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2.JUSTIFICACIO






Justificacio

La comprensié del mecanisme d’ototoxicitat induida pel cisplati és clau
per a la recerca en el sentit de reduir els seus efectes. Els estudis en models
animals han permés establir les bases d"aquests coneixements, i és sobre els
quals se sustenta la recerca en els métodes otoprotectors, amb la finalitat de
promoure la prevencio i tractament de la hipoacusia secundaria a farmacs

ototoxics.

Amb aquest treball es pretén la descripcié d’'un model experimental que
es preveu de facil reproductibilitat, pel que pensem que pot ser d’utilitat per a
altres grups de recerca experimental en el camp de |'ototoxicitat (tant cocleo-

com vestibulo-toxicitat) i cisplati.

Aquest estudi proporciona dades utils per a un possible disseny de
posteriors assajos clinics encaminats a pal.liar el principal efecte secundari
d’un important agent antineoplastic, pel que es troba emmarcat dins de I'ambit

de la recerca translacional.

Fins on tenim coneixement, aquesta és la primera vegada que es descriu
un model dosi-resposta de toxicitat cocleo-vestibular causada per

|"administracié intratimpanica de cisplati en la rata.

La formacié academica de la doctoranda (Llicenciada en Medicina i
Cirurgia, Master en Investigacio en Ciéncies Cliniques) no contemplava els
coneixements i habilitats necessaris per a la realitzacié de recerca basica o
fonamental. Havent realitzat el Curs de Formacié de Personal Investigador
Usuari d’Animals d’Experimentacié (UB, juny 2010) i la formacié necessaria de
técniques de laboratori, ha estat capac¢ de realitzar en primera persona tots els
procediments descrits en |"apartat de Material i metodes.

Cal destacar que s’ha establert una col.laboracié cientifica amb la companyia
biofarmacéutica francesa Sensorion, amb seu a Montpellier i amb la Aix-
Marseille Universtié, que compten amb una amplia experiéncia en recerca

experimental i clinica en el camp de |'orella interna.
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Fins al moment actual, el nostre treball ha donat lloc a:
3 publicacions (per ordre cronoldgic de publicacid):

1- Callejo A, Ortiz N, Domeénech |. Cisplatin cochlear toxicity in an experimental
model. Acta Otorrinolaringol Esp. 2014 May-Jun;65(3):217-8.

2- Callejo A, Sedo-Cabezon L, Domenech Juan |, Llorens J Cisplatin-induced

ototoxicity: effects, mechanisms and protection strategies. Toxics 2015; 3(3):
268-93.

3- Callejo A, Durochat A, Bressieux S, Saleur A, Chabbert C, Domenech J,
Llorens J, Gaboyard-Niay S. Dose-dependent cochlear and vestibular toxicity of

trans-tympanic cisplatin in the rat. Neurotoxicology 2017; 60: 1-9.

1 poster:

Transtympanic model of cisplatin-induced ototoxicity: comparison of the cochlea

and the vestibule. 52" Congress of Inner Ear Biology. Roma (ltalia), 12-15

setembre de 2015, presentat per la Dra. Gaboyard-Niay.
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3. RESUM






Resum

Els estudis in vivo sOn necessaris per a estudiar |'ototoxicitat i avaluar
possibles tractaments otoprotectors. La rata i el ratoli sén dues de les espécies
meés ulitilizades per estudis pre-clinics de toxicologia i farmacologia, pero
I"administracié sistéemica de cisplati causa un index de morbilitat molt alt en

aquestes especies.

Es va establir la hipotesi que |'administracié intratimpanica de cisplati
aportara un model adequat per a I'estudi de la toxicitat tant coclear com
vestibular en la rata. Sota aquesta premisa, es va administrar cisplati a rates
mascles de la soca Long Evans per via intratimpanica, en una orella a diferents
dosis (50ul, 0,5 a 2mg/ml) segons el grup, mentre que la orella contralateral,

injectada amb sérum fisiologic, servia de control.

La toxicitat coclear es va demostrar mitjangant I'estudi histoldgic, mentre
que la toxicitat vestibular es va desmostrar mitjangcant I'estudi funcional
comportamental. En cap dels experiments es va registrar episodis de letalitat i
I"Unic signe de morbilitat registrat va ser una lleu pérdua de pes corporal. El
cisplati va causar un toxicitat coclear dosi-dependent, demostrat mitjangant el
recompte de ceél.lules ciliades a les espires apical i mitja de les coclees, i la

toxicitat vestibular mitjancant I’anal.lisi comportamental.

Podem concloure que |‘administracio intratimpanica de cisplati és un
model facil, reproduible i segur per a |'estudi de la toxicitat cocleo-vestibular en
la rata. Considerem que aquesta ruta d’exposicid pot ser util per a avaluar
questions especifiques sobre la ototoxicitat induida per cisplati i per a estudiar
possibles tractaments otoportectors.
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4.INTRODUCCIO






Introduccio

4.1. Generalitats

El cisplati (cis-diaminodiclorplati 1) (CDDP) és un agent quimioterapic
altament efectiu usat en el tractament de tumors solids, entre ells, d’ovari, de
testes, de melsa, de pulmo no cél.lula petita, i tumors solids de cap i coll'. El
seu principal mecanisme d’accid antitumoral consisteix en la formacio
d’enllagos covalents entre |'atom de plati (Pt) del cisplati i 'atom de nitrogen
(N) en la posicio N7 de les bases purines de I acid desoxiribonucléic (ADN)
cel.lular, generant enllagos creuats (cross links) intra- i inter-catenaris, fendomen
que ha demostrat desesencadenar la mort cel.lular per processos d apoptosi i
necrosi, en estudis in vitro*. Els principals efectes secundaris descrits associats
a I'us de cisplati son la nefrotixicitat, neurotoxicitat periférica i ototoxicitat, i en
menor mesura, toxicitat gastrointestinal i mielotoxicitat'?. Mentre que per a la
prevencio de la nefrotoxicitat estan ampliament acceptats certs tractaments, no
existeixen tractaments preventius aprovats per al maneig de la neurotoxicitat i
ototoxicitat. Malgrat la indoléncia de |'ototoxicitat en comparacié amb altres
efectes secundaris, ha guanyat gran interés entre els professionals medics,
donada l'alta proporcié de pacients afectats, sent considerat |'efecte secundari
dosi-limitant més freqiient’**”. Nombrosos estudis clinics i experimentals han
provat d’aclarir els mecanismes d’ototoxicitat del cisplati, descriure les

implicacions cliniques que aixd comporta i aportar estratégies de prevencio.

4.2. Anatomia

4.2.1. Anatomia humana de l'orella interna

L orella interna es troba situada a l'interior de la porcié petrosa de |'os
temporal, medial a la caixa timpanica. Per la complexitat de la seva forma i
estructura, s’anomena laberint. Distingim un laberint ossi, constituit per una
série d’espais excavats a I'os i en comunicacié els uns amb els altres, i un

laberint membrands, format per unes estructures membranoses allotjades dins

el laberint ossi. El laberint esta ocupat per liquids o limfes. Les estructures del
laberint membrands estan plenes d’endolimfa; entre el laberint ossi i el
membrands es delimita un espai anomenat espai perilimfatic, ocupat per la

perilimfa®.
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L orella interna o laberint, es pot dividir en dues regions anatdomiques i
funcionals

(1) el laberint anterior (coclea o cargol), on es produeix la transformacio
de I'ona sonora (energia mecanica) en impulsos nerviosos (energia eléctrica), i

(2) el laberint posterior (conductes semicirculars, utricle i sacul), dérgan

periféric regulador del sentit de I’equilibri®.

4.2.1.1. Laberint anterior o coclea

La coclea consta d’'una complexa estructura ossia que conté en el seu
interior una série d’epitel.lis que conformen, en el seu conjunt, la coclea
membranosa. El laberint membrands constitueix |'espai endolimfatic, ocupat
per endolimfa, liquid de tipus endocel.lular, secretat a |'stria vascularis (que
més endavant es descriura). Entre el laberint ossi i el laberint membrands es
defineix |'espai perilimfatic, ocupat per perilimfa: liquid de tipus extracel.lular, de
composicio similar a la del liquid cefaloraquidi (LCR), amb el que s'uneix en el
fons del conducte auditiu intern; no obstant, sembla que I|'origen del liquid
perilimfatic és endolaberintic. La cortilimfa és un liquid de tipus extracel.lular, de
composicid idnica molt similar a la perilimfa, que es localitza dins del tunel de

Corti (que es descriu més endavant)®.

A la coclea ossia hi distingim 3 porcions (Fig.1):

(1) La columel.la de Braschet o modiol de Valsalva o eix del cargol, de
morfologia conica i que conforma la base interna sobre la qual s’organitza
I"estructura de la coclea; la base concava de la columela esta perforada per
petits orificis que formen una linia espiral doble i paral.lela a la lamina dels
contorns. D aquests orificis parteixen petits conductes que van a desembocar
en un de més ampli excavat al llarg de tota la base d’inserci6 de la lamina
espiral, anomenat conducte de Rosenthal, que conté el gangli nervios auditiu.

(2) La lamina dels contorns o tub del cargol, que en |'espécie humana

descriu 2,5 voltes d’espira des de la base al voltant de la columel.la.

(3) La lamina _espiral, que es localitza dins de la lamina dels contorns,

unida a la cara interna de la seva paret, de forma que divideix |'espai delimitat

dins de la lamina dels contorns en dos compartiments (superior i inferior), que
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s’anomenen pisos, rampes o escales vestibular (superior) i_timpanica (inferior),

respectivament®.
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Fig. 1.Font: Copyright © 2001 Benjamin Cummings, Addison Wesley Longman, Inc.

L estructura membranosa (Fig.2) de la coclea es denomina conducte
coclear o ductus cochlearis. Aquest, té forma de prisma triangular embolicat en
espiral igual que la coclea o0ssia. Ocupa |'espai comprés entre el marge lliure
de la lamina espiral i la lamina dels contorns, separant completament les dues

rampes (vestibular i timpanica), de manera que delimita una tercera rampa o

escala (mitja)®.

En descriure una morfologia de prisma triangular presenta 3 cares o
parets:

(1) externa, que és un espessiment del periosti intern de la lamina dels
contorns, anomenat lligament espiral.

(2) superior, que es relaciona amb la rampa vestibular (represenant el
terra de la mateixa), i que rep el nom de membrana vestibular o membrana de
Reissner.

