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Resumen

Introduccidn. El dafo inducido por drogas terapéuticas ototoxicas esta entre las principales
causas de pérdidas auditivas. En estudios encaminados a mejorar la eficiencia de los implantes
cocleares es conveniente caracterizar morfolégicamente las lesiones inducidas por drogas
ototéxicas. Objetivo. Analizar la influencia de un tratamiento con kanamicina y furosemida sobre
la citoarquitectura del dérgano de Corti y del ganglio espiral de coécleas de ratas adultas.
Métodos. Al microscopio Optico se estudiaron cortes de odcleas de ratas sanas y sordas,
sacrificadas al inicio y al final del experimento. Se llevdo a cabo un estudio morfométrico
mediante el sistema cubano Digipat. Resultados: 1) A partir de la segunda semana de sordera
se observaron cambios degenerativos en el 6rgano de Corti. 2) A partir de la octava semana
hubo reduccion significativa de la densidad neuronal del ganglio espiral, acompafada por
pérdida de las dendritas que inervan el 6rgano de Corti, 3) La disminucion de la densidad
neuronal siguié un gradiente morfolégico con mayor pérdida en la base que en el apice.
Conclusion. La degeneracion de las dendritas que se proyectan hacia el 6rgano de Corti, junto
con la pérdida gradual de las células ganglionares puede influir sobre la aplicacién de los
implantes cocleares porque las neuronas del ganglio espiral son sus células diana. En este
trabajo se ha delimitado una posible “ventana terapéutica” (hasta la octava semana después de
inducida la sordera) correspondiente con un periodo critico durante el cual se pueda garantizar
el éxito del implante coclear.

Introduccion
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Las drogas terapéuticas ototdxicas son una de las principales causas de dafio en el sistema
auditivo (1). En pacientes con sordera inducida por ototoxicidad, los implantes cocleares
representan una importante via de recuperar la audicion (2). Para mejorar la eficiencia de los
implantes cocleares es conveniente caracterizar morfolégicamente, en modelos animales, las
lesiones inducidas por drogas ototéxicas en la céclea.

La recuperacion de la audicion depende en gran medida del tiempo que media entre la aparicién
de la sordera y el momento en que se realiza el implante coclear. Durante este periodo de
deprivacion comienzan a producirse una serie de cambios degenerativos que empeoran con el
tiempo y culminan en la muerte celular de los receptores auditivos (células ciliadas del 6rgano
de Corti —OC-) y de las células del ganglio espiral —GE- (primeras neuronas de la via) (3). La
reduccién de la poblaciéon neuronal del GE afecta notablemente la eficiencia de los implantes,
pues el funcionamiento de estos dispositivos esta basado en la estimulacion de los axones de
esas neuronas (4).

El objetivo de este trabajo fue analizar la influencia en el tiempo de un tratamiento ototdxico
kanamicina y furosemida sobre la citoarquitectura del OC y del GE de ratas adultas.

Material y Métodos

Animales: Se utilizaron 27 ratas machos Wistar adultas entre 250 y 300g de peso. Al inicio del
experimento se comprobdé la normalidad funcional de la via auditiva de todos los animales
mediante potenciales evocados transientes de tallo encefalico (PEATC) y potenciales evocados
de estado estable (PEAEE). Los animales se dividieron en seis grupos de 4 -5 animales cada
uno: dos grupos de ratas no tratadas sacrificadas a las 2 y 16 semanas de iniciado el
experimento (grupos controles), y cuatro grupos de ratas tratadas con ototdxicos sacrificadas a
las 2, 4, 8 y 16 semanas de sordera.

Induccidn de la sordera: Al inicio del experimento se administré una dosis de kanamicina (400

mg/kg) y furosemida (150 mg/kg) simultaneamente, por via intraperitoneal, a los 4 grupos
tratados. Una semana después se comprobé la instauracién de la sordera mediante PEATC y
PEAEE. Se consideraron sordos los animales que presentaron umbrales sensoriales superiores
a 105 dB nHL.

Procesamiento histolégico: Los animales se fijaron por perfusiéon vascular en formalina al

10%. Se extrajeron las cOcleas (una de cada animal) e inmediatamente se fijaron por perfusién
perilinfatica en paraformaldehido al 2% y glutaraldehido al 2% (en buffer fosfato de sodio 0,1 M,
pH 7,4). Las cécleas se descalcificaron en EDTA al 8.3%, se pos-fijaron en tetréxido de osmio
al 1% (en el mismo buffer fosfato), se deshidrataron en acetona, se incluyeron en bloques de
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resina spurr y se cortaron en un ultramicrotomo Ultrotome Il (LKB). Se obtuvieron cortes
semifinos seriados segun el plano horizontal de la céclea, que se tifleron con Azul de Stevenel
(5) y se montaron en laminas de vidrio (6). En las regiones: basal, media inferior, media
superior y apical de la céclea (Fig. 1) se estudiaron de 5 a 10 cortes por céclea, separados
entre si por 5 cortes.

Estudio cualitativo: Al microscopio Optico se estudid el estado del OC, de los procesos

periféricos que lo inervan (dendritas de las neuronas del GE que se proyectan radialmente
desde los cuerpos celulares hasta el OC) y de las neuronas del GE dentro del canal de
Rosenthal (Fig. 2).

Estudio cuantitativo: Se empled el sistema cubano para morfometria de imagenes Digipat (7).

En cada imagen se determind el area del canal de Rosenthal y se contaron las neuronas dentro
del canal (Fig. 2). Se calcul6 la densidad neuronal (DN), expresada como neuronas por mm2,
dividiendo el numero de células entre el &rea del canal de Rosenthal. Se analizaron todos los
valores de DN correspondientes a las vueltas: basal, media y apical de la céclea de cada
animal. Para la vuelta media se tomaron todos los valores de las regiones media inferior y
media superior.

Para cada grupo se compararon las DN entre vueltas. Para cada vuelta se compararon las DN
entre grupos. Se compar6 ademas la DN coclear promedio de las tres vueltas entre grupos.

Procesamiento estadistico: En todos los casos se determinaron los valores de media y

desviacion estandar mediante estadistica descriptiva. Las comparaciones se realizaron
utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y la prueba de comparaciones multiples
de Dunn.

Figura 1: Vista panoramica de la coclea en el plano horizontal. Animal control. Regiones cocleares estudiadas: Apical (A), Media (M), y

e LN I';JI'- L gy Fy

Basal (B). Barra = 200 micras.
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Figura 2: Pantalla del sistema Digipat mostrando la delimitacion del canal de Rosenthal. Neuronas (n), procesos periféricos que inervan
el drgano de Corti (pp) y porcion del érgano de Corti (*).

Resultados

RESULTADOS CUALITATIVOS
Animales controles:

Organo de Corti: Morfologia normal en las 3 vueltas de la céclea: 3 filas de células ciliadas

externas, de forma cilindrica, con el extremo apical aplanado y el nucleo redondeado, localizado
en la porcion basal del cilindro. Las células ciliadas internas presentaron forma de pera con un
nuacleo redondeado central (Fig. 3A).

Ganglio espiral: Las neuronas, muy préximas unas de otras, ocuparon todo el espacio del canal

de Rosenthal en las vuelta apical (Fig. 4A) y media (Fig. 4B) observandose cierta escasez de
neuronas hacia la vuelta basal (Fig. 4C). Los procesos periféricos, en las 3 vueltas cocleares,
se presentaron en forma de haces de fibras apretadas en la lamina espiral 6sea (Fig. 4A-C).

Animales sordos:
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Organo de Corti: En las 3 vueltas de la céclea, a partir de la segunda semana, se observaron

signos de degeneracién, desde pérdida del patron celular normal (epitelio en mosaico) (Fig.
3B), hasta la sustitucion del 6rgano de Corti por una capa de células aplanadas (Fig. 3C).

Ganglio espiral: En las 3 vueltas de la coclea, a partir de la cuarta semana de inducida la

sordera, se observo cierta separacién entre los cuerpos neuronales y vaciamiento de la lamina
espiral 6sea por pérdida de fibras. (Fig. 4D-1).

RESULTADOS CUANTITATIVOS

En las 3 vueltas cocleares, hasta las 8 semanas de sordera no hubo diferencias significativas de la DN con
respecto al control y a partir de ese momento se produjo una disminucion progresiva y significativa de la DN
siguiendo un gradiente del apice a la base (Fig. 5).

A partir de las 4 semanas de sordera se produjo una disminucién progresiva de la DN coclear
promedio, que solo fue significativa estadisticamente a las 8 y 16 semanas de sordera, con
disminuciones de 36% a las 8 semanas y de 79% a las 16 semanas, con respecto al grupo
control (Figs. 5-6).
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Figura 3: Organo de Corti. Células ciliadas internas (int), células ciliadas externas (ext). A: Control, By C: Sordera 4 semanas. Barras =
50 micras.
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Figura 4: Cortes semifinos de cocleas de ratas en las vueltas apical, media y basal. Barras = 100 micras.
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Figura 5: Densidad neuronal por vuelta coclear y promedio.
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Figura 6: Densidad neuronal segun el tiempo de sordera.

Discusi 6n

La mayoria de las ototoxinas, incluyendo los agentes quimioterapéuticos y antibidticos
aminoglicésidos, tienen como blanco primario a las células ciliadas, pero afectan también a las
neuronas del ganglio espiral (8, 9, 10).

El aminoglicosido kanamicina induce una sordera sensorineural al provocar pérdida de células
ciliadas y posteriormente degeneracién de las neuronas del GE, lo que ha sido comprobado en
varios modelos animales (11-15). La furosemida induce dafo ototéxico temporal de poca
relevancia clinica (16), pero, igual que otros diuréticos, potencia la accién ototéxica de los
aminoglicésidos (17). La efectividad del modelo de sordera empleado en esta investigacion se
ha comprobado en trabajos anteriores (18, 19).

En humanos, la mayoria de las sorderas son de origen sensorineural (20), y se plantea que el
dafio neuronal del GE se debe a la pérdida del efecto tréfico que ejercen las células ciliadas
sobre esas neuronas (21).

La escasez de los procesos periféricos que inervan el OC, conjuntamente con la pérdida de
somas neuronales del GE en animales sordos, se ha descrito como signo de degeneracién en
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varios modelos animales (22) y también se observé en este trabajo. La pérdida de las dendritas
hace que el sitio de generacion de potenciales de accion tenga que trasladarse hacia el soma
de las neuronas del GE o al axo6n central, lo que tiene implicaciones para la aplicacion de los
implantes cocleares (23).

En este estudio se observd una disminucion significativa de la DN hacia la vuelta basal en todos
los animales controles. Se ha observado un comportamiento similar a éste en ratones, que se
ha atribuido al envejecimiento (24, 25).

En los animales sordos ocurrié una disminucion significativa de la DN hacia la vuelta basal que
si se corresponde con la pérdida de audicién demostrada por los PEATC y PEAEE. La base de
la coclea es la region donde se transducen las altas frecuencias; las bajas frecuencias se
transducen en el apice. El rango de frecuencias se distribuye tonotépicamente a lo largo del
conducto coclear, desde la base hasta el apice. El dafio inducido por ototdxicos sigue un
gradiente morfoldégico coclear que se expresa como mayor sensibilidad (pérdida de células
ciliadas y neuronas) en la base que en el 4pice (26). También se ha planteado que el gradiente
de base a apice observado en el dafio inducido por aminoglicésidos puede ser resultado de una
susceptibilidad diferencial de las células ciliadas externas a las especies reactivas del oxigeno
gue genera el agente ototéxico (27).

En los grupos de animales sordos la disminucién de la DN respecto al control fue mayor en la
vuelta media que en las vueltas apical y basal. Un fendmeno similar ocurre durante la
ototoxicidad inducida por el antibidtico aminoglicésido neomicina (28).

La reduccion significativa de la DN promedio observada en este trabajo a partir de la octava
semana, coincide exactamente con lo obtenido por Hellier y colaboradores (15) al provocar
dafio ototoxico a curieles mediante el tratamiento con kanamicina y diurético.

Para mejorar la supervivencia neuronal del ganglio espiral se podrian emplear otros
tratamientos tales como el uso de ciertos factores neurotréficos y/o agentes antioxidantes para
la prevencion de la degeneracion neuronal, asi como la regeneracién de las neuronas auditivas
dafiadas. Esto ha sido demostrado in vitro (29), en animales de experimentacion (30) y en
pacientes (20). Estos enfoques para resolver la sordera demuestran la importancia que tiene la
comprension de los cambios morfolégicos que estan ocurriendo en la coclea.

En este trabajo se ha delimitado una posible “ventana terapéutica” (hasta la octava semana
después de inducida la sordera) correspondiente con un periodo critico durante el cual se
pueda garantizar el éxito del implante coclear. La marcada similitud de los cambios
patolégicos del oido interno entre roedores y humanos (31) permitiria aplicar los conocimientos
obtenidos en ensayos clinicos con pacientes afectados por drogas ototéxicas.
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