®,
Pisa, Guadalajara, México) con 5 mg/kg de xilazina (Rompun®, Bayer, Leverkusen,
Alemania). También se administr6 5 mg/kg via subcutanea (SC) de meloxicam
(Melodex®, Laboratorios Aranda, México, DF, México) para mantener analgesia
preoperatoria y enrofloxacina como antibiético (Baytril®, Bayer, Leverkusen,
Alemania) a dosis de 5 mg/kg/SC (37). Durante todo el procedimiento quirargico y
en la recuperaciéon anestésica se monitorizé la frecuencia cardiaca (FC) frecuencia
respiratoria (FR) y saturacion de oxigeno (Sa0O2) con un monitor para signos vitales
(Datascope Passport 5 Lead Monitor®, Mindray Medical International, Shenzhen,
China).

Una vez anestesiado el cobayo, se le realiz6 tricotomia de ambas regiones
retroauriculares y se realiz6 la asepsia del area con una solucion yodada.
Posteriormente, se infiltr6 lidocaina de forma local (lidocaina®, Pisa, Guadalajara,
México) a dosis 5mg/kg en la region retroauricular de forma bilateral. Se coloco al
animal en posicion decubito ventral y utilizando como punto de referencia el proceso
angular de la mandibula, se identifico el hueso temporal, el cual se localiza en la
linea ventral inmediatamente por encima. Una vez que se localizdé el hueso
temporal, se realiz6 una incision eliptica de 2cm sobre area de la bula timpanica, sin

sobrepasar la pared anterior de conducto auditivo externo. Los pabellones de la
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oreja se retrajeron lateralmente y desperiostizo el tejido hasta exponer el hueso
temporal, cuidando de no lesionar el nervio facial. Después de identificar el nervio
facial, entre la porcion mastoidea y la pared posterosuperior del conducto auditivo
externo, se identificd la bula timpénica, se realizé una mastoidectomia de 3 mm de
diametro con la punta de una hoja de bisturi; asi mismo mediante microcirugia se
expuso Yy visualizé la ventana redonda, y con un pick recto (Sklar Surgical
instruments, Pennsylvania, USA), se colocé el gelfoam® (1x1mm) embebido en el
BDNF. Finalmente, el defecto de la bula se cerr6 con la fascia temporal y los tejidos
subcutdneos se aproximaron con puntos invertidos con material de sutura no
absorbible de poliglactina 910 (Vicryl, Ethicon, New Jersey, USA) de 4-0 (4-0) (45).

(Figura 1).
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Figura 1. Foto que muestra el procedimiento quirdrgico. A) Cobayo en posicion
decubito ventral después de ser infiltrado. B) Incision de 3x3mm sobre bula
timpanica C) Exposicién de la ventana redonda. D) Tamafio del gelfoam (1x1mm)
embebido en BDNF. E) Aplicacion del tratamiento sobre ventana redonda. F) Cierre

convencional de incisién retroauricular.

Evaluacion.
El estudio tuvo una duracién de 6 semanas después de haberse producido la OTT
(hipoacusia) e inicio de la aplicacion del tratamiento. Durante este tiempo todos los

cobayos se evaluaron clinica, audioldgica, histolégica e inmunohistoquimicamente.
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Clinica.

Se evalu6 clinicamente la presencia de otitis, otorrea y laberintitis post-aplicacion
de los tratamientos. Ademas, se les evaluo la presencia de respuesta al estimulo
auditivo, asi como la presencia de signos vestibulotoxicidad (principalmente

inestabilidad postural).

Valoracion Audiolégica.

En todos los grupos se llevo a cabo la medicién de emisiones otoacusticas por
productos de distorsibn en ambos oidos (EOApd) para valorar los rangos de
audicion de los cobayos. Se realizé una medicion inicial sin anestesia, previo a la
administracion de AMK, y posteriormente una medicion cada semana hasta producir
hipoacusia. Una vez producida la OTT, se administro tratamiento a los cobayos con
NAC O BDNF, dependiendo su grupo de estudio, y se realiz6 nuevamente la
medicion de las emisiones otoacusticas por productos de distorsion a los 15y 30
dias de tratamiento. Para la evaluacion, los cobayos se envolvieron en un campo
quirdrgico no estéril, posteriormente, se coloco secuencialmente en cada conducto
auditivo externo la sonda de las emisiones cubierta por una oliva auditiva Sanibel
pediatrica. La valoracion de las EOApd se realiz6 utilizando dos estimulos de tonos
puros, (F1y F2), manteniendo entre las frecuencias de las mismas una proporcion
f2/f1 de aproximadamente 1,2 y con niveles de intensidad de los dos tonos (L1y L2)
de 65 - 55 dB. A través del DPgrama se represent6 la amplitud de los productos de
distorsion a diferentes frecuencias de F2 y su relacion con el ruido. La aparicion de
los productos de distorsion se circunscribe dentro del rango frecuencial de 500 a

8000 Hz.
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Histoldgica

Concluido el tiempo de estudio los animales fueron sometidos a eutanasia con una
sobredosis de pentobarbital sédico (100mg/kg) (Anestesal, Pfizer, Estado de
México, México) y se obtuvieron los huesos temporales, los cudles se fijaron durante
24 horas en formaldehido al 10%. Posteriormente se descalcificaron con una
solucion de acido férmico (CH2032) al 5% y acido clorhidrico (HCI) al 5% durante 72
horas. Una vez descalcificados, las cocleas fueron incluidas en parafina y se les
realizaron cortes de tres micras, tifieron con hematoxilina-eosina y se evaluaron por
microscopia de luz.

En el andlisis de los hallazgos histolégicos, se valord la continuidad de la estria
vascular, integridad de la membrana tectoria, membrana vestibular, células ciliadas
externas de la céclea y densidad de las células ganglionares espirales.

La evaluacion de estos cambios histolégicos fue realizada mediante una escala
nominal (en la que la completa integridad se considerara como un si y la falta de
cualquier segmento como no), mientras que la pérdida de la célula ciliadas externas
se evaluara de acuerdo a una escala semicuantitativa en la que cada parametro
evaluado recibirA un porcentaje de acuerdo a la severidad de los cambios

histoldgicos (0-10% ausente, 11-25% leve, 26-50% moderado, 51-100% severo).

Inmunohistoquimica

En este estudio se determind que la expresion in situ de GPx en la céclea se llevo
a cabo mediante inmunohistoquimica, para esto a los tejidos incluidos en parafina
se les realizaron cortes de tres micras y se montaron en laminillas silanizadas. Las

laminillas con los cortes se incubaron durante 30 minutos dentro de una estufa
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(Fisher Scientific) mantenida a una temperatura 60°C para eliminar la parafina.
(Fisher Scientific). Después, el tejido se rehidrato y clarific6 mediante una inmersion
seriada en xilol (10 minutos), etanol absoluto (1 minuto), etanol al 90% (1 minuto) y
etanol al 70% (1 minuto). Posteriormente, las muestras se trataron con buffer de
citratos pH 6, el antigeno se recuper6 con calor en bafio himedo (Stable Temp®,
Cole Parmer®) a 60°C por 30 minutos, se dejaron enfriar y se lavaron con Tris-
Buffered Saline withTween (TBST) tres veces por cinco minutos. La peroxidasa
enddgena se bloqued con peroxido de hidrogeno al 30% (J.T. Baker, Méx.) diluido
(1:9 en H20 desionizada) durante 15 minutos y se lavé nuevamente en tres tiempos
de cinco minutos con TBST. Posteriormente se agregd suero bloqueador
(Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame, CA) durante 15 minutos a temperatura
ambiente para el bloqueo del pegado inespecifico y se lavd nuevamente. Una vez
gue se llevaron a cabo los pasos anteriores las secciones de tejido fueron incubadas
con anticuerpo policlonal de conejo para GPx (Biorbyt, orb5344, CA, USA) a una
concentracion de 10ug/ml durante 24 horas a 4°C. Pasado este tiempo se lavaron
nuevamente en tres ocasiones con TBST por cinco minutos cada uno y se procedio
a laiincubacion con el segundo anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal
Quick Kit, Burlingame,CA) 10 minutos, se lavé al final en tres tiempos de cinco
minutos, posteriormente se utilizd el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa
(Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame, CA) y se incubaron durante 15 min a
temperatura ambiente y nuevamente se lavaron como ya se describid, se utilizo
3,3’Diaminobencidina (DAB) (BioCare Medical, USA) como revelador durante cinco
minutos, se tifieron con Hematoxilina (BioCare Medical, CA, USA) y para virar el

contraste se utilizé una solucion saturada de Carbonato de Litio (Fisher Chemical,
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USA). En todos los ensayos se realizaron controles de tejido positivo (rifidon de rata),
asi como controles negativos a los cuales no se les agreg6 anticuerpo primario.

La cuantificacion de la expresion de GPx se realizé empleando el software Image J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/), desarrollado por el National Institute of Health (NIH) y el
plugin IHC Profiler. Se tomaron imagenes de microscopia en formato digital de diez
campos aleatorios por laminilla, a través de un microscopio, una camara fotografica
digital (Hitachi digital), una computadora y el software necesario para capturar las
imagenes. Todas las fotografias se tomaron a la vez utilizando el mismo objetivo y
la misma intensidad de luz. Una vez que se obtuvieron las imagenes se clasificé a
cada imagen en un rango de intensidad del color que se dividié por cuatro zonas
dentro de la escala del color de 0-255; alto positivo, positivo, bajo positivo y negativo,
asimismo, se determiné el niumero de pixeles positivos de acuerdo al numero de
pixeles por zona y el total del nimero de pixeles por imagen (46) reportando la

intensidad del cromdgeno en pixeles.

Determinacion de la apoptosis celular

La determinacién de la apoptosis celular se realizé mediante inmunohistoquimica
utilizando el método de TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end-labeling). El tejido fue
fijado y montado de la misma forma que para el andlisis inmunohistoquimico. La
técnica se realiz0 siguiendo las instrucciones del fabricante (ApopTag Plus
Peroxidase in situ apoptosis detection kit; S7101, EMD Millipore Corporation, CA,
USA.) de la siguiente manera. Para desparafinar el tejido las muestras fueron
sumergidas en xilol y rehidratas en concentraciones decrecientes de alcohol

(absoluto, 95% y 70%). Posteriormente, se lavaron con buffer de fosfatos (PBS) y
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se incubaron a temperatura ambiente con proteinasa K durante 15 min para
favorecer la recuperacion antigénica. Para el bloqueo de la peroxidasa endogena,
el tejido se tratd con peroxido de hidrogeno al 3% durante 5 min. Se realizé un nuevo
lavado con PBS y posteriormente los cortes histoldgicos se incubaron a temperatura
ambiente con Equilibration Buffer durante 10 seg e inmediatamente después con la
enzima TdT (desoxinucleotidil transferasa) a 37°C por 1h para favorecer la union de
los hidroxilos de ADN fragmentados libres de las células apoptéticas. Terminado el
tiempo de incubacion las muestras fueron lavadas con PBS seguido de la colocacion
de la solucién en tdndem de antidigoxigenina, la cual se incubo a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Después del lavado con PBS se agreg6 DAB
(diaminobencidina) como cromdogeno para revelar el color de reaccion, para la
contra tincion se utiliz6 hematoxilina (BioCare Medical, CA, USA) y para virar el
contraste se utilizé una solucién saturada de Carbonato de Litio (Fisher Chemical,
USA). El nimero de células apoptoticas se obtuvo a partir de la férmula del indice
de apoptosis (Al): Al=(células apoptoticas/células totales) x 100%. Los cortes se

analizaron en 10 areas aleatorias con un aumento de 40x.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los hallazgos audiolégicos se llevo a cabo con la prueba
de ANDEVA de medidas repetidas, Dunnett y Tukey. Los hallazgos IHQ con
ANDEVA, Dunnett y Tukey; mientras que los histologicos con Kruskall Wallis. Los

valores de p<0.05 se consideraron como significativos.
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RESULTADOS.

Todos los animales sobrevivieron al tiempo de estudio sin ninguna complicacion
clinica aparente mas que la sordera.

En todos los casos después de realizar las emisiones otoacusticas por productos
de distorsion se observo que los resultados de las frecuencias que escuchaban los
cobayos a los 15 dias de habérseles administrado la AMK disminuyeron (p< 0.007
ANDEVA, Dunnet). Después de haber administrado los tratamientos en todos los
grupos de estudio se continuo con la disminucion de estos valores en cada medicién
vs su valor basal y medicion previa (p < 0.001, ANDEVA MD, Dunnett, Tukey), con
excepcion del grupo Il en el que estos valores disminuyeron de manera severa hasta
el final del estudio. Asi mismo en el grupo V, los valores mostrados después de
haber aplicado el tratamiento se observaron similares a diferencia de los otros
grupos de estudio en la que la perdida de la audicion siguié evolucionando en estas
mismas mediciones. Aunque la mayor disminucién se observé en el grupo IV a los
30 dias postratamiento no se observo diferencia significativa en los valores de todos
los grupos evaluados al final del estudio. (p > 0.05, ANDEVA MD, Dunnett, Tukey).

(Grafica 1).
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Resultado Emisiones otoacusticas por productos de distorsion en
cobayos con ototoxicidad por amikacina con diferentes
tratamientos postsordera

* %k * ¥

dB 2° * %

Grupol| Grupolll Grupol ll Grupo IV Grupo IV
AMK-Sin Tx AMK-NAC AMK-NAC AMK-Gelfoam AMK-BDNF
postsordera simultanea

mBasal @15 Dias PostAMK m15 Dias PostTx =30 Dias PostTx

Gréfica 1. Muestra la disminucion en la audicion en los cobayos de todos los grupos

de estudio post OTT-AMK y después de aplicar los diferentes tratamientos.

Histologicamente, se observé el tejido control sin alteraciones de ninguna de sus
estructuras. Al evaluar el érgano de Corti, en todos los animales de los grupos |, I,
Iy IV, se observo perdida severa de las células ciliadas externas y leve en el grupo
V en comparacion con las cécleas sanas (p< 0.05 Kruskall Wallis). Asi mismo, estas
células se observaron hinchadas en el grupo | y con cambios degenerativos en los
grupos Il y lll. Ademas, todos los grupos mostraron degeneracion y perdida de la
continuidad de la estria vascular, pérdida de la integridad de la membrana tectoria
la cual en los grupos |, lll y V se observé adelgazada y en el grupo Il y IV engrosada.
También en los grupos |, I, lll y IV se aprecié pérdida severa de las células del limbo

espiral. (Figura 2)
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Figura 2. Micrografias que muestran los cambios histolégicos en el tejido coclear
sano, post-AMK y post-AMK tratados con NAC, Gelfoam y BDNF. Coclea 10x,
Organo de Corti 40x.

Al valorar mediante IHQ el estrés oxidativo producido por la AMK y la aplicacion de

los diferentes tratamientos a traves de la produccion de GPX, se observo que en los
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animales esta se incrementa de en todos los grupos de estudio en comparacion con
los valores de los animales sanos que no recibieron el ototoxico; sin embargo, este
incremento fue severo en los animales del grupo | (p = 0.012 ANDEVA, Dunnett),
moderado en los de los grupos I, 1l y IV y leve en el grupo V (p>0.05 ANDEVA,
Dunnett). Al comparar entre grupos no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05 ANDEVA, Tukey) aunque el grupo tratado con BNDF, mostro

menos expresion de esta enzima. (Gréfica 2 y Figura 3)

Expresién de glutation peroxidasa en cécleas de cobayos con
ototoxicidad por amikacina con diferentes tratamientos postsordera
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Gréfica 2. Muestra que ni la NAC, ni el BDNF evitan la expresion de radicales de

02 después ser utilizadas para revertir la OTT-AMK.
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Figura 3. Expresion de GPx sobre el tejido coclear sano, post-AMK y post-
tratamiento. En el tejido sano se observa una ausencia de expresiéon de glutation
peroxidasa. En las cécleas que presentaron sordera y no recibieron tratamiento esta
expresion fue severa (color marrén intenso) al igual que las tratadas con Gelfoam,
en comparacién con los grupos de NAC (post hipoacusia y simultanea) y BDNF en
donde se observo una expresién de moderada a severa. 20x

Los estudios de IHQ de las coOcleas de los animales que recibieron AMK vy los

diferentes tratamientos post OTT, mostraron mas porcentaje de células apoptéticas
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que los de los animales sanos; sin embargo, solo el porcentaje de apoptosis
mostrado por los animales de los grupos | y V fue significativo (p < 0.03 ANDEVA,
Dunnett). Al comparar entre grupos también la apoptosis mostrada por estos grupos
fue significativamente mayor que la de los grupos Il, Il y IV (p < 0.01 ANDEVA,

Tukey). (Grafica 3).

Apoptosis total en cécleas de cobayos con ototoxicidad por
amikacina con diferentes tratamientos postsordera

Porcentaje
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**p < 0.01 ANDEVA, Tukey. Grupos |y V vs grupos i, llly IV

Gréfica 3. Muestra el porcentaje de células apoptoticas totales en la céclea de los
cobayos con lesion OTT, con y sin tratamiento con otoprotectores.

Al valorar el porcentaje de celulas apoptéticas por componente de la coclea, se
observo que los animales que recibieron AMK para producir la OTT y no recibieron
tratamiento mostraron mayor apoptosis de las células ciliadas del 6érgano de Corti
en comparacion con los otros grupos de estudio (p < 0.001 ANDEVA, Tukey) y

controles sanos (p < 0.001 ANDEVA, Dunnett); mientras que todos los grupos que
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recibieron tratamiento la apoptosis estas células disminuy6 casi hasta alcanzar sus
valores basales (Grafica 4 y Figura 3).

Con respecto al porcentaje de apoptosis de las células ganglionares, se observo
que en todos los grupos hubo un incremento similar de esta en comparacion con los
animales sanos; sin embargo, esto no fue significativo entre grupos, ni dentro de
cada grupo (p>0.05, ANDEVA) (Grafica 4 y Figura 3)

Las células de la estria vascular de todos los grupos de estudio también mostré un
incremento en el porcentaje de células apoptéticas en comparacion con los
animales sanos; pero este incremento fue superior en los grupos | y V; aunque solo
fue significativo en los animales del grupo | (p< 0.01 Andeva, Dunnett). (Gréfica 4 y
Figura 3).

En todos los grupos, las células del ligamento espiral incrementaron el porcentaje
de apoptosis en comparacion con los cobayos sanos, pero este incremento aunque
fue superior en los grupos |, IV y V, solo el grupo | mostré diferencia significativa (p
= 0.005, ANDEVA, Dunnett). Al comparar entre grupos no hubo diferencias
estadisticas importantes (p> 0.05, ANDEVA, Tukey) (Gréfica 4 y Figura 3).

En todos los grupos, las células del limbo espiral, también incrementaron su
porcentaje de apoptosis en comparacion con las coOcleas sanas. Aunque este
incremento fue superior en los grupos |, IVy V (p = 0.009, ANDEVA, Dunnett). Al
comparar entre grupos, la apoptosis de estos mismos grupos solo fue superior a la
del grupo de AMK tratada con NAC postsordera (p< 0.01, ANDEVA, Tukey) (Grafica

4y Figura 4).
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Apoptosis de las células en las diferentes areas de la coclea de cobayos con ototoxicidad por amikacina con diferentes

tratamientos postsordera
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Grafica 4. Muestra el porcentaje de apoptosis de las células cocleares en animales

sanos, post hipoacusia, asi como después del uso de diferentes tratamientos.
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Control Sano Sin Tx postsordera NAC simultanea Gelfoam BDNF
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Figura 4. Micrografias representativas de la presencia de células apoptoticas
(células color marrén) en las diferentes areas de la coclea. En el tejido sano se

observa 10% de células apoptéticas del limbo espiral, 20% en las células de sostén
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de la estria vascular y 5% en las células del ganglio espiral y el 6rgano de Corti.
Mientras que en las cocleas post OTT-AMK se observa >40% de células apoptoticas
en todas sus estructuras al igual que los grupos que recibieron tratamiento para la

sordera. (40x).

DISCUSION.

Se ha documentado que AG son muy eficaces contra las enfermedades
multidrogoresistentes y contindan siendo parte del tratamiento de primera linea en
otras enfermedades (9); sin embargo, pueden provocar OTT y degeneracion celular
de los tejidos cocleares y/o vestibulares, que conduce al deterioro funcional y
pérdida auditiva irreversible (8,11,23), debido a que estos promueven la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (NOS) en el oido interno,
apoptosis de las células ciliadas externas de la céclea (12,20). Aunque para evitar
o disminuir la OTT se han propuesto el uso de antioxidantes para bloquear la
produccion de ROS (25) y factores neurotréficos para mantener la supervivencia de
las células cocleares, no se ha logrado disminuirla o evitarla, por los tiempos y vias
de administracién de los tratamientos; por esta razén en este estudio se evalué el
efecto del tratamiento intratimpanico con BDNF embebido en esponja de colagena
y de la administracion simultaneamente VO de NAC con AMK, sobre los cambios
audioldgicos, histoldgicos y apoptoticos en la coclea de cobayos con OTT-AMK.
Nuestros resultados mostraron que en el modelo de OTT por AMK en cobayos, la
NAC administrada de manera simultanea o posthipoacusia, asi como la aplicacion
intratimpanica de BNDF embebido en una esponja de colagena, no evitan el

incrementd en la produccion del GPx, apoptosis, deterioro histologico de la coclea
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y la pérdida de la audicion, a pesar de que los animales tratados con NAC mostraron
menor apoptosis que los tratados con BDNF.

En este estudio se decidio la utilizaciéon del BDNF embebido gelfoam, porque al
colocarla sobre la ventana redonda favorece que por difusion, el factor neurotréfico
alcance niveles elevados en la perilinfa y se ponga en contacto directo con la céclea
como lo describio Ito et al (47), al estudiar los nuevos métodos para la administracion
de farmacos en el oido interno. También utilizamos este método porque el uso de
materiales biodegrables como esta esponja o hidrogeles en conjunto con el BDNF
presenta un bajo riesgo de toxicidad celular como lo reportado otros autores (40,48)
que ha estudiado las mejores vias para asegurar la entrega de farmacos para el
tratamiento de la ceguera y la sordera.

En este estudio, para la identificacion temprana y el monitoreo de la ototoxicidad,
utilizamos las EOApd, y no las audiometrias de tono puro o de alta frecuencia como
lo recomienda la Academia Americana de Audiologia, porque los cobayos no
interactian con el audiélogo y no pueden responder (49). Asi mismo, nuestros
hallazgos audiol6gicos mostraron que la AMK produjo OTT a los 15 dias de haberse
administrado, ya que las respuestas de EOApd disminuyeron severamente en todas
las frecuencias, lo cual concuerda con lo observado en otro estudio en el que
produjeron OTT con AMK (37) y observaron que en este tiempo se produce la
hipoacusia. Por otro lado, observamos que ni el BDNF, ni la NAC, evitaron la
evolucion de la OTT ya que las amplitudes siguieron disminuyendo durante el
tiempo que duro el estudio, lo cual coincide con lo observado por varios autores que
en ratas produjeron OTT con gentamicina (50), carboplatino (51), asi como

cisplatino (52) y utilizaron NAC como otoprotector para disminuir la hipoacusia, y
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reportaron que con y sin tratamiento después de producirse la OTT la hipoacusia se
vuelve mas severa. Nuestros resultados tampoco coinciden con los descrito por
otros autores que utilizaron BDNF después de producir OTT con AG y aplicaron un
hidrogel (47) o gelfoam (48) que contenia BDNF (con 84 ugy 6 ug, respectivamente)
como unico tratamiento y observaron que habia una mejoria de los umbrales
auditivos posterior a su administracion. Asi mismo, los resultados de este estudio
no concuerdan con lo observado por Blakley et al (29) quienes produjeron la
hipoacusia con cisplatino y aplicaron una sola inyeccion intracoclear de 0.05 ug
BDNF a través de la ventana redonda y reportaron que, a los 30 dias posteriores a
la aplicacién del tratamiento mejora la audicion en 11 dB, pero que, aunque se
mejord la audicidn postratamiento esta no supera la pérdida auditiva inducida por el
antineoplasico.

Nuestros hallazgos histolégicos concuerdan con lo descrito por varios autores que
han estudiado y mencionan que los cambios histol6gicos producidos por la AMK se
caracterizan por la degeneracion hidrépica y vacuolar, asi como la pérdida de
células ciliadas externas del 6rgano de Corti. Ademas, la AMK provoca
degeneracion severa del ligamento espiral y la estria vascular (3,53-55).

En todos los grupos hubo expresion de GPx porque los AG generan la produccion
de ROS (12) y la GPx es una enzima que se sintetiza de forma endégena en todas
las células para protegerse del estrés oxidativo (56,57). Por otro lado, los animales
tratados con NAC mostraron mas expresion de GPx que el resto de animales que
recibieron tratamiento, posiblemente porque actiia como un precursor de la sintesis
de glutation (GSH) y como un estimulador de las enzimas citosolicas involucradas

en la regeneracion del mismo (35). Para esto, una vez que la NAC ingresa a una
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célula, se hidroliza y libera la cisteina, la cual por accion de la c-glutamilcisteina
sintetasa y la glutation sintetasa se produce el GSH, el cual durante el estrés
oxidativo por accion de la GPx proporciona un electrén de hidrogeno para la
reduccion de perdxidos en agua (33,34,36,58,59) . En este estudio los animales
tratados con BDNF mostraron menor cantidad de GPx posiblemente porque (60);
este mas que estimular la produccién de GSH suprime la cascada de ROS y NO-
ROS mediante la activacion de los receptores de tirocinasa, como lo observo Lidian
et al (61) al estudiar el papel del BDNF como otoprotector en la pérdida auditiva
inducida por toxinas. Sin embargo, también pudo ser originado porque los AG que
se encontraban dentro de las células, excedieron sus niveles e inactivaron la
capacidad de defensa los antioxidantes como lo reporto Gijalba (62) al estudiar los
mecanismos célulares y moleculares de la ototoxicidad por kanamicina y cisplatino
y otoproteccion con vitaminas antioxidantes y magnesio.

Con respecto a la apoptosis observada en todos los grupos de estudio se debi6 a
que la AMK, se adhiere a las membranas celulares y mitocondriales, promueven la
generacion de ROS y peroxidacion lipidica e incrementa la permeabilidad de la
membrana celular, permitiendo una mayor entrada del farmaco a través de las
membranas, en donde forman el aldehido 4-HNE que tiene un papel predominante
en la apoptosis (10,63,64). Por otro lado, nuestros hallazgos concuerdan con lo
descrito por Arslan et al (10) quienes estudiaron en cobayos los efectos
otoprotectores de la inyeccion intratimpanica de suero autélogo sobre la OTT
inducida por AMK y observaron que las células del tejido conjuntivo del limbo espiral
son muy susceptibles ala OTT por AMK, asi como que las células ganglionares son

menos susceptibles a la OTT inducida por este farmaco. Cabe mencionar que
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nuestros resultados también concuerdan con lo observado por Avci et al (63),
quienes mencionan que las células ciliadas del 6rgano de Corti y de la estria
vascular muestran un mayor nimero de células apoptoticas cuando se produce OTT
por AMK. Un hallazgo interesante de este estudio, es que encontramos un alto
grado de apoptosis en las células del ligamento espiral producido por la OTT por
AMK, lo cual no ha sido reportado en la literatura.

Por otro lado, nuestros hallazgos mostraron que tanto la administracion de NAC por
VO como la aplicacién tépica sobre la ventana redonda de BDNF no evitan la
apoptosis de las estructuras de la céclea y no coinciden con la observaciéon de que
la aplicacion de NAC disminuye la presencia de células apoptoticas probablemente
porque este farmaco reduce la activacién de las moléculas proapoptoticas como
la MAPK/JINK, NF-kB, caspasa y proteina quinasa Src, con lo que evita la apoptosis
(65. Nuestros resultados concuerdan con lo descrito por Somdas quienes en un
modelo de ototoxicidad por gentamicina observaron que el nimero de células
apoptoticas fue significativamente menor en los grupos que recibieron NAC (50). Asi
mismo, Low et. al. (66) evaluaron los efectos protectores de la NAC sobre la
apoptosis inducida por radiacién en una linea de células cocleares y observaron un
menor porcentaje de células apoptoticas en el 6rgano de corti, similar a los
resultados de nuestro estudio. Ademas, observamos que las células del ganglio
espiral no presentaron un namero significativo de células apoptéticas como lo han
reportado en otros estudios (67,68). También en este estudio no se evitd por
completo la apoptosis porque esta solo tiene efecto durante los primeros 3-5 dias
de haber iniciado el tratamiento y su efecto se hace menos evidente entre los 14 y

21 dias después de iniciado el tratamiento con este antioxidante (3). Por otra parte,
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en este estudio los animales tratados con BDNF mostraron menor porcentaje de
células apoptéticas posiblemente la administracion tépica de BDNF suprime la
cascada de ROS, asi como NO-ROS mediante la activacion de los receptores de
tirocinasa y con esto protege a la céclea de la pérdida de células ciliadas inducida
la ototoxicidad (60,61). Por otro lado, nuestros resultados también coinciden con el
reporte de Blakley que menciona que la menor apoptosis de las células ciliadas,
también puede deberse a que el BDNF se encuentra sobreexpresado de manera
natural en el érgano de Corti (29). De la misma manera, en todos los animales la
lesion de las células ganglionares fue similar tanto en los grupos que recibieron
tratamiento como en el que no lo recibid, posiblemente porque nuestro estudio solo
tuvo una duracion de 30 dias y en la literatura se ha mencionado que solo en la
etapa tardia de la OTT se puede presentar pérdida de estas células ganglionares
(69). Ademas, porque la aplicacion exdgena de factores neurotroficos en la céclea
de animales sordos rescata las células del ganglio espiral (SGC) de la degeneracion
y apoptosis (70). Con respecto a la menor apoptosis desarrollada en las células del
ligamento espiral tanto en los animales tratados con NAC como con BDNF, no
existen estudios en los que se reporten que el uso de estos antioxidantes la
reviertan.

CONCLUSION.

El tratamiento simultaneo y posthipoacusia de NAC, asi como la aplicacion
intratimpanica y BDNF no evitan la produccion de glutation peroxidasa, apoptosis
de las células cocleares en cobayos con OTT-AMK, , pero si la disminuyen.
Tampoco revierten la hipoacusdia, ni los cambios histolégicos que se producen en

la coclea con OTT.
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