(3) inferior, que perllonga la lamina espiral, es relaciona amb la rampa
timpanica (representant el sostre de la mateixa) i es denomina membrana

basilar. Sobre aquesta lamina basilar, assenta |'organ de Corti®,

El lligament espiral (Fig.2) és un tracte de teixit connectiu situat sobre la

cara interna del conducte coclear. A la seva part superior mostra una

33



Model experimental de toxicitat cocleo-vestibular (...)

eminéncia, la cresta vestibular, en qué s’inserta la membrana de Reissner. A la
seva part inferior protueix la cresta basilar en qué s’inserta la membrana
basilar. Per damunt d’aquesta cresta basilar trobem un engruiximent anomenat
prominéncia espiral per on discorren grans nanses capil.lars. El lligament
espiral esta revestit, des de la prominéncia espiral fins a la cresta vestibular,

per un epitel.li anomenat stria vascularis, constituit per 3 capes de ceél.lules i

una rica vascularitzacio, que li permet exercir un important paper metabolico-

funcional®.

La membrana de Reissner (Fig.2) és una finissima membrana bicel.lular

que separa en conducte coclear de la rampa vestibular. La seva funcio és la de
separar dos medis liquids, la perilimfa (a la rampa vestibular) de I'endolimfa (al
conducte coclear), de caracteristiques i situacié ionica diferents. No obstant,
degut a la seva fina estructura i la preséncia de porus, permet determinats

intercanvis entre els dos espais®.

La membrana basilar (Fig.2) parteix de la lamina espiral com una

prolongacio i s’inserta a la cresta basilar del ligament espiral, separant el
conducte coclear de la rampa timpanica. Augmenta en amplada durant el seu
recorregut des de |'espira basal fins a |'apex de la coclea, on té la seva maxima
amplitud. Consta de 3 capes:

(1) una capa confrontant amb el conducte coclear que serveix de
recolzament per als elements cel.lulars que donen sosteniment a I'6rgan de
Corti, fent la funcio de membrana basal;

(2) una capa mitja, constituida per fibres elastiques i col.lagenes
anomenades cordes de Hensen-Niel, que aporten consisténcia i elasticitat al
conjunt; i

(3) una capa encarada a la rampa timpanica, constituida per una fina série

de cél.lules endotel.lials en contacte amb la perilimfa de la citada rampa.

L organ de Corti (Fig.2) és un epitel.li especialitzat que s’ha desenvolupat

sobre la cara superior o endolimfatica de la membrana basilar. Sobre la
membrana basilar se situen dues fileres de cél.lules molt especialitzades
anomenades pilars de Corti o cél.lules de pilar; les internes es recolzen sobre

les externes, de manera que entre la membrana basilar i els dos pilars es
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defineix un conducte triangular, que s’extén tot al llarg del conducte coclear,
anomenat tunel de Corti. Lateralment als pilars es disposen les cél.lules de
sosteniment o de Deiters; el seu pol basal es recolza sobre la membrana
basilar mentre que el seu pol apical, en forma de copa, permet |'assentament
de les cel.lules ciliades, que rebran la intervacié a través d’un canal perforat en
aquestes cel.lules de sosteniment. Lateralment a les cél.lules de Deiters es
disposen unes cél.lules cilindriques, les anomenades cél.lules de Hensen, que
disminueixen gradualment d’algada transformant-se en cél.lules cubiques,

llavors anomenades ceél.lules de Claudius, que es continuen insensiblement

amb |"epitel.li del lligament espiral®.
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Fig. 2. Font: Runge-Samuelson C, Friedland DR. Chapter 128. “Anatomy of the auditory

system” in https://entokey.com.

Les cél.lules nobles de I'6rgan de Corti son les cél.lules neurosensorials,
cél.lules auditives o cél.lules ciliades, que se situen a ambdos costats del tunel
de Corti. Lateralment al tunel de Corti trobem 3 fileres de cél.lules ciliades
denominades cél.lules ciliades externes (CCE), i medialment al tunel només 1
filera de cél.lules ciliades, anomenades internes (CCIl). Sobre les cél.lules
ciliades (internes i externes) se situa una estructura fibril.lar composta per
col.lagen, glicoproteines i glicosaminglicans anomenada membrana tectoria.

Consta de dues porcions: una d’anclatge al limbe espiral i una altra lliure, que
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se situa sobre les cél.lules ciliades. Per la seva cara que mira en direccio a
I"drgan de Corti presenta una série d’orificis en forma de W en qué s"ancoren
els estereocilis de les CCE (en canvi, els cilis de les CCl es troben molt proxims
a la membrana tectdria perd sense fer-hi contacte). La funcié d’aquesta
membrana, a més de fer de sostre al conjunt de I'6rgan de Corti, és la de
fixacio dels estereocilis de les CCE, i aixi aconseguir la seva inclinaciacié quan
es produeix el moviment del conjunt membrana basilar/organ de Corti; a més,

actua com a reservori idnic de potassis.

Les CCE (Fig.3) son cilindriques i primes, en forma de didal. En el seu pol
superior presenten de 100 a 200 estereocilis implantats en forma de W
(implantats entre 5 i 7 fileres en humans; 3 en la rata), que com s’ha comentat
anteriorment, s’ancoren a la membrana tectoria. Les cél.lules sosteniment de
Deiters les envolten en el seu 1/3 inferior, mentre que els 2/3 superiors estan

banyats per un liquid denominat cortilimfa®.

Fig. 3. Font: www.cochlea.eu, on (1) nucli; (2) estereocilis; (3) placa cuticular; (6) fibres eferents

medials; (7) nervi auditiu.

Les CCI (Fig.4) presenten una morfologia ovoidea amb un estretament a
I"apex, similar a una amfora. En el pol apical presenten uns 60 estereocilis
(implantats entre 5-7 fileres en humans; 3 en la rata). A diferéncia de les CCE,
les cél.lules de sosteniment de Deiters envolten practicament la totalitat de la
seva superficie (excepte alla on s’implanten els cilis), i el seu contacte amb el

liquid de cortilimfa és minim?.
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Fig. 4. Font: www.cochlea.eu, on (1) nucli; (2) estereocilis; (3) placa cuticular; (4) nervi auditiu;

(5) fibra eferent lateral.

L “extremitat superior de les CCE i CCI té un espessiment on s ancoren els
cilis, que rep el nom de membrana cuticular. Els cilis s’ancoren a la membrana
cuticular mitjangant una arrel que té filaments de miosina. Soén flexibles; encara
que no tenen capacitat de moviment actiu, es deixen desplacar de manera
passiva. Els cilis estan units entre si per ponts de glicoproteines i, en ser

desplacats, s’obren els canals idnics situats a la seva zona més apical®.

L extremitat inferior de la cél.lula ciliada o extremitat sinaptica esta en
contacte amb les fibres nervioses que arriben des de les neurones bipolars.
Cada CCI rep unes 20 fibres nervioses (axons de les neurones tipus |
mielinitzades o ortoneurones -pel seu recorregut linial-), representant el 90-95%
de les fibres del nervi coclear. Les fibres nervioses destinades a les CCE
(axons de les neurones tipus Il no mielinitzades o espironeuroes —pel seu
recorregut espiral-) formen 3 plexes, un sota de cada filera de cél.lules, i s6n
les prolongacions d’aquests plexes les responsables de contactar amb les
CCE; en general, cada fibra inerva entre 15-20 CCE. Els somes de les
neurones que emeten aquests axons es localitzen al gangli auditiu, espiral o de

Corti, que esta ubicat en el conducte espiral de Rosenthal®.

Les fibres nervioses que procedeixen de les CCE i les CCIl s’uneixen a la
base de la columel.la en un tronc nervios anomenat nervi coclear, que
emergeix pel quadrant anteroinferior del fons del conducte auditiu intern (CAl)
(Fig.5).
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Fig. 5. Font: Runge-Samuelson C, Friedland DR. Chapter 128 “Aantomy of the auditory system”

in https://entokey.com. On LSO=lateral superior olive region; MSO=medial superior olive region;

DMPO=dorsomedial periolivary nucleus; VNTB=ventral nucleus of trapezoidal body;
MNTB=medial nucleus of trapezoidal body.

El moviment de la perilimfa (ona viatgera) causa la vibracio de la
membrana basilar, i consequentment I'drgan de Corti (que s’assenta sobre la
mateixa) es veu desplagat successivament amunt i avall. Amb aquests
moviments, els cilis de les CCE, ancorats a la membrana tectoria, s’angulen,
recuperant després la seva posicidé. Aquest moviment provoca una deformacid
de |'espai subtectorial, originant microcorrents d’endolimfa que ocasionen el
moviment dels cilis de les CCI i la seva despolaritzacié. Funcionalment, les
CCE, amb la contraccié dels seus cilis, aproximen la membrana tectoria a
I"drgan de Corti, perd els elements receptors del so sén les CCI, on s origina
I"activitat bioeléctrica que es transmet a la fibra nerviosa aferent que parteix
d'aquesta cél.lula i inicia el missatge neural que per la via coclear arriba fins al

cortex cerebral auditiu®.

4.2.1.2. Laberint posterior o sistema vestibular

S’anomena laberint posterior a conjunt format pel vestibul i els canals

semicirculars, que conformen |1’drgan periféric regulador del sentit de 1"equilibri®.
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El vestibul ossi és una cavitat ovoide d'uns 4mm de diametre que allotja
en el seu interior el vestibul membrands, que esta constituit per dos sacs o

vessicules de parets membranoses plenes d endolimfa: I"utricle i el sacul®.

L'epitel.li que revesteix aquestes estructures consta d’'unes zones

diferenciades anomenades macules acustiques. De la paret interna de |'utricle i

el sacul s’originen les fibres nervioses utriculars i saculars per emergir als

quadrants posteriors del CAl, contribuint a la formacié del nervi vestibular que,

conjuntament amb el nervi coclear, constituira el VIl parell cranial®

Els conductes semicirculars ossis son tres estructures cilindriques
arquejades, de 4mm de calibre,describint 2/3 de cercle (superior, posterior i
horitzontal o lateral); dels seus extrems, un dels quals esta dilatat, formant una
ampolla, i I'altre extrem, que no presenta ampolla El bra¢ simple o no ampular
dels dos conductes semicirculars verticals (superior i posterior), s’uneixen
formant un bra¢g comu anomenat crus communis, que desemboca al vestibul
Els conductes semiciruculars membranosos reprodueixen la forma dels ossis..
L'epitel.li intern que revesteix I|'ampolla dels conductes semicirculars
membranosos esta altament especialitzat en les anomenades crestes
ampulars, que son els receptors sensorials fonamentals en el manteniment de
I"equilibri Aixi, les cél.lules reconeixen la traccio i transmeten |'estimul al nervi

vestibular, informant dels moviments rotatoris del caps.
4.2.2. Anatomia comparada de |'orella de la rata amb |'orella humana

L anatomia de I'orella humana i de la rata presenten, en termes generals,
una gran similitud, que permet usar aquests rosegadors en el disseny de
models experimentals amb finalitats translacionals. No obstant, cal mencionar

les diferéncies anatdmiques més rellevants.

L'orella_externa de la rata consta d'un pavellé auditiu mobil, molt més

gran que el de I'huma, constituit per teixit cartilaginés molt flexible.

L orella mitjana de la rata conté les mateixes estructures anatdmiques que
les de |'espécie humana, amb algunes diferéncies morfoldgiques que cal

destacar:
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- Una gran cel.la 0ssia de contingut aeri postero-inferior respecte el
conducte auditiu extern, anomenada bulla, substitueix la mastoide
humana® (Fig.6 i 7);

Consta d'una cadena ossicular composta per 3 ossets, molt similar a

I'espécie humana, la mida dels quals és molt més reduit
(aproximadament una quarta part en relacio a la mida en humans) i la

practica totalitat de la cadena ossicular s"allotja a I’epitimpa®;

- L artéria estapedial, branca de |'artéria carodtida interna, passa entre les
dues crures de |'estrep en el seu trajecte des de la porcid cervical cap a

la porci6 intracranial®;

- El nervi facial emergeix de |I'os temporal més superficialment i anterior en

la rata que en I'home®.

- A I'otoscopia, el diametre anteroposterior del timpa de la rata medeix
entre 2,2 i 2,4mm, en comparacio als 9-10,2mm de diametre en
I'especie humana; la pars flaccida de la membrana timpanica ocupa una
extensio proporcionalment molt més gran a la rata (25-29%) que en
I'huma (3-6%); I'apofisi curta del martell assenyala cap a la paret
posterior del conducte auditiu extern, en contraposicié a I'’huma, en que

assenyala cap a la paret anterior'® (Fig.8).

A l'orella interna, la coclea descriu 2,5 voltes, com en |'espécie humana,;

els epitel.lis coclears i vestibulars presenten caracteristiques estructurals molt

similars als humans'’.
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Fig. 6. Font: Albuquerque A; Rosseto M; de Oliveirad; Hyppolito M. Understanding the anatomy
of ears from guinea pigs and rats and its use in basic otologic research. Rev. Bras.
Otorrionlaringol Jan/Feb 2009; 75 (1).

On (1) bulla; (2) conducte auditiu extern; (3) escama; (4) osca sinusal posterior.
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Fig. 7. Font: Evans HE, de Lahunta A. Miller’s anatomy ed 4; St Louis 2013; Saunders/Elsevier.
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.quure 1. Wistar rat tympanic membrane anatomy compared to the human ear drum.

Fig. 8. Font: Almeida L; Lavinsky L. “Tympanic membrane healing in myringotomies performed
with argon laser or microknife: an experimental study in rats” Rev. Bras. Otorrinolaringol 2006;
72(6).
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4.3. Fisiopatogénia: mecanismes d ototoxicitat causada pel cisplati

No es coneix el mecanisme molecular exacte que expliqui el potencial
efecte citotoxic del CDDP a nivell citoplasmatic, perd es creu que n’estan

implicats:

(1) I'acumulacio d’espécies reactives d oxigen (reactive oxygen species, ROS)
i d’oxid nitric (NO) que exerceix un efecte citotoxic directe propiciant |'obertura
del permeability transition pore complex (PTPC)",

(2) la induccidé de la senyal estimuladora de permeabilitzacié de membrana
externa mitocondrial (MOMP) i,

(3) I"activacié del pool citoplasmatic de p53, capag¢ de promoure la via MOMP™

El transport del cisplati i els seus metabolits a través de la membrana
cel.lular, des de la sang fins al citosol, es duu a terme per diversos
transportadors de membrana. El transportador de coure tipus 1 de mamifers
(copper transporter 1, CTR1) o transportador de soluts 31A1 (solute carrier
31A1, SLC31A1) és una proteina de membrana que juga un paper significatiu
en la captacio intracel.lular de cisplati' EI CTR1 duu a terme una funcié
fisiologica vital, permetent el proveiment intracel.lular de coure, que és un
nutrient cel.lular esencial necessari en un ampli espectre de reaccions
enzimatiques. El substrat natural de CTR1 és |'id6 coure monovalent (Cu®).
Sembla ser que el cisplati es comporta com un lligand competitiu del coure:
s uneix al mateix domini ric en metionina on s’uneix el coure, permetent la seva
entrada dins la cél.lula'®. Els transportadors de cations organics (organic cation
transporters, OCT), s6n proteines de membrana que interaccionen
especificament amb el cisplati; s’ha demostrat que el tipus OCT2 s’expressa
en les cél.lules ciliades de |I'd0rgan de Corti i a les cél.lules de I'stria vascularis

de la coclea en ratolins™®.

El CDDP és quimicament inert fins que almenys un dels seus dos grups clor
en posicié cis és substituit per una molécula d'aigua’’. Aquesta reaccid es
produeix en una petita proporcié a la sang, perd majoritariament al citoplasma,
de forma espontania, degut a la seva relativa baixa concentracié d’ions clorur

(~2-10mM intracel.lular, en comparaci6 amb ~120mM de [I'espai
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extracel.lular)’®*®. Un cop dins la cél.lula, el cis-diamino(aqua)clorplati (I1) (o
complexe monohidrat de cisplati) és capac¢ d’induir la mort cel.lular almenys per

21-23

dues vies diferents: una dependent de p53 i caspases® ™, i una mediada per

proteines quinase524. Els dos mecanismes de mort cel.lular per cisplati han

estat demostrats en estudis in vivo en rates®>?.

L’exposicid a altes dosis de cisplati inhibeix I'activitat de certs enzims
antioxidants (superoxid dismustasa, catalasa, glutatio perioxidasa i glutatid
reductasa) i estimula I'activitat d’altres, com el NOX-3 (isoforma d’oxidasa de
nicotinamida adenina dinucleodtid fosfat -NADPH-, altament expressada a la
coclea), amb el consequent increment en la peroxidacio lipidica, que causa alts
nivells d’espécies reactives d’oxigen??® (ROS). Els radicals superoxids que

se’'n generen poden dur a terme quatre accions:

(a) interaccionar amb 1'0xid nitric (NO) formant peroxinitrit, que interacciona
amb les proteines, inactivant-les®;

(b) formar radicals lliures hidroxils que, després d” interaccionar amb atoms de
ferro (Fe), formen un compost que reacciona amb acids grassos polinsaturats
(polyunsaturated fatty acids, PUFA) de la bicapa lipidica, generant el reactiu
aldehid 4-hidroxinonenal (4-HNE) # que desencadena I’entrada de calci dins la
cél.lula, conduint-la a I"apoptosi?”*;

(c) inactivar els enzims antioxidants®' i,

(d) desencadenar la migracio citosolica de Bax, amb la consequent activacio de
la via de senyalitzacié de I'apoptosi mitocondrial, que implica I"alliberacié de

citocrom ¢ mitocondrial i |’activacio de caspases 3 i 9 %%,

A més de |I'apoptosi mediada per p53 i caspases, les cél.lules exposades
a cisplati mostren una sobreexpressié de la quinasa reguladora extracel.lular
(extracellular regulatory kinase, ERK) 1/2 i del factor nuclear kB (nuclear factor
kB, NFKB), estimuladors de I alliberacid6 de citoquines proinflamatories, tals
com el factor de necrosi tumoral a (tumor necrosis factor-a, TNF-q),
interleuquines (IL)-1B i IL-6. Com a consequéncia, es desencadenen els
processos de fragmentacié nuclear, reordenament del citoesquelet d’actina i

mort cel.lular®»%.
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La coclea és un drgan de gran complexitat, compost per gran varietat de
tipus cel.lulars, amb diferent grau de susceptibilitat davant dels mecanismes
citotoxics del cisplati. Diversos estudis han descrit els mecanismes mitjangant
els quals el cisplati exerceix la seva toxicitat sobre els diferents tipus de

cel.lules o teixits de la coclea.

En els fibrocits tipus | de la paret lateral del lligament espiral de la coclea,
el cisplati activa els canals de potassi de gran conductancia. Aquest increment
de fluxe de potassi provoca una pérdua de la pressié osmotica intracel.lular i de
la forga idnica, interrompent el gradient electroquimic de I'endolimfa, on la
concentracio de potassi sol ser més elevada i la de calci més baixa, comparada
amb la perilimfa que I’envolta®. Les alteracions en el balang idnic activen vies

pro-apoptotiques, conduint finalment a la mort cel.lular 3334,

A I'estria vascular i lligament espiral de la coclea de ratolins tractats amb
cisplati per via sistemica s’ha demostrat la induccié de NFkB i sintetasa d oxid
nitric induible (iINOS), fet que suggereix que I'oxid nitric (NO) juga un paper
essencial en |'ototoxicitat per cisplat|'35. Estudis en rates tractades amb cisplati
han evidenciat I'activacié de NFkB a I'0rgan de Corti, lligament espiral i estria
vascularis?®®. El paper pro-apoptotic de NFkB es va demostrar en la linia
cel.lular auditiva HEI-OC1 (House Ear Institute- Organ of Corti1) mitjangant I'us
d’inhibidors de NFkB, que en consequéncia disminuien |’activacié de la
caspasa 3, malgrat |’exposicié de la linia cel.lular a cisplati®®. Estudis in vitro
amb cél.lules HEI-OC1 i in vivo en ratolins, també han demostrat |'efecte
citotoxic de citoquines proinflamatories com TNF-a, IL-1B i IL-6, en la

ototoxicitat induida per cisplati®’.

El cisplati també pot actuar directament sobre [I'ADN, unint-se
concretament a la posicid N7 de les bases purines, causant enllagos creuats i
formacié d adductes>®.

Malgrat tot I'exposat, la toxicitat per cisplati també pot ser contrarrestada
per una seérie sistemes defensius coclears enddgens, entre els que s’inclouen:
enzims antioxidans, receptors adenosina, molecula 1 de lesié renal (kidney

injury molecule-1, KIM-1), proteines de xoc térmic (heat shock proteins), i
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hemo-oxigenasa-1'(1). No obstant, els efectes protectors de les molécules
citoprotectores contra |'accié del cisplati son limitats, de manera que quan

aquests es veuen superats, la mort cel.lular sera inevitable®.

4.4. Histopatologia: lesions estructurals coclears causades per cisplati

Diversos estudis experimentals han descrit els danys estructurals causats
pel cisplati i els seus metabodlits en les cél.lules coclears d"animals

d’experimentacio.

L observacié més frequent és la degeneracié apoptotica de les cél.lules
ciliades de I'6rgan de Corti. Existeix una clara evidéncia de que la fragmentacié
de la doble cadena d’ADN i altres signes d’apoptosi s’inicien a la filera cel.lular
meés externa i progressen cap a la més interna. També s’ha descrit lesions en
altres estructures, tals com dehiscéncia de les beines de mielina de les
neurones tipus | del gangli espiral, i deplecci6 del nombre d’organuls

citoplasmatics, edema, contraccio i lisi cel.lular a I"estria vascular*®*3.

Estudis topografics han demostrat |'existéncia d 'un gradient de progressio
lesional, de manera que el dany s’inicia sempre a la base de la coclea, on és

13644 Aquest fet explica que les

més sever, i progressa cap a lapex
frequencies auditives altes estiguin més afectades o que ho facin en un estadi

meés preco¢ que les frequéncies baixes, en els estudis audiomeétrics.

4.5. Clinica auditiva causada per |'exposicio a cisplati

4.5.1. Manifestacions cliniques secundaries a |'ototoxicitat causada per

cisplati

Les lesions ototoxiques induides pel cisplati habitualment apareixen en

estadis precogos (d’hores a dies després de I'exposicié)45

, causant una
hipoacusia neurosensorial bilateral, simétrica, progresiva, irreversible, dosi-
dependent i acumulativa*®. L efecte citotoxic en humans s’inicia a partir de
dosis de 60mg/m2 per cicle*’. En esquemes d’administracié a dosis altes, en el
rang de 150-220mg/m?/dosi, el 100% dels pacients estudiats van presentar
pérdua auditiva®®**®. La majoria de pacients tractats amb cisplati presenten,

associada a la hipoacusia, clinica de tinnitus®. Alguns estudis descriptius
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recullen una elevacié del llindar auditiu en I"'audiometria tonal liminar (ATL)
entre el 75-100% dels pacients tractats amb cisplati amb esquemes de dosis
estandard®'; entre els quals, la poblacié pediatrica presenta una especial

susceptibilitat®®>*.

La incidéncia d’ototoxicitat associada a cisplati descrita en poblacio
infantil estd compresa entre 22-70%>**°". S'ha descrit una major
susceptibilitat dels nens petits a desenvolupar una hipoacusia secundaria a

cisplati que en els adults®*®®

, amb la important repercusio a llarg termini que
aixo suposa, especialment en nens que es troben en |'etapa pre- o peri-lingual
del seu desenvolupament™, o bé que presenten altres déficits associats, com
pérdua visual o disfuncioé cognitiva. Aquest grup de poblacio no té les bases de
coneixement liguistic ni la maduresa neuroldgica necessaria per a omplir els
buits auditius, i per tant requereixen una millor audici6 que un adult per al
reconeixement de la parla i la comprensié®. Ja que els sons en altes
frequencies son critics per a la intel.ligibilitat de la parla, s’ha demostrat que
fins i tot una hipoacussia moderada en aquest rang de frequéncies pot afectar
el desenvolupament académic i socio-emocional en nens en etapes pre- o peri-
lingual®'®3. Per tot I’exposat, la hipoacussia és considerada |’efecte secundari

dosi-limitant més freqiient del cisplati en la poblacié infantil"°7.

S’ha descrit una gran variabilitat interindividual a la susceptibilitat
d’ototoxicitat causada per cisplati. No obstant, s’accepta que existeixen certs
factors considerats de risc: altes dosis acumulades de cisplati, edats extremes
de la vida, fallada de la funcidé renal, hipoacussia pre-existent, exposicié a
contaminacié acustica®®*, déficits nutricionals (anémia i hipoalbuminémia)®® i
radioterapia en un camp terapéutic que inclogui la coclea a dosis superiors a
48Gy (més frequentment administrat en pacients afectes de carcinoma

nasofaringi)®*°°.

La pérdua prevista en el llindar auditiu de pacients tractats amb
radioterapia i altes dosis de cisplati (100 mg/m?dosi) és de 10dB de mitjana®®.
En la poblacié infantil en concret, es consideren factors de risc independents la
dosi acumulada de cisplati i el génere masculi®’. En I'estudi de cohorts de
Yancey et al, en qué 102 nens afectes de diferents processos neoplasics van
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ser tractats amb cisplati, es suggeria que per a la mateixa dosi acumulada de
cisplati, els diferents esquemes de dosi per sessio podrien afectar el perfil de
toxicitat. Els pacients que van rebre 5 dies de cisplati a 20mg/m?/dosi (per al
tractament de tumor de cél.lules germinals) van presentar menor hipoacusia
que aquells que rebien una sola dosi de 100 o 120 mg/m2/dosi (tractament de
neuroblastoma i osteosarcoma). En el mateix estudi, el génere masculi va
resultar un factor de risc per a la pérdua auditiva en comparciéo al genere
femeni, fins i tot després d’estratificar segons els diferents tipus tumorals
(evitant, doncs, que lI'esquema de dosificacidé pugués resultar un factor de
confusié)®’. Coincidint amb aquests resultats, en un estudi exprimental Huang
et al®® també van descriure diferéncies genétiques respecte la susceptibilitat al
cisplati segons el génere, éssent els mascles més susceptibles que les
femelles. Mesurant la meitat de la concentraci6 maxima inhibitoria (half
maximal inhibitory concentration, 1Cso), com a indicador de |'efectivitat
d’inhibicié de la funcidé bioldogica de quatre agents quimioterapics, les linies
cel.lulars derivades de femelles varen demostrar menor sensibilitat als platins

(entre ells el cisplati) en comparcié a les linies derivades de mascles.

A més, s’han descrit diversos trets genetics predisponents a I'ototoxicitat
per cisplati. Entre ells s’inclouen mutacions mitocondrials (halogrup J
mitocondrial europeu, molt infreqlient, també associat a I|'atrofia Optica
hereditaria de Leber)?®; polimorfismes funcionals de I'enzim glutatié S-
transferasa (elevacio de quatre vegades més risc d hipoacussia en pacients
tractats amb cisplati els individus amb al.lels 105lle/105lle-GSTP1 o
105Val/1051le-GSTP1 que els individus amb al.lels 105Val/105Val-GSTP1)";
polimorfismes no-sindbnims de nucledtid unic (SNPs) del gen de la megalina
(elevacié del risc de susceptibilitat a hipoacussia secundaria al cisplati en
pacients amb al.lels A per al gen de rs2075252)"
excision repair cross-complementing, ERCC1, ERCC2, ERCC4 i ERCCYS)
(major resposta antitumoral i per tant proteccio, en individus homozigots per a
I"al.lel T del gen ERCC2), XPA i XPC (major susceptibilitat en pacients amb

genotip Lys939GIn XPC)"2.

; polimorfismes dels gens
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4.5.2. Alteracions funcionals auditives secundaries a | ototoxicitat per

cisplati

Les lesions estructurals anteriorment mencionades es tradueixen en una
alteracié de la funcid coclear, demostrat tant en humans com en animals

d’experimentacio.

4.5.2.1. Alteracions funcionals audioldogiques en recerca clinica en humans

Les guies cliniques per a la monotoritzacid de |'ototoxicitat, com la
publicada per I’Associacid6 Americana d Audiologia (American Association of

Audiology, AAA) (www.audiology.org, Octubre 2009), recomanava |'us dels

seguents meétodes audiologics per a I'avaluacié basal, prévia al tractament
quimioterapic: audiometria tonal liminar en el rang de frequéncies
conversacionals (ATL), audiometria d’altes frequencies (high-frequency
audiometry, HFA), timpanometria, audiometria verbal i otoemissions acustiques

(otoacoustic emissions, OAES).

L audiometria tonal liminar (ATL) en frequéncies convencionals (0.25-
8kHz), és el métode de cribratge més exteés i posa de manifest que el cisplati
inicialment afecta les freqiiéncies auditives altes (per sobre de 4kHz)*, i
posteriorment progressa cap a frequéncies mitges (conversacionals, 500Hz-
3kHz), quan la dosi acumulada és major de 400mg/m?. En pacients que reben
tractaments a dosis altes de cisplati (150-225mg/m?%dosi), els estudis
audiomeétrics de frequéncies ultra-altes (9-20kHz) van demostrar pérdua
auditiva en el 100% dels casos*®. Encara que totes les evidéncies indiquen que
I"ototoxicitat per cisplati és dosi-dependent i progressiva, I'estudi prospectiu
amb major mesura mostral fins a la data actual que avaluava dades
audiomeétriques de pacients tractats amb cisplati, demostrava una tendéncia a
assolir un plateau, amb una clara predominancia en altes freqliéncies: per a
frequencies per damunt de 8kHz la mitjana de pérdua auditiva es trobava
entorn 75-80dB, mentre que per frequéncies per sota de 8kHz la pérdua se
situava entorn 45-60dB’. Com s’ha comentat anteriorment, les primeres
alteracions funcionals a la via auditiva secundaries a toxicitat per cisplati es

tradueixen en un deéficit a frequéncies superiors a 8kHz, que no poden ser
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detectades mitjangant ATL convencional. Per aquest motiu, I'’/AAA recomana
I"Us de técniques capaces de detectar la lesié en estadis precogos (en qué
encara no hi ha repercussid sobre els llindars auditius de les frequéncies
conversacionals) per a la monitoritzacié de |'ototoxicitat, com I'HFA o productes
de distorsi6 d’otoemissions acustiques (distorsion product otoacoustic

emissions o0 DPOAES).

L audiometria d’altes frequéncies mesura els llindars de tons purs a
frequéencies superiors a 8kHz (9-20kHz), que pot detector canvis en la funcio
auditiva abans que es faci clinicament patent, quan ja s’han alterat les
freqliéncies conversacionals (per sota de 8kHz)"™. Knight et al®® van demostrar
en un estudi clinic en poblacié infantil en tractament quimioterapic amb platins,
que HFA detecta alteracions funcionals auditives en un estadi més preco¢ que
I’ATL, i per tant es considera una estratégia adequada per a la monitoritzacio
de |'otoxocitat per cisplati. Segons els resultats d "aquest estudi, les alteracions
funcionals auditives es van posar de manifest més precogment mitjangant
HFAs que DPOAEs, encara que sense diferencies estadisticament
significatives. Donat que requereix la participacié activa del pacient, una de les
principals limitacions per a |'aplicacié d aquest métode és la falta de fiabilitat en
nens per sota dels 5 anys d’edat o que mostrin una falta d "atencio. Altres casos
de limitacio per a I'us de HFA son aquells pacients que presentin una
hipoacussia ja coneguda en el rang de freqliéncies conversacionals
(habitualment poblaci6 d’edat avangada), ja que és probable que presentin una
hipoacussia també per a altes frequéncies degut a una pérdua de cél.lules
ciliades externes pre-existent al tractament amb cisplati, i que falsejaria les
dades d’una correcta monitoritzacio de |’efecte ototoxic del quimioterapic’. En
aquests casos es recomana I'us de técniques que no requereixin la

col.laboracié del pacient.

El registre de DPOAEs és una técnica sensible, cost-eficient i objectiva
(que no requereix una resposta conductual), util en el cribratge de la
hipoacussia induida per cisplati, inclis en estadis pre-simptomatics’®. Una de
les seves principals limitacions és que els resultats es poden veure afectats per
processos patologics de |'orella mitjana, com la otitis mitjana®, més freqiient en

pacients en tractament quimioterapic, degut al seu estat d'immunosupressio,
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aixi com en pacients en tractament radioterapic de la regié de cap i coll. Per
aquest motiu, i tal com s’ha comentat anteriorment, les guies de practica clinica
recomanen usar un conjut de proves, incloent ATL, HFA, audiometria verbal i

timpanometria, a més de OAEs.

El registre de potencials auditius evocats de tronc cerebral (PEATC)
(auditory brainstem response o ABR) és una altra técnica objectiva i sensible,
valida per a |'avaluacié de pérdua auditiva i la monitoritzacié de I'ototoxicitat.
S’ha avaluat la possibilitat d’obtenir llindars de PEATC a frequéncies per
damunt de les conversacionals, per tal de monitoritzar | ototoxicitat’’, no
obstant, aquest métode no s’ha extés en la practica clinica, i I'Us de proves
PEATC d‘alta freqiiéncia (HF-ABR) encara roman en |'ambit de la recerca’®.
L'us de HF-ABR seria de més utilitat en aquelles poblacions que no puguin
oferir respostes conductuals fiables, tals com nens petits en tractament
quimioterapic. No obstant, la necessitat de 1'Us de sedacio per a una correcta
obtencié de PEATC fiables i la necessitat de repetir el procediment per a poder
realitzar un seguiment en el temps, sovint contraindicat pel context general de
salut en qué es troba el pacient, han dut les guies cliniques a desaconsellar
I'Us d’aquesta técnica com a primera eleccid per a la monitoritzacié de

|"ototoxicitat.

4.5.2.2. Alteracions funcionals audioldgiques en animals d’experimentacio

Les lesions estructurals anteriorment mencionades es tradueixen en una
alteracié de la funcido coclear, com s’ha demostrat en diversos estudis
experimentals en conills d’indies, rates i jerbus: reduccid dels potencials
endococlears (endococlear potential, EP), elevacié del llindar dels potencials
d'acci6 compost (compound action potential, CAP) i potencials coclears
microfonics (cochlear microphonic potential, CM), reduccié dels productes de
distorsio d’otoemissions acustiques (distortion product otoacoustic emissions,
DPOAE), i elevacio dels llindars de les respostes auditives evocades de tronc
cerebral (auditory evoked brainstem responses, ABR). Per a totes les proves
funcionals esmentades, s’observa una major pérdua funcional en altes
freqiiéncies que en baixes freqiiéncies'. Les dades funcionals sén congruents

amb |'evidéncia histologica de la particular susceptibilitat de les cél.lules
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ciliades externes enfront a I'accié del cisplati, tant en humans com en animals

d’experimentacio.

Donat que el registre dels DPOAEs és una técnica rapida, no invasiva i
sensible que permet avaluar |'efecte ototoxic del cisplati, ha estat el métode
més ampliament usat per a I’avaluacio funcional en estudis experimentals’®%.
No obstant, un estudi comparatiu de DPOAEs versus ABR en rates tractades
amb cisplati de forma sistémica, va demostrar una major sensibilitat dels ABR

per a la deteccid de canvis funcionals atribuibles a ototoxicitat®'.

4.6. Otoproteccio

4.6.1. Mecanismes d’otoproteccié farmacologica

A la practica clinica, |'ototoxicitat és |'efecte secundari limitant de dosi
més frequent del cisplati, requerint la seva suspensio i substitucidé per un agent
quimioterapic de segona eleccid, habitualment el carboplati, o acceptant la
sequela d'una hipoacusia, en ocasions severa. Per tal de reduir |'ototoxicitat
causada pel cisplati, s’ha estudiat el potencial paper otoprotector de molts i
diversos farmacs. L’'otoprotector idoni hauria de reunir les seguents
caracteristiques: (1) ser capag¢ d’oferir una otoproteccio fiable sense interferir
en |'efecte antitumoral del cisplati, (2) presentar els minims efectes secundaris i
(3) usar una via d'administracid técnicament senzilla. ElI fet que els
mecanismes responsables de les accions antitumoral i ototoxica del cisplati
siguin practicament idéntics és el principal obstacle per a I'us d’otoprotectors
per via sisttmica. Amb |'objectiu de pal.liar aquesta gran limitacié, s'ha

desenvolupat estratégies d otoproteccidé mitjangant la seva administracio local.

S’ha dedicat especial atencié als antioxidants, capacos de reduir els

efectes de les espécies reactives d oxigen i nitrogen’.

Existeixen tres possibles estratégies per a evitar la toxicitat causada per
les espécies reactives d’oxigen i nitrogen: prevenir la interaccié de ROS amb

les proteines, lipids i ADN cel.lular mitjangant la formacié de complexes amb el
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cisplati, metabdlicament inactius; prevenir la formaci6 de ROS; i induir la

produccié d antioxidants endogens®.

4.6.1.1. Prevencio de |I'accié de ROS

S’ha descrit dos mecanismes moleculars capacos d’inactivar |'accié de
cisplati administrat intratimpanicament:
(1) la formacié de complexes amb cisplati, que resultin funcionalment inactius i,
(2) la condensacio contraio (i6 que acompanya una especie idnica mantenint la

seva neutralitat eléctrica)® .

Algunes molécules amb propietats nucleofiliques, capaces de formar
complexes moleculars inactius en reaccionar amb el cisplati, son aquelles que
contenen algun grup sulfur, seleni, acid carboxilic o grup alcohol®. Les
molécules més estudiades d'aquest grup son: amifostina, WR-1065, N-

acetilcisteina, D-metionina, sodi tiosulfat i erdosteina® 8.

4.6.1.2.Prevenci6 de la formacié de ROS

Els glucocorticoides (prednisona, dexametasona i metilprednisolona) han
estat estudiats pel seu potencial paper otoprotector contra el cisplati, basat en
I"experiéncia clinca en el seu Us per al tractament d’'una amplia varietat de
causes d ‘hipoacussia neurosensorial: processos autoimmunes de |orella
interna, hidrops endolimfatic, malaltia de Méniere, tinnitus, hipoacussia sobtada

i hipoacussia rapidament progressiva de causa idiopatica®2®.

Altres molécules que actuen també a través d’aquest mecanisme son
I"al.lopurinol i JWH-015.

4.6.1.3. Induccio6 de la produccio d antioxidants enddgens

Els farmacs que han demostrat tenir capacitat per a induir la produccid
d’antioxidants enddgens que neutralitzin I'acci6 de ROS soén: N-acteilcisteina
(NAC), salicilat, vitamina E, D i L-metionina, ebselé, agonsistes d adenosina (R-
fenilisopropil adenosina, R-phenylisopropyl adenosine o R-PIA; i 2-clor-N-

ciclopentil adenosina, 2-chloro-N-cyclopentyl adenosine o CCPA).
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4.6.1.4. Altres mecanismes

Ringer lactat ha demostrat la seva accio otoprotectora administrada
intratimpanicament en xinxilles tractades amb cisplati sistémic®, encara que els

seu mecanisme d’accié encara és desconegut’.

Les melanocortines  sén neuropeptids  derivats  de I’"hormona
adrenocorticotropica (ACTH) amb propietats neuroprotectores com
I"acceleracio de la recuperacio i inducci6 de la regeneracié dels nervis
periferics®®. Concretament Org2766, un analeg sintétic de ACTH (4-8), s’esta
estudiant com a possible agent otoprotector contra I'efecte del cisplati, de

moment sense resultats concloents®.

Algunes neurotrofines, com la neurotrofina-3 (NT-3) i el factor de creixement
nervidés derivat del cervell (brain-derived nerve growth factor o BDNF), han

demostrat certa otoproteccio®.

Un extracte purificat de Ginkgo biloba també va demostrar efecte protector
sobre les cél.lules ciliades externes i prevencid de |'elevacio dels llindars de

ABR en rates tractades amb cisplati®".

Pitfirina-a, un agent inhibidor de p53, va demostrar una accié citoprotectora
sobre les cel.lules ciliades externes in vitro, bloquejant |"accio de les caspases i

la consequient apoptosi®.
4.6.2. Administracio local de farmacs otoprotectors

L 'Us de substancies otoprotectores administrades per via sistémica esta
limitat en la practica clinica pels seus efectes secundaris, i especialment per la
reduccio de I'efectivitat del tractament antitumoral®>®®. Com a conseqiiéncia,
nombrosos estudis han investigat la possibilitat d utilitzar una ruta local per a
I"administracié de farmacs otoprotectors. La via d’administracié local permet
assolir concentracions molt més altes del farmac a I'orella interna que a la resta
de I'organisme, en comparacié amb les vies oral o parenteral, de manera que
s’aconsegueix evitar els efectes secundaris sistemics i la disminuciéo de
I'eficacia antitumoral®>®®%% Diversos models animals han demostrat el paper

otoprotector de diferents farmacs administrats per via local®” %% En Ia majoria

53



Model experimental de toxicitat cocleo-vestibular (...)

de models animals, |'administracié del farmac otoprotector es duu a terme
mitjangant |'apertura de la bulla temporal per via retroauricular, en un
procediment quirdrgic sota anestéssia general. Aquest abordatge permet la
visio directa de les estructures anatomiques i facilita que el farmac es pugui

aplicar directament sobre la finestra rodona.

4.7. Models de toxicitat coclear

Per a poder desenvolupar estudis d’otoproteccid és imprescindible
comptar amb models solids i facilment reproduibles de toxicitat coclear. Un
inconvenient important en aquesta area de recerca son les limitacions dels
models animals per a |'estudi d ototoxicitat per cisplati. Donat els seus altres
efectes secundaris, principalment la nefrotoxicitat, I"administracié sistémica de

%1% que complica

cisplati en rosegadors comporta un alt index de mortalita
I'estudi de I'efecte ototdxic. Amb I'objectiu d’evitar els efectes secundaris
sistémics, alguns autors han dissenyat models d administracio local de cisplati
per a estudiar el seu efecte cocleo-toxic, metodologicament molt similars als
models d"administracio local d otoprotectors; la majoria descriuen procediments
quirurgics mitjangant |'abordatge retroauricular, amb disseccio i apertura de la
bulla per a accedir a |'orella mitjana, processos que impliquen certa morbilitat i
dificultat experimental®>"19"1% Una técnica menys emprada és la puncié
transtimpanica i instil.lacié del farmac, omplint la totalitat del volum de |'orella
mitjana, des d’on difondra cap a l'orella interna'®'*: encara que aquesta
teécnica no permet la visualitzacié directa de les estructures anatomiques, és un
procediment técnicament molt més senzill i, sobretot, molt menys agressiu per
a l'individu. Després de fer una cerca bibliografica exhaustiva, hem trobat que
només l'estudi de He et al (2009)'® usa la via intratimpanica per a
I"administracio del cisplati com a model d’ototoxicitat; no obstant, la falta de
valoracié dosi-resposta suposa una falta de solidesa pel model descrit; a més,
el fet de treballar amb ratolins dificulta la técnica d ’administracié en comparacio

amb |'Us d"animals de major mesura, com la rata.
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4.8. Toxicitat vestibular per cisplati

A més dels efectes auditius, la majoria dels farmacs ototoxics també
originen una disfuncié vestibular. La susceptibilitat del sistema vestibular davant
de la toxicitat causada pel cisplati encara no ha estat ben establerta. Les dades
cliniques son escasses i en ocasions controvertides: diversos estudis han
descrit els efectes vestibulars del cisplati'®"%, encara que altres autors
descriuen molt baixa incidéncia i intensitat de les manifestacions cliniques de
patologia vestibular atribuible a I’exposicio a cisplati'’®''?. En el camp de la
recerca basica les dades també son escasses. Encara que hi ha estudis in vitro
que descriuen que la sensibilitat de les cel.lules ciliades vestibulars davant del
cisplati és equiparable a la de les cél.lules ciliades externes coclears®'"3114,
son molt pocs els estudis experimentals en animals els que han estudiat la
vestibulotixicitat com a consequencia de |'exposicid sistemica al cisplati, i els
efectes descrits varen resultar escassos o nuls''>"°. Estudis experimentals in
vivo de toxicitat coclear també han descrit canvis comportamentals propis de
disfuncio vestibular en animals tractats amb administracié local de cisplati®’'"",

pero cap d’ells no estudiava |'efecte vestibular especificament.
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Hipotesi i objectius

5.1. Hipotesi

El model animal en la rata de toxicitat cocleo-vestibular mitjangant
I"administracié intratimpanica de cisplati és un procediment eficag i de molt
baixa morbilitat, que permet descriure un patré dosi-resposta util per a

posteriors estudis de recerca.

5.2. Objectius

5.2.1. Objectiu principal

Descriure un model animal en la rata de toxicitat cocleo-vestibular per

administracié intratimpanica de cipslati.
5.2.2. Objectius secundaris

(1) demostrar mitjangant I'estudi histoldgic el caracter toxic del cisplati sobre

I"epitel.li sensitiu coclear, en adminstrar-se intratimpanicament en la rata.

(2) realitzar un estudi dosi-resposta de la toxicitat sobre I’epitel.li coclear

després de |I"administracié intratimpanica de cisplati en la rata.

(3) demostrar mitjangant I'estudi funcional el caracter toxic del cisplati sobre

I"epitel.li sensitiu vestibular, en adminstrar-se intratimpanicament en la rata.

(4) demostrar la baixa morbilitat a nivell sistémic del model de toxicitat cocleo-

vestibular per administracié intratimpanica de cisplati a la rata.

(5) demostrar la baixa morbilitat a nivell local del model de toxicitat cocleo-

vestibular per administracio intratimpanica del cisplati a la rata.
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6.1. Compostos quimics (Taula 1)

Cisplati: compost en pols (P4394, Sigma-Aldrich®)
Es van preparar solucions de cisplati en sérum sali a concentracions de 0.5,

0.75, 1.0, 1.5 i 2.0mg/ml respectivament.

Immunomarcadors:

Anticossos primaris

- Anticos policlonal de conill anti-calbindina (CB-38a, Swant®)
- Anticos policonal de conill anti-miosina Vlla (25-6790, Proteus Biosciences®)

- Anticos monoclonal anti-neurofilament 200 kD (clon N52, Sigma®)

Anticossos secundaris

- Alexa-Fluor 488 conjugat amb anticos d'ase anti-conill (A21206, Molecular
Probes®, Invitrogen™)
- Alexa-Fluor 647 conjugat amb anticos d’ase anti-ratoli (A31571, Molecular

Probes®, Invitrogen™ )

Les calbindines s6n una familia de proteines citoplasmatiques d’unié al
calci dependents de la vitamina D, dividides en diferents sub-families. Entre
elles, trobem calbindina-D28k, que s’expressa en ceél.lules intestinals, renals i
nervioses d'aus i mamifers'?. En el nostre estudi, aquest marcatge ens permet

identificar el citoplasma de les cél.lules ciliades de |'orella interna.

Les miosines sén proteines amb propietats mecanico-quimiques, que
actuen com a motors moleculars, unint-se a l'actina i utilitzant |'energia
alliberada de la reaccié enzimatica de la conversio d’ATP en ADP + fosfat
inorganic (Pi), per a transformar-la en energia motora. Una superfamilia de les
miosines és |'anomenada de les miosines no-convencionals, la principal funcié
de les quals consisteix a la unié o enllag de les membranes intracel.lulars i
organuls al citoesquelet d’actina. La miosina VIIA és una proteina codificada
pel gen MYO7A, que s’expressa en nombrosos teixits de mamifers, entre ells,

els epitel.lis de I'orella interna, i especificament per les cél.lules ciliades''. En
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aquest estudi, el marcatge de miosina ens permet identificar el citoesquelet de

les cél.lules ciliades de I'orella interna.

Els filaments sén proteines de caracteristiques estructurals que composen
el citoesquelet de les cél.lules d’animals vertebrats, que es classifiquen en 3
grups en funcidé del seu diametre (7, 10 i 25 nanometres de mitjana,
respectivament). Els neurofilaments (NF) son filaments intermitjos (10nm de
diametre) localitzats especificament a les neurones. Suposen el principal
component del seu citoesquelet i aporten el suport necessari per a |'adequat
creixement axonal (per exemple, incrementant el diametre axonal). S’han
descrit 3 subtipus principals de neurofilaments, en funcié del seu pes molecular
(PM): el grup amb PM més pesat o més alt (heavy o highest) (NF-H) té un PM
comprés entre 200-220kDa'??, que es correspon amb el marcatge
d’immunohistoquimica que hem realtizat a les nostres mostres, per a localitzar

els axons sensorials de |"0rgan de Corti.

Altres marcadors:
Alexa-Fluor 555 conjugat amb faloidina (Molecular Probes®, Invitrogen™,

A31572) per al marcatge de |'actina.

La fal.loidina és una toxina pertanyent al grup de fal.lotoxines, produides
pel bolet Amanita phalloides. Es tracta d’un heptapéptid biciclic que forma forts
enllagos amb els filaments d’actina (F-actina). Les actines son una familia de
proteines que formen part dels components fonamentals del citoesquelet de les
cél.lules dels organismes eucariotes. L actina es pot presentar en forma de
monomer lliure, de conformacidé globular (G-actina) o en forma de polimer
lineal, de conformacié microfilamentosa (F-actina)'?®. EI marcatge de |'actina

identifica els esterocilis de les cél.lules ciliades externes en el nostre treball.

Isofluora: isofluora 100% solucidé per a vapor per a inhalacio; anestésic apte
per a |'us en equids, gats, coloms, gossos, ocells, mamifers petits i réptils, de
laboratoris Abbott®.

Meloxicam: meloxicam 5mg/ml en soluci6 injectable; analgésic apte per a |'us

en gats i gossos, de laboratoris Boehringer Ingelheim®.
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Solucié tampo fosfat sali (phospate buffered saline o PBS): dilucid de
100ml PBS x10 en 900ml d aigua mil.liQ (18 megaomhs), i posterior mesura del
pH (optim: 7.2 +/- 0.2), amb ajustament en cas necessari (mitjangant NaOH si
pH<7.0; HCI si pH>7.4).

Paraformaldehid despolimeritzat (PFD): sota la campana d’extraccio de
gasos, dilucié de 166.6 g paraformaldehid (Sigma-Aldrich®, 158127) 96% en
pols en 1.000ml de PBS x1, mitjangant un agitador a 90rpm i I'Us d'una peca
magnética, a temperatura de 70°C, fins que la solucié perdés la coloracio
blanca i quedés transparent; posteriorment es va repartir en aliquotes de 50ml
de PFD 16% que es van conservar congelades. Previ al seu us, sota la
campana d’extraccié de gasos, es van preparar dilucions de 50ml PFD 16% en
150ml de PBSx1, mitjangant |'agitador a 90rpm amb |'Us d’'una pega
magnética, a temperatura ambient. Les aliquotes de 50ml de PFD 4%
resultants (caducitat de 3-4 dies conservades a la nevera) varen ser les

utilitzades per a la fixacio per immersio dels teixits dissecats.

Solucié crioprotectora: 34.5% de glicerol (299.5% (Sigma-Aldrich®, 49770),
30% d’etilenglicol (299% (Sigma-Aldrich®, 293237), 20% de PBS i 15.5%
d’aigua destil.lada mil.liQ, que cal guardar en el congelador a temperatura de -
20°C. Previ a la immersié de les peces histologiques fixades en PFD 4% en la
solucio criopreservadora, es van realitzar 2 rentats de 20 minuts de durada

cadascun en PBSx1.

Medi per a la cobertura i muntatge del material histologic: sota la campana
d’extraccié de gasos, barrejar mitjangant I'agitador i una pega magnética, 4.8g
Mowiol® (polyvinyl alcohol 4-88) (Sigma®, 81381) amb 12ml glicerol (299.5%
(Sigma-Aldrich®, 49770) durant 1h, protegit de la llum. A continuacio, afegir
12ml d"aigua mil.liQ i agitar durant 2h. Transcorregut aquest temps, afegir 12ml
Tris-HCI 0.2M (pH 8.5) i incubar en un bany en aigua a 50°C durant 3h,
remenant ocasionalment fins que es disolgui completament. Centrifugar a

5000g durant 15min per a clarificar la barreja. Per a la correcta conservacio de
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les al.liquotes cal mantenir-les a -20°C. Un cop descongelat, el producte es

manté estable durant 2 setmanes a -4°C.

- Albumina (Bovine Serum Albumin Fraction V, Roche, 10 735 086 001)

- Alexa 488 anti-lgGs de conill (Molecular Probes®, InvitrogenTM, A21206)
- Alexa 555 -Faloidina (Molecular Probes®, InvitrogenTM, A31572)

- Alexa 647 anti-IgGs de ratoli (Molecular Probes®, InvitrogenTM, A31571)
- Calbindina anticos policlonal de conill (CB-38a, Swant®)

- Cisplati (Sigma-Aldrich®, P4394)

- Etilenglicol 299% (Sigma-Aldrich®, 293237)

- Glicerol 299.5% (Sigma-Aldrich®, 49770)

- Isofluora 100% p/p (Abbot®

- Meloxicam 5mg/ml (Boehringer Ingelheim®)

- Miosina Vlla anticos policlonal de conill (Proteus Biosciences®, 25-6790)
- Mowiol 4-88 (polyvinyl alcohol 4-88) (Sigma-Aldrich®, 81381)

- NF200 kD anticos monoclonal clon N52 (Sigma®, N0142)

- Paraformaldehid (Sigma-Aldrich®, 158127)

- Sérum d’ase (Sigma®, D9663)

- Trit6TM X-100 (Sigma®, 93426)

- Tris HCI

Taula 1. Compostos quimics emprats, per ordre alfabéetic.
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6.2. Animals

Els experiments es van realitzar a les instal.lacions del Campus de
Bellvitge de la Universitat de Barcelona. L us i el tractament dels animals es va
fer d’acord amb la LLei 5/1995 i el Decret 214/1997 de la Generalitat de
Catalunya, d'acord amb les normes del Consell Directiu de la UE 86/609/CEE,
sota |'aprovacié del Comité d'Etica d'Experimentacié Animal (CEEA) (nimero
415/12; investigador principal J. Llorens).

L estudi es va realitzar en individus rates mascle Long Evans (225-249¢g
de pes a la seva arribada a I'estabulari) subministrades pel laboratori Janvier
(Le Genest St Isle, Franga) com a minim una setmana abans de l'inici dels
experiments, en un periode de quarentena. Durant tot I'experiment les rates es
van alimentar amb pinso 2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Maintenance
Diet (Harlan Laboratories) ad libitum, es van mantenir en un fotoperiode de 12h
llum / 12h foscor (07:30-19:30h), a una temperatura de 22+2°C i una humitat
relativa de 50£10%. Els animals es van estabular en grups de 2-3 individus per
gabia Panlab S.L. tipus 1000 de polipropilé per rata (215x465x145h mm).
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6.3. Disseny de |'experiment (Fig.9)

Orella dreta

M ostra (n=22)
(n=4-Bifgrup)

L

Pesat
UvLx1min
Otoscopia

Orella esguerra

B50pl cisplati 0.5 mg/mlIT

0,75mg/ml
1mgimlIT

15 mgiml IT

2mgimlIT

IT

Anestésia: |sofluora 2-3%
Analgésia: Meloxicam &mg/ml, dosi 0.3mg/kg sc

Pesat
L= 1 min

S0ul 0.8NaCl 0.1

Otoscopia (dia7) |

MNarmal

Sacrifici:decapitacio

Otitis externa
Otitis mijana
Perforacio timpanica

Immunofluorescéncia

Diseccid epitel lis sensorials

Exclusia de | "estudi

T Gtitis externa

Otitis mitjana
Perforacio timpanica

Exclusio de |estudi

Fig. 9. Disseny de |'estudi.

6.3.1. Avaluacié de la tolerancia sistéemica dels individus exposats al

model

Es va avaluar el pes en els dies 0 (pre-test), 1, 2, 3, 4 i 7 després de

|"administracié intratimpanica.

6.3.2. Avaluacio de la tolerancia local dels individus exposats al model

En el dia O (previ a la injeccio intratimpanica) i en dia 7 des de la injeccid
intratimpanica (previ al sacrifici), en tots els individus es va realitzar una

otomicroscopia bilateral sota anestésia general, per a excloure la preséncia de

perforacions timpaniques o signes d’otitis mitjana aguda.

En el cas d’obtenir otoscopies patoldgiques en qualsevol d’aquests dos

punts de |'estudi, I'individu seria exclds de |'estudi.
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6.3.3. Exposicio al cisplati

Les rates es van anestesiar amb isofluora al 2-3%, usant inicialment una
camera per a la induccié i posteriorment mantenint I'anestésia gasosa durant
tot el procediment, controlant per visid directa que l'individu presentés una
frequéncia respiratoria adequada (70-110/min, en repds) (www.humane-

endpoints.info) i en consequéncia regulant I'administracié d’isofluora i oxigen.

Amb l'individu ja anestesiat, es va administrar analgésia en forma de
solucié de meloxicam 5mg/ml a dosi de 0.3mg/kg per via subcutania a la regi6

interescapular.

Col.locant I'individu en decubit lateral, es rectificava el conducte auditiu
extern mitjangant la traccio del pavell6 auditiu, aconseguint la completa
visualitzacié de la membrana timpanica, a través d’un microscopi quirurgic
model 575005 de la casa Nikon. (Fig. 10)

Fig. 10. Font: Peter Luke Santa Maria Histology of the healing tympanic membrane following
perforations in rats. The Laryngoscope.Oct 2010. La fletxa vermella assenyala la regié de la

injeccid intratimpanica (quadrant postero-superior).

Amb una agulla d’insulina (0.33x12.7mm) esteril es va realitzar una
puncié transtimpanica en el quadrant postero-superior de la membrana
timpanica, injectant la soluciéo pertinent (cisplati o sérum fisioldgic) molt
lentament, fins a visualitzar que la cavitat timpanica es trobava plena, la
membrana timpanica lateralitzada i s’'observava la sortida d 'una gota de solucié

a través del punt de la puncié.

En tots els individus es va administrar en primer lloc |'orella esquerra amb

sérum fisologic, i posteriorment, a |'orella dreta un volum 50ul de cisplati a
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concentracions de 0.5, 0.75, 1, 1.5 i 2 mg/ml respectivament (n=4-6/grup), que
suposen quantitats totals de 25 a 100ug de cisplati per injeccié. Els valors
d’aquestes concentracions es van triar usant com a referéncia la concentracio
d’1mg/ml de cisplati IT administrat en ratolins en |'estudi de He et al (2009)'%.
Aixi, per a cada individu teniem una orella tractada amb cisplati (dreta) i una

orella control injectada amb sérum fisiologic (esquerra).

Immediatament després de cada injeccio transtimpanica, I'individu es
deixava en decubit lateral del costat pertinent durant 10 minuts sota anestésia
general gasosa amb isofluora. Un cop s havien administrat les dues orelles, i es
retirava |'exposicido a lisofluora i s’observava a I'individu fins que es

recuperava completament de |'anestésia.

6.3.4 Avaluacioé comportamental de la disfuncié vestibular

L avaluacié del comportament de la disfuncio vestibular es va dur a terme
en els dies O (pre-test), 1,2,34i 7.

Col.locant a cada exemplar individualment dins d'un cub de vidre
especialmente dissenyat per a aquest proposit (Fig. 11), es va observar el seu
comportament durant un periode d’1 minut, que va ser avaluat mitjangant la

|124

bateria de proves descrita per Vignaux et a per a lesions vestibulars

unilaterals (unilateral vestibular lesions, UVL).
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L’escala d'avaluacié de lesio vestibular unilateral (UVL) de Vignaux et

al'® inclou 5 proves vestibulars:

(1) inclinacié del cap (head tilt)
- Normal: sense desviacions del cap.

- UVL.: desviacio postural del cap, cap al costat lesionat.

(2) torsié del cos (body twisting)

- Normal: abséncia de torsid, posicié del cos centrada a la linia mitja.

- UVL: s’inicia amb una rotacié del cap al voltant de |’eix longitudinal del
cos, que progressa cap al gir tot el cos sobre el seu eix longitudinal en un sol

sentit.

(3) desviaci6 de la marxa (walking deviation)
- Normal: abséncia de desviacioé de la marxa, que és centrada.

- UVL: desviacio de la marxa cap al costat afecte.

(4) reflexe d"aixecament per la cua (tail-hanging reflex)

- Normal: (algant a I'individuu per la cua, fins que perdi el contacte de les
quatre extremitats del pla horitzontal) extensio de les extremitats anteriors per a
millorar |"aterratge.

- UVL: rotacio del cos sobre el seu propi eix.

(5) rotacioé de la cua (tail rotation)
- Normal: (agafant la rata pel cos sense que toqui el terra), sense
moviment rotatori de la cua.

- UVL.: rotacio de la cua en relacié al seu eix longitudinal.
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Les alteracions del comportament vestibular es van puntuar d"acord amb

una escala de 0 a 4, per a cadascuna de les categories, on:

: completament normal
: resposta dubtosa
: resposta patologica lleu

: resposta clarament patologica

H WO N = O

: resposta patologica severa

El sumatori de la puntuacié de les cinc categories representa el resultat de

I"avaluacio global de la disfuncié vestibular unilateral de I'individu.

Fig. 11. Cub de vidre de 40x40cm emprat per a I’avaluacié comportamental de la rata.

6.3.5. Avaluacié histolégica de la toxicitat coclear

6.3.5.1. Disseccid

En 7é dia des de la injeccio intratimpanica, els individus es van anestesiar
de nou amb isofluora al 2-3%. Seguidament (després de realitzar una
microotoscopia) el subjecte es va sacrificar per decapitacio, i els ossos
temporals van ser rapidament disseccionats i submergits en una solucio
fixadora de teixits de PFD al 4% en PBS.

Per a |I'obtencio dels ossos temporals es va retirar la pell del cap amb

unes pinces amb dents i bisturi. Tallant el crani longitudinalment amb tenalles i
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tisores, es va obrir longitudinalment per la linia mitja, separant els 2 hemicranis.
Retirant les parts toves de la regio temporal, es localitzava la bulla, una cavitat

ossia de morfologia ovoidea, de fines parets 0ssies i contingut aeri (Fig. 12).

Fig. 12. Seccio longitudinal de la cara inferior del crani de la rata. Font: 3bscientific.es.

Mitjangant un abordatge lateral, s’obria la bulla, inicialment realitzant una
petita fenestracié amb la punta del bisturi, que posteriorment s’ampliava amb
unes pinces d’Adson o bisturi triangular d’orella. Es localitzava la coclea a la
part postero-superior de la bulla, que es distingeix per la seva estructura d’os
compacte (Fig. 13).

Fig. 13. Coclea rodejada d os compacte, a I'interior de la bulla temporal de la rata.Abordatge

lateral. Font: baerveterinaria.blogspot.com.es.

Abans de completar la disseccié dels epitel.lis coclears, es va realitzar
una petita perforacié a I'apex coclear, mitjangant la punta de la fulla del bisturi
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(numero 11 o 15) per permetre |I'entrada de la solucié fixadora a nivell de
I"helicotrema, que inundés les rampes vestibular i coclear i entrés en contacte
amb els epitel.lis el més aviat possible, mentre es completava la resta de la

disseccid.

A continuacid, es separava la coclea 0ssia de I'os circumdant amb tenalla

fineta, intenant que no es trenqui la lamina dels contorns (Fig. 14).

Sota visidé microscopica en un model 575005 de la casa Nikon i fixant la
base de la coclea amb una pinga sense dents es fracturava molt delicadament
I'os de la lamina dels contorns o tub del cargol en tot el seu perimetre
mitjangant |’ajuda d'una agulla o angle fi curt, exposant I'epitel.li coclear, que
es recolza sobre la lamina dels contorns i el modiol, fins a aconseguir la
disseccio el més acurada possible en una sola peca de tot I'epitel.li coclear

disposat en 2.5 voltes d espiral.

Fig. 14. Dissecci6 de coclea membranosa de rata en una sola pega anatémica. Font:

www.cochlea.eu.

Per a finalitzar la disseccid, calia separar el lligament espiral amb |’stria
vascularis de la membrana basilar, donat que la seva morfologia exerciria un
efecte pantalla o sostre, que no permetria una correcta visualitzacié dels
elements cel.lulars (CCl i CCE) que assenten sobre la membrana basilar de
I"drgan de Corti (Fig. 15).
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Scala vestibuli

Stria vascularis

Ductus cochlearis

Corti-Organ

Scala tympani

Fig. 15. Seccié del lligament espiral amb I’stria vascularis, per evitar |’efecte pantalla sobre els

elements cel.lulars (CCE i CCl) que assenten sobre la membrana basilar de I'organ de Corti.

Font: http://microanatomy.net.

Un cop disseccionats, el teixits coclears van restar submergits en la
mateixa solucio fixadora durant 1 hora a temperatura ambient, i posteriorment
conservats a -20°C en solucié criopreservadora fins al moment de ser

processats per a la inmunohistoquimica.

6.3.5.2. Immunofluoresceéncia

Es va dur a terme la immunohistoquimica dels epitel.lis sencers. Els teixits
(coclees membranoses majoritariament senceres, en una sola pega) van ser
permeabilitzats i bloquejats durant 90 minuts en una solucié al 4% de Trito-X-
100 i serum d'ase al 20% en PBS, en rotacio lenta, a temperatura ambient.
Seguidament, es van realitzar 5 rentats consecutius de 5 minuts cadascun, en

solucié PBS.

Els epitel.lis disseccionats van ser processats mitjangant una técnica

d’immunofluorescéncia indirecta (Fig. 16).

Direct Indirect
Antige
® .. /I\ Dr:fla': Antibody
"‘ ’{ Secondary Antibody
. Flucrophore
Cel Cel

Fig. 16. Font: http://www.abcam.com.
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Els anticossos primaris (anti-NF 200 monoclonal de ratoli, anti-calbindina
policonal de conill i anti-miosina Vlla policlonal de conill) es van incubar en
una solucié al 0.3% de Trit6-X-100 i sérum d'ase a 1'5% en PBS durant 48h a
4°C, en rotacio lenta. Previa a la incubacié dels anticossos secundaris, es van

realitzar 5 rentats consecutius de 5 minuts cadascun, en solucié PBS (Taula 2).

Els anticossos secundaris (Alexa-Fluor 647 conjugat amb anticos d’ase
anti-ratoli, Alexa-Fluor 488 conjugat amb anticos d ase anti-conill) i falotoxines
(Alexa-Fluor 555 conjugat amb faloidina) es van incubar en una solucié al 0.3%
de Trit6-X-100 i sérum d'ase al 5% en PBS durant 12h a 4°C, protegit de la
llum. A continuacié, es van realitzar 5 rentats consecutius de 5 minuts

cadascun, en solucié PBS (Taula 3 i 4).

El muntatge de les mostres histologiques es va realitzar sobre lamines
portaobjectes de vidre amb camps de reaccié. La profunditat de cadascun
d’aquests camps, permetia la cabuda d'una mostra histologica relativament
gran (una coclea sencera per camp), evitant-ne la desestructuracié en ser
coberta pel cobreobjectes. Prévia a la col.locacio del cobreobjectes, el teixit era

cobert amb medi Mowiol ®.

ANTICOSSOS PRIMARIS CONCENTRACIO
Calbindina policlonal de conill 1/1.000
Miosina Vlla policlonal de conill 1/700

NF200 monoclonal clon N52 1/1.000

Taula 2.Anticossos primaris utilitzats.

ANTICOSSOS SECUNDARIS CONCENTRACIO
Alexa-Fluor 488 conjugat amb anticos d ase anti-conill 1/500
Alexa-Fluor 647 conjugat amb anticos d ase anti-ratoli 1/500

Taula 3. Anticossos secundaris utilitzats.
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ALTRES MARCADORS SECUNDARIS CONCENTRACIO

Alexa-Fluor 555 conjugat amb faloidina 1/1.000

Taula 4. Altres marcadors secundaris utilitzats.

6.4. Anal.lisi d'imatge

Per a cada coclea es van definir 6 segments, a cada quart de volta de la
coclea, iniciant des de I"'apex i prosseguint en direccio basal. En cadascun dels
segments, s’identificaven 10 cél.lules ciliades internes (CCl) consecutives, i es
feia el recompte de cél.lules ciliades externes (CCE) presents en les 3 fileres
corresponents al mateix tram de 10 CCI préviament definit, mitjang¢ant inspeccid
simple sota visi0 microscopica en un microscop de fluorescéncia Zeiss

Jenalumar (objectiu x40) i un microscop confocal Leica TCS-SL.

El recompte de les 10 CCIl consecutives garantitza la preséncia de
I'epitel.li coclear integre, descartant la pérdua d’epitel.li per lesié6 del mateix
durant el procés de disseccid. Aixd és especialment rellevant per a |I'anal.lisi
d'imatge en els segments coclears en qué la toxicitat és molt extensa, i la

preséncia de CCE és molt escassa o inclus nul.la.

Els recomptes cel.lulars es van realitzar sobre un nombre d’entre 4-6
individus per a cada dosi i segment coclear exposat a cisplati, i sobre 20
coclees controls exposades a serum fisiologic, de les orelles contralaterals de

cadascun dels mateixos animals.

6.5. Anal.lisi estadistic

L analisi estadistic es va dur a terme mitjancant IBM SPSS Statistics 20.2.
Les dades relatives al pes corporal es varen analitzar mitjangant analisi de la
varianga amb mesures repetides (multivariate analysis of variance o MANOVA).
Les dades del pes corporal també van ser analitzades mitjagant analisi de la

varianga (analysis of variance o ANOVA) dia a dia.
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Les escales de comportament per a |'avaluacié de la disfuncié vestibular
es varen analitzar mitjangant I'analisi de la varianga amb mesures repetides
(RM-ANOVA) per a estudis no  paramétics de  Friedman.
La comparacié entre grups segons dosi, dia a dia, es va realitzar amb una
analisi de la varianga Kruskall-Wallis, seguit d'un test de U Mann-Whitney per a

comparacions per parelles seleccionades.

Les dades de les mostres coclears es van analitzar mitjangant |"analisi de

la varianca no parameétric de Kruskall-Wallis.
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7.1. Avaluacio de la toxicitat sistémica causada pel cisplati intratimpanic

No es va registrar cap episodi de mortalitat entre les rates exposades a
I"administracio intratimpanica unilateral de cisplati, i les mostres de toxicitat
sistémica van resultar molt lleus. A la dosi maxima de cisplati IT (2mg/ml,
100ug en 50ul) es van observar signes de piloereccio i diarrea lleu en els 3
primers dies després de |I'administracid, que posteriorment es van resoldre de
manera espontania. La figura 18 i taula 5 mostren les dades de pes corporal.

L analisi MANOVA posa de manifest diferéncies significatives segons el
dia de registre, F(4,14)=16.6, p<0.001, pero diferéncies no significatives segons
la dosi de cisplati, F(4,17)=1.79, p=0.178, ni diferéncies significatives segons la
dosi de ciplati en relacio al dia de registre, F(16,43)=1.6, p=0.108. Aix0 tradueix
una abséncia de repercussio rellevant del tractament amb cisplati IT sobre el
pes corporal dels individus exposats. La maxima diferéncia entre les mitjanes
de pes corporal inicial i post-tractament es va registrar en el 3r dia després de
I"administracio, en qué el grup d’individus que havia rebut la dosi d"1mg/ml de
cisplati IT presentava una mitjana de pes del 96.7% de la mitjana del seu pes
inicial. Les variacions de les mitjanes del pes al llarg dels dies no van resultar
significatives (F's<1,3, p's>0.3), i els valors de les mitjanes de pes el 7¢ dia
eren superiors als valors de les mitjanes de pes inicial en tots els grups de

tractament (Fig.17).

«O=0.50 mg/mi
120 1 “@-0.75 mg/m|
- =-1.00 mg/mi
N
+| -=2.00 mg/mi
=
= 100 -
m
X 90 -
80 L) ) L] L) L] ] ® L L]
0 1 2 3 4 5 6 7
Days after exposure

Fig 17: Mediana de pes corporal al llarg dels temps (dies 0-7) en funcié de la dosi de cisplati IT
expresat en % de pes en relacié al dia 0 (pre-tractament). On %BW (X+SE): pes corporal

(mediana * desviacié estandard).
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Pes (g) Pes (g) Pes (g) Pes (g) Pes (g) Pes (g)

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7
Mediana 297 294 292 292 293 301
Control Minim 237 232 234 237 241 252
Maxim 416 406 403 399 400 409
Mediana 311 309 320 322 325 327

0.5mg/ml .
cis IT OD Minim 300 298 307 310 314 318
Maxim 333 329 340 343 347 354
Mediana 300 302 303 301 303 312

0.75mg/ml .
cis IT OD Minim 292 289 287 292 288 302
Maxim 323 319 315 323 331 340
Mediana 293 286 277 275 278 294

1 mg/ml .
cis IT OD Minim 270 269 26 266 267 280
Maxim 302 302 304 305 307 308
Mediana 259 260 259 25 259 270

1.5 mg/ml .
cis IT OD Minim 242 247 234 237 241 252
Maxim 274 271 268 267 270 285
Mediana 316 315 319 319 319 322

2 mg/ml .
cis IT OD Minim 237 232 238 244 246 253
Maxim 416 406 403 399 400 409

Taula 5: Estadistics Descriptius de la varible Pes (g); on el Grup Control correspon al conjunt

de tots els individus en el dia 0 (pre-tractament).

7.2. Avaluacio de la toxicitat local causada pel cisplati intratimpanic

Totes les otoscopies realitzades tant el dia 0, abans de |'adminsitracio

transtimpanica, com el dia 7, abans del sacrifici, varen resultar normals, posant

de manifest membranes timpaniques sanes, sense evidéncia de perforacions o

signes d’otitis mitjana aguda, tant en les orelles tractades com en les controls.
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7.3. Avaluacié comportamental de la disfunciéo vestibular causada pel

cisplati intratimpanic, i la seva relacio dosi-resposta

La injeccio transtimpanica de cisplati causa una disfunci6 vestibular dosi-
dependent, demostrada segons parametres recollits en la bateria de proves
comportamentals que avalua respostes posturals, espontanies i reflexes,
especialment dissenyada per a |'avaluacié de la lesié vestibular unilateral en
rates.

Els individus que rebien dosis més elevades (50ul de 1.0, 1.5 o 2.0mg/ml
de cisplati IT) de cisplati IