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Resumen

OBJETIVO: Evaluar el efecto del tratamiento intratimpanico con factor neurotréfico derivado del cerebro embe-
bido en esponja de colagena y de la administracién simultanea via oral de N-acetilcisteina (NAC) con amikacina
en el estrés oxidativo mediante la expresion de glutation peroxidasa, cambios audiolégicos e histolégicos en la
coclea de cobayos con ototoxicidad por amikacina.

MATERIALES Y METODOS: Se incluyeron 55 cobayos, en 50 se produjo ototoxicidad por amikacina, se dividieron
en 5 grupos de 10 animales cada uno y se trataron de la siguiente forma: grupo I: sin tratamiento, grupo II: NAC
posthipoacusia, grupo III: NAC-amikacina simultanea, grupo IV: solucién salina y grupo V: factor neurotroéfico
derivado del cerebro. Los animales se evaluaron por 4 semanas con emisiones otoacusticas por productos de dis-
torsién. Histologicamente se evalud la integridad coclear e inmunohistoquimicamente la produccién de glutation
peroxidasa. El protocolo se llevé a cabo del 1 de enero de 2022 al 31 de enero de 2023.

RESULTADOS: Ningtin animal revirti6 la hipoacusia. En términos histolégicos, los grupos I, IT, ITI y IV mostraron
pérdida severa de las células ciliadas y en el grupo V la pérdida fue leve. La produccion de glutation peroxidasa
del grupo I fue severa, moderada en el I, IIT y IV y leve en el V.

CONCLUSIONES: La administracién simultdnea y poshipoacusia de NAC y la aplicacién intratimpéanica de
factor neurotréfico derivado del cerebro no evitan la produccién de glutation peroxidasa en cobayos con ototoxicidad
inducida por amikacina, pero si la disminuyen.

PALABRAS CLAVE: Ototoxicidad; amikacina; factor neurotroéfico derivado del cerebro; N-acetilcisteina; glu-
tation peroxidasa; hipoacusia.

Abstract

OBJECTIVE: To evaluate the effect of intratympanic treatment with brain-derived neurotrophic factor embedded
in collagen sponge and simultaneous oral administration of N-acetylcysteine (NAC) with amikacin on oxidative
stress through glutathione peroxidase expression, audiological and histological changes in the cochlea of guinea
pigs with ototoxicity caused by amikacin.

MATERIALS AND METHODS: Fifty-five guinea pigs were included, in 50 ototoxicity occurred due to amika-
cin, they were divided into 5 groups of 10 animals each and were treated as follows: group I: without treatment,
group II: post-hearing NAC, group III: simultaneous NAC-amikacin, group IV: saline solution and group V: brain-
derived neurotrophic factor. The animals were evaluated for 4 weeks with otoacoustic emissions by distortion
products. Cochlear integrity was evaluated histologically and glutathione peroxidase production was evaluated
immunohistochemically. Study was done from January 1st, 2022 to January 31, 2023.

RESULTS: None of the animal reverted hearing loss. Histologically, groups I, II, III and IV showed severe loss
of hair cells and mild in group V. In group I glutathione peroxidase production was severe; moderate in II, ITI
and IV, and mild in V.

CONCLUSIONS: Simultaneous and post-hearing loss treatment for NAC and intratympanic application of
brain-derived neurotrophic factor do not prevent glutathione peroxidase production in guinea pigs with ototoxic-
ity caused by amikacin, but they decrease it.

KEYWORDS: Ototoxicity; Amikacin; Brain-derived neurotrophic factor; N-acetylcysteine; Glutathione peroxi-
dase; Hearing loss.

ANTECEDENTES

La ototoxicidad por farmacos es la disfuncion auditiva, vestibular o ambas, temporal o per-
manente, causada por un medicamento, que dafia las células sensoriales del oido y las fibras
nerviosas, lo que ocasiona pérdida auditiva neurosensorial y trastornos vestibulares que
producen hipoacusia neurosensorial, actfeno o desequilibrio.!?
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Los aminoglucdsidos son antibidticos prescritos como tratamiento de primera linea en diversas
enfermedades y forman parte de esquemas de tratamiento contra padecimientos resistentes
a multiples farmacos,? pero pueden ocasionar nefrotoxicidad u ototoxicidad.?

En el oido, los aminoglucésidos pueden provocar vestibulotoxicidad, cocleotoxicidad (o
ambas).>*® La estreptomicina, gentamicina, tobramicina y netilmicina producen vestibu-
lotoxicidad, mareos, oscilopsia, vértigo, ataxia y nistagmo hasta en un 60% de los casos.?®
La neomicina, la amikacina (AMK), la kanamicina y la dihidroestreptomicina®* provocan
cocleotoxicidad hasta en el 63% de los casos, que se manifiesta por acufeno, plenitud ética,
alteraciones en la discriminacién e hipoacusia que puede tener diferentes grados de severidad,
ser progresiva y permanente.>*°

El mecanismo por el cual los aminoglucésidos producen ototoxicidad después de ser admi-
nistrados por via sistémica o topica consiste en que al ingresar al oido interno promueven
estrés oxidativo, peroxidacién lipidica que ocasiona dano principalmente de las células cilia-
das externas y, en menor grado, de las células ciliadas internas.® Para evitar o disminuir la
ototoxicidad por aminoglucdsidos se han propuesto varias estrategias otoprotectoras, como
reducir la absorcién del medicamento e interferir con los mecanismos de citotoxicidad inducida
por los aminoglucdsidos mediante el bloqueo de la peroxidacion lipidica’ y la administracién
de farmacos,®!! pero no han sido exitosos, lo que hace necesario buscar otros fairmacos que
eviten y disminuyan la ototoxicidad por aminoglucésidos.!

También se ha intentado mantener la supervivencia de las células cocleares con la aplicacién
de factores neurotréficos que intervienen en el desarrollo coclear y disminuyen la formacién
de radicales libres de oxigeno (ROS);!? sin embargo, no se ha establecido la técnica de apli-
cacion y dosis adecuada para ser administrada en la ototoxicidad inducida por amikacina.

N-acetilcisteina (NAC)

La NAC es un derivado del aminoacido cisteina con un grupo acetilo unido al nitrégeno
que actia como eliminador de ROS® porque es un precursor de la biosintesis de glutation y
glutation peroxidasa intracelular, que son antioxidantes no enzimaticos y durante el estrés
oxidativo reducen el peréxido de hidrégeno y los peréxidos orgdnicos a agua o alcohol,'*!> por
lo que se ha administrado para contrarrestar enfermedades neurodegenerativas,'® proteger
contra la muerte neuronal inducida por el estrés oxidativo® y como tratamiento experimen-
tal de la hipoacusia posterior a la ototoxicidad inducida por amikacina.'® Sin embargo, no
se ha probado su administraciéon simultanea con este aminoglucésido, ni se han descrito los
cambios en la expresion de glutatién peroxidasa en la céclea cuando se administra de forma
simultanea con la amikacina.

Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF)

El factor neurotréfico derivado del cerebro es un miembro de la familia de factores de cre-
cimiento de las neurotrofinas que tiene un peso molecular de 13 kDa y su forma activa es
secretada por las dendritas postsinapticas. Este participa en la neurogénesis 6tica durante
la maduracién de las neuronas, guiando la diferenciacion y especializaciéon de éstas a célu-
las ciliadas.!” También se ha observado que regula la supervivencia celular, proliferaciéon y
destino de los precursores neuronales, asi como el crecimiento de axones y dendritas me-
diante la estimulacion de los receptores TrkB (tirosina cinasa tipo B o receptor asociado con
tropomiosina cinasa).
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En la bibliografia se ha reportado su administraciéon como tratamiento prometedor de trastor-
nos neurodegenerativos, como la pérdida auditiva y visual.’® También se ha descrito que su
administracién en la ototoxicidad por cisplatino previene el dafio de las neuronas auditivas,
células ciliadas y la degeneracion del ganglio espiral.'” Sin embargo, debido al tamario de
su molécula, la barrera hematococlear (que tiene una estructura comparable a la barrera
hematoencefalica) impide que las moléculas de mayor tamafo (como el factor neurotréfico
derivado del cerebro) salgan de la circulacion y lleguen a las células objetivo, por lo que se han
establecido varias estrategias propuestas para la administracién local del factor neurotréfico
derivado del cerebro, pero ninguna ha sido efectiva al 100% debido a que tiene una vida media
corta, farmacocinética deficiente, no se ha encontrado el método ideal para la administracién
sostenida de éste directamente en la coclea y tampoco se ha tenido un control preciso de la
dosis, lo cual, para algunos investigadores, sigue siendo un desafio.'®

Con base en lo anterior puede pensarse que administrar de forma intratimpanica el factor
neurotrofico derivado del cerebro o la administracion de NAC via oral de manera simultanea
a la amikacina evitara la produccion de glutatién peroxidasa, hipoacusia permanente y dafio
de las células cocleares en cobayos con ototoxicidad producida por este aminoglucésido.

El objetivo de este articulo fue evaluar el efecto del tratamiento intratimpéanico con factor
neurotrofico derivado del cerebro embebido en una esponja de colagena y de la administracion
simultanea via oral de NAC con amikacina en el estrés oxidativo mediante la expresién de
glutation peroxidasa y en los cambios audiolégicos e histolégicos en la coclea de cobayos con
ototoxicidad inducida por amikacina.

MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental, longitudinal y comparativo, efectuado en la Unidad de Trasplante
Pulmonar Experimental del Departamento de Cirugia Experimental del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INERICV), Ciudad de México. El
estudio se llevo a cabo del 1 de enero de 2022 al 31 de enero de 2023.

Se utilizaron 55 cobayos de raza Dunkin-Hartley, elegidos al azar, sin importar el sexo ni
la edad, con peso de 250 a 350 gramos. El protocolo (B08-22) fue aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto y se llevé a cabo de acuerdo con las Especificaciones Mexicanas para
el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio.'®

En 50 animales se produjo ototoxicidad mediante la administraciéon diaria de amikacina
(amikacina, AMSA, Guadalajara, México) intramuscular a dosis de 25 mg/kg durante 15
dias (tiempo suficiente descrito en la bibliografia para producir ototoxicidad)' y, una vez
que mostraron hipoacusia, se les aplicé el tratamiento de la siguiente forma: grupo I (n =
10): ototoxicidad inducida por amikacina sin tratamiento (AMK-Sin Tx). Grupo II (n = 10):
ototoxicidad inducida por amikacina tratados con NAC via oral a dosis de 140 mg/kg/24 horas
(dosis prescrita en nifios con intoxicacién por paracetamol) durante 4 semanas, después de
haber producido la ototoxicidad (AMK-NAC poshipoacusia). Grupo III (n = 10): ototoxicidad
inducida por amikacina tratados simultaneamente con NAC via oral a dosis de 140 mg/kg/24
horas durante 4 semanas (AMK-NAC simultanea). Grupo IV (n = 10): ototoxicidad inducida
por amikacina tratados con 6 pl. de solucién salina fisiolégica embebidos en una esponja
de colagena porcina (Gelfoam, Pharmacia and Upjohn Company LLC, Kalamazoo, Estados
Unidos) colocado sobre la ventana redonda como dosis Unica, después de haber producido la
ototoxicidad (AMK-Gelfoam). Grupo V (n = 10): ototoxicidad inducida por amikacina tratados
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con 6 pLL de una solucién de 1 pg/pL. de factor neurotréfico derivado del cerebro (PeproTech Inc,
AF-450-02, CA, Estados Unidos) embebidos en Gelfoam, colocado sobre la ventana redonda
como dosis Unica, después de haber producido la ototoxicidad (AMK-BDNF).

Al finalizar el estudio se tomaron los oidos de 5 animales sanos que 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 (estos animales
también se manejaron bajo las mismas normas).*

Tratamiento

El grupo control o grupo I no recibié ningtn tratamiento. En los grupos II y III, 600 mg de
NAC (ACC®, Sandoz, Wolfratshausen, Alemania) se diluyeron en 700 mL de agua que se
utilizé como agua de bebida y se administré ad libitum.

En los grupos IV y V, después de haberse provocado la ototoxicidad, mediante cirugia se
aplicé topicamente el tratamiento en la ventana redonda embebido en Gelfoam®, en el grupo
IV se instilaron 6 pl. de solucién salina fisioldgica y en el V 6 pul. de una solucién de 1 pg/plL
de factor neurotroéfico derivado del cerebro!® para que penetrara en la escala timpanica y se
extendiera por los fluidos cocleares hasta llegar a las células sensoriales, células de soporte
y las fibras nerviosas aferentes de los animales con ototoxicidad inducida por amikacina.

Técnica quirurgica

Los animales se sometieron a anestesia general con una mezcla de 75 mg/kg de clorhidrato
de ketamina (Anesket®, Pisa, Guadalajara, México) con 5 mg/kg de xilazina (Rompun®,
Bayer, Leverkusen, Alemania) administrada intraperitonealmente, asi como 5 mg/kg via
subcutanea (SC) de meloxicam (Melodex®, Laboratorios Aranda, México, Ciudad de México)
para mantener analgesia preoperatoria y enrofloxacina como antibidtico (Baytril®, Bayer,
Leverkusen, Alemania) a dosis de 5 mg/kg/SC.* Posteriormente, se colocé al animal en
dectbito ventral e infiltr6 lidocaina de forma local (Lidocaina®, Pisa, Guadalajara, México)
a dosis 5 mg/kg en la region retroauricular de forma bilateral (Figura 1A) y se hizo una
incision eliptica de 2 cm sobre area de la bula timpé4nica, sin sobrepasar la pared anterior
de conducto auditivo externo. Los pabellones de la oreja se retrajeron lateralmente y despe-
riostizo el tejido hasta exponer el hueso temporal, cuidando de no lesionar el nervio facial.
Después de identificar el nervio facial, entre la porcién mastoidea y la pared posterosuperior
del conducto auditivo externo, se identifico la bula timpéanica y se hizo una mastoidectomia
de 3 mm (Figura 1B).

Mediante microcirugia se expuso y visualizd la ventana redonda (Figura 1C), y con un pick
recto (Sklar Surgical Instruments, Pennsylvania, Estados Unidos) se colocé el Gelfoam® (1
x 1 mm) embebido en la solucién salina fisioldgica o factor neurotréfico derivado del cerebro
(Figura 1D y E). Por tltimo, el defecto de la bula se cerré con la fascia temporal y los tejidos
subcutaneos se aproximaron con puntos invertidos con material de sutura no absorbible de
poliglactina 910 (Vicryl, Ethicon, Nueva Jersey, Estados Unidos) de 4-0. Figura 1F

Evaluacion

El estudio tuvo una duracién de 6 semanas después de haberse producido la ototoxicidad
(hipoacusia) e inicio de la aplicacion del tratamiento y todos los animales se evaluaron de la
siguiente manera:
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Figura 1

Técnica quirurgica. A. Cobayo en posicién de decubito ventral después de ser infiltrado. B. Incisién
de 3 x 3 mm sobre la bula timpénica. C. Exposicién de la ventana redonda. D. Tamano del Gelfoam
(1 x 1 mm) embebido en factor neurotréfico derivado del cerebro. E. Aplicacién del tratamiento sobre
la ventana redonda. F. Cierre convencional de la incisién retroauricular.

FEvaluacién clinica

Los cobayos se sometieron a evaluacion clinica diaria una vez iniciada la administracién de
la amikacina y durante ésta se valoré si habia otitis, otorrea y signos de vestibulotoxicidad
(principalmente inestabilidad postural o laberintitis) posaplicacién de los tratamientos.

Evaluacion audiologica

El estudio se efectué con el equipo Eclipse de Interacoustics a través del médulo DPOAE20,
utilizando el protocolo PD-gram extendido con un rango frecuencial de 500 a 8000 Hz. La
valoracion de las emisiones otoacusticas por productos de distorsién se hizo utilizando dos
estimulos de tonos puros (f1 y f2), de forma que, como consecuencia de la no linealidad co-
clear, se origind un tercer tono con una frecuencia resultante de la aplicacién de la funcién
matematica 2f1-f2. El nivel de intensidad para cada estimulo, L1 y L2, fue de 65-55 dB. Las
mediciones se hicieron con una amplitud de 500 a 8000 Hz de las emisiones otoacusticas por
productos de distorsién y los productos de distorsién se representaron de acuerdo con los
dB observados por medicién en conjunto y en cada oido, asi como los valores de intensidad
de L1 y L2. Para la evaluacion, los cobayos se envolvieron en un campo quirirgico no es-
téril, posteriormente se coloco en cada conducto auditivo externo la sonda de las emisiones
cubierta por una oliva auditiva Sanibel pedidtrica; las mediciones se hicieron previo a la
administraciéon de amikacina, semanalmente hasta que se produjo la hipoacusia, asi como
15 y 30 dias después de administrar los tratamientos y sin someter a los cobayos a ningin
procedimiento anestésico.
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Evaluacion histolégica

Concluido el tiempo de estudio a los animales se les practicé eutanasia con una sobredosis
de pentobarbital sédico (100 mg/kg) [Anestesal, Pfizer, Estado de México] y se obtuvieron los
huesos temporales, que se fijaron durante 24 horas en formaldehido al 10%. Posteriormente
se descalcificaron con una solucién de 4cido férmico (CH,0,) al 5% y acido clorhidrico (HCI)
al 5% durante 72 horas. Una vez descalcificadas, las cocleas se incluyeron en parafina y se
les hicieron cortes de tres micras, se tifieron con hematoxilina-eosina y se evaluaron por
microscopia de luz.

En el andlisis de los hallazgos histolégicos se evalué la continuidad de la estria vascular,
la integridad de la membrana tectoria, la membrana vestibular, células ciliadas externas e
internas de la céclea, asi como la densidad de las células ganglionares espirales.

Estos cambios histoldgicos se evaluaron mediante una escala nominal, en la que la completa
integridad se considera un si y la falta de cualquier segmento, un no, mientras que la pér-
dida de las células ciliadas externas se evalu6 de acuerdo con una escala semicuantitativa
en la que cada parametro evaluado recibié un porcentaje segun la severidad de los cambios
histolégicos (0-10% ausente, 11-25% leve, 26-50% moderado, 51-100% severo).

Evaluacion inmunohistoquimica

Se determiné el estrés oxidativo a través de la expresion de glutation peroxidasa median-
te inmunohistoquimica en las cécleas incluidas en parafina para el estudio histolégico,
para esto se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo para glutation peroxidasa (Biorbyt,
orb5344, CA, Estados Unidos) y el sistema biotina-estreptavidina-peroxidasa (Vectas-
tain Universal Quick Kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos). Las
muestras se tifieron con 3,3’-diaminobencidina (BioCare Medical, CA, Estados Unidos) y
se contrastaron con hematoxilina CAT (BioCare Medical, CA, Estados Unidos). Después
de completar la tincién, se cuantific la expresion de glutatién peroxidasa en todas las
estructuras cocleares con el programa Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/) y el complemento
IHC Profiler.?°

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los hallazgos audiométricos se llevé a cabo con anélisis de variancia
(ANDEVA) y ANDEVA de medidas repetidas (ANDEVA MR), Dunnett y Tukey; mientras
que para los hallazgos histolégicos se hizo mediante Kruskal-Wallis. Los valores de p <0.05
se consideraron significativos.

RESULTADOS

Hallazgos clinicos

Todos los animales sobrevivieron al tiempo de estudio sin ninguna complicacion clinica apa-
rente ademas de la sordera.

Hallazgos audiolégicos

Después de las emisiones otoacusticas por productos de distorsién se observd que, a los 15
dias de haber administrado la amikacina, todos los animales mostraron disminucién de las
frecuencias que escuchaban en comparacién con sus valores basales (p < 0.005 ANDEVA
MR, Dunnett). Ademas, esta disminucién de la audicion fue mayor en los grupos IV y V vs
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los otros tres grupos de estudio (p < 0.005 ANDEVA MR, Tukey). Después de aplicar los tra-
tamientos en todos los grupos de estudio se continué con la disminucién de estas frecuencias

en cada medicién en comparacion con su valor basal y el valor de la medicién previa (p <
0.001, ANDEVA MD, Dunnett, Tukey). Figura 2

Hallazgos histolégicos

En las muestras de los animales sanos que se utilizaron como controles no se observaron
alteraciones histoldgicas en ninguna de sus estructuras (Figura 3A). Al evaluar el 6rgano de
Corti, todos los animales de los grupos I, I1, IIT y IV mostraron pérdida severa de las células
ciliadas externas (p < 0.05 Kruskal-Wallis) y en el grupo V fue leve. Asimismo, estas células
se observaron hinchadas en el grupo I y con cambios degenerativos en los grupos II y III.
Ademas, todos los grupos mostraron degeneracién y pérdida de la continuidad de la estria
vascular, pérdida de la integridad de la membrana tectoria que en los grupos I, IIl y V se
observo adelgazada y en los grupos II y IV engrosada. También en los grupos I, II, III y IV
se apreci6 pérdida severa de las células del limbo espiral. Figura 3
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Figura 2

Disminucién de la audicion en los cobayos de todos los grupos de estudio posototoxicidad inducida
por amikacina y después de aplicar los diferentes tratamientos.

Media + EE.

* p <0.005 ANDEVA Dunnett. Basal vs 15 dias pos-AMK, 15 y 30 dias postratamiento de todos los
grupos.

P p <0.005 ANDEVA Tukey 15 dias posamikacina vs basal, grupos I, IT y III.

** p <0.007 ANDEVA Dunnett, 15 dias posamikacina vs basal, 15 y 30 dias postratamiento de todos
los grupos.

t p <0.005 ANDEVA Dunnett, 15 dias postratamiento vs basal, 15 y 30 dias postratamiento de todos
los grupos.

°p <0.005 ANDEVA Dunnett, 30 dias postratamiento vs basal, 15 dias posamikacina, 15 dias
postratamiento de todos los grupos.
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Figura 3

Micrografias (H-E 10x) que muestran los cambios histolégicos en el tejido coclear sano (A).
Posamikacina sin tratamiento (B). Tratados con amikacina-NAC postsordera (C). Amikacina-
NAC simultanea (D). Tratados con solucién salina fisiologica-Gelfoam (E). Tratados con factor
neurotréfico derivado del cerebro-Gelfoam (F).

LE: células del limbo espiral; MT: membrana tectoria; MR: membrana de Reissner; CCI: células
ciliadas internas; CCE: células ciliadas externas; Flecha: pérdida de células del limbo espiral: cabeza
de flecha: pérdida y degeneracién de las células ciliadas; *: edema de las células ciliadas.

Hallazgos inmunohistoquimicos

Al valorar mediante inmunohistoquimica el estrés oxidativo a través de la produccién de
glutation peroxidasa, en todos los animales con ototoxicidad por amikacina con y sin trata-
miento se incrementd en comparacion con los valores de los animales sanos que no recibieron
el ototoxico; sin embargo, este incremento fue mayor en los animales del grupo I (p = 0.012
ANDEVA, Dunnett), moderado en los de los grupos II, III 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 factor neurotréfico
derivado del cerebro mostré menos expresion de esta enzima. Figuras 4y 5

DISCUSION

Los aminoglucésidos son antibidticos que producen ototoxicidad irreversible porque pre-
disponen a la formacién de especies reactivas de oxigeno generadas en las células ciliadas
cocleares del paciente.’? Hasta la fecha, no existe un tratamiento que revierta el dafo oto-
toxico; sin embargo, la investigacion continda tratando de desarrollar nuevas alternativas
para minimizar las lesiones ototéxicas mientras se mantiene la eficacia terapéutica de los
farmacos, entre éstas estan los agentes que prevengan la muerte de las células ciliadas
externas como agentes antioxidantes y factores neurotréficos sin buenos resultados, por
lo que se requieren mas estudios que permitan establecer las dosis adecuadas, esquemas
terapéuticos y técnica de aplicacién de estos fArmacos® para administrarse en la ototoxici-
dad inducida por amikacina.
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Figura 4

Expresion de glutatiéon peroxidasa en cocleas de cobayos con ototoxicidad por amikacina con
diferentes tratamientos postsordera. Ni la NAC ni el factor neurotréfico derivado del cerebro evitan
la expresién de radicales de O, después ser utilizadas para revertir la ototoxicidad inducida por
amikacina.

*p=0.012 ANDEVA Dunnett.

En este estudio se evalu6 el efecto del tratamiento intratimpéanico con factor neurotréfico
derivado del cerebro embebido en esponja de colagena y de la administracién simultanea via
oral de NAC con amikacina en el estrés oxidativo mediante la expresion de glutatién pero-
xidasa y en los cambios audiolégicos e histolégicos en la céclea de cobayos con ototoxicidad
inducida por amikacina.

Los resultados de este estudio mostraron que, en el modelo de ototoxicidad inducida por
amikacina en cobayos, la NAC y el factor neurotréfico derivado del cerebro no evitan el estrés
oxidativo ni la pérdida de la audicion.

En este estudio se decidi6 la aplicacién del factor neurotréfico derivado del cerebro embe-
bido en Gelfoam porque al colocarlo sobre la ventana redonda favorece que, por difusién, el
factor neurotréfico alcance concentraciones elevadas en la perilinfa y se ponga en contacto
directo con la céclea, como lo describieron Ito y su grupo?! al estudiar nuevos métodos para
la administracién de farmacos en el oido interno. También utilizamos este método porque el
uso de materiales biodegradables, como esta esponja o hidrogeles, en conjunto con el factor
neurotréfico derivado del cerebro, implica bajo riesgo de toxicidad celular, como lo reportaron
otros autores'®?? que han estudiado las mejores vias para asegurar la entrega de farmacos
para el tratamiento de la ceguera y la sordera.

En esta investigacion, para la identificacién temprana y la vigilancia de la ototoxicidad se
utilizaron las emisiones otoacusticas por productos de distorsién 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.?® Asimismo, estos hallaz-
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Grupo IV AMK-Gelfoam Grupo V AMK-BDNF

Figura 5

Expresion de glutation peroxidasa sobre el tejido coclear sano, posamikacina y postratamiento. En el
tejido sano se observa ausencia de expresion de glutation peroxidasa. En las cécleas que mostraron
sordera y no recibieron tratamiento esta expresion fue severa (color marrdn intenso), al igual que las
tratadas con Gelfoam, en comparacion con los grupos de NAC (poshipoacusia y simultanea) y factor
neurotrofico derivado del cerebro en los que se observd una expresiéon moderada a severa. 20x.
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gos audiolégicos mostraron que la amikacina produjo ototoxicidad a los 15 dias de haberse
administrado porque las respuestas de emisiones otoacusticas por productos de distorsion
disminuyeron severamente en todas las frecuencias, lo que concuerda con lo observado en
otro estudio en el que produjeron ototoxicidad con este aminoglucésido!® y observaron que
en este tiempo se produce la hipoacusia.

Se observd que ni el factor neurotroéfico derivado del cerebro nila NAC evitaron la evolucién de
la ototoxicidad porque las amplitudes siguieron disminuyendo durante el tiempo de estudio,
lo que coincide con lo observado por Somdas y su grupo,? quienes produjeron ototoxicidad
con gentamicina en ratas y las trataron con NAC como otoprotector, y observaron que con
y sin tratamiento después de producirse la ototoxicidad la hipoacusia se vuelve méas severa.
Sin embargo, estos resultados no concuerdan con lo descrito por otros autores que aplicaron
factor neurotréfico derivado del cerebro después de producir ototoxicidad con aminoglucésidos
y aplicaron un hidrogel?! o Gelfoam?? que contenia factor neurotréfico derivado del cerebro
(con 84 y 6 pg, respectivamente) como Unico tratamiento y observaron que habia mejoria de
los umbrales auditivos posterior a su administracion.

Los resultados de este estudio no concuerdan con lo observado por Blakley y colaboradores,'?
quienes produjeron la hipoacusia con cisplatino y aplicaron una sola inyeccién intracoclear de
0.05 pg de factor neurotréfico derivado del cerebro a través de la ventana redonda y reporta-
ron que 30 dias después de la aplicacién del tratamiento mejoré la audiciéon en 11 dB, pero,
aunque se mejord la audicién postratamiento, ésta no supera la pérdida auditiva inducida
por el antineoplésico.

Los hallazgos histoldgicos de este estudio concuerdan con lo descrito por varios autores que
mencionan que los cambios histolégicos producidos por la amikacina se caracterizan por la
degeneracién hidrépica y vacuolar, asi como por la pérdida de células ciliadas externas del
6rgano de Corti. Ademas, la amikacina provoca degeneracion severa del ligamento espiral
y la estria vascular.8%2

En todos los grupos hubo expresion de glutatiéon peroxidasa porque los aminoglucdsidos
generan la produccién de ROS? y la glutatién peroxidasa es una enzima que se sintetiza de
forma enddgena en todas las células para protegerse del estrés oxidativo.'*?” Por otro lado,
los animales tratados con NAC mostraron mas expresion de glutatién peroxidasa que el resto
de los animales que recibieron tratamiento, posiblemente porque actiia como un precursor
de la sintesis de glutatién y como un estimulador de las enzimas citosélicas implicadas en la
regeneraciéon del mismo.'® Para esto, una vez que la NAC ingresa a una célula, se hidroliza y
libera la cisteina, que, por accién de la c-glutamilcisteina sintetasa y el glutation sintetasa,
produce el precursor de la biosintesis de glutation, el cual, durante el estrés oxidativo por
accion de la glutation peroxidasa, proporciona un electrén de hidrégeno para la reducciéon de
perdxidos en agua.'®'* Cabe mencionar que en este estudio los animales tratados con factor
neurotrofico derivado del cerebro mostraron menor cantidad de glutatién peroxidasa posible-
mente porque este factor, mas que estimular la produccién del precursor de la biosintesis de
glutation, suprime la cascada de ROS y NO-ROS mediante la activacion de los receptores de
tirosina cinasa, como lo observaron Hachem y su grupo® y Lidian y colaboradores? al estudiar
el papel del factor neurotréfico derivado del cerebro como otoprotector en la pérdida auditiva
inducida por toxinas. Sin embargo, también pudo ser originado porque los aminoglucésidos
que estaban dentro de las células excedieron sus concentraciones e inactivaron la capacidad
de defensa de los antioxidantes, como lo reportd Gijalba® al estudiar los mecanismos celulares
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y moleculares de la ototoxicidad producida por kanamicina, asi como cisplatino y el efecto de
la otoproteccién con vitaminas antioxidantes y magnesio.

CONCLUSIONES

El tratamiento simultaneo y poshipoacusia de NAC, asi como la aplicacién intratimpanica de
factor neurotréfico derivado del cerebro no evitan la produccién de glutatién peroxidasa en
cobayos con ototoxicidad inducida por amikacina, pero si la disminuyen. Tampoco revierten
la hipoacusia ni los cambios histolégicos que se producen en la céclea con ototoxicidad por
amikacina. Se requieren mas estudios que prueben la combinacién de ambos tratamientos
a diferentes dosis, asi como la evaluacion de otros ROS y apoptosis de las células cocleares.
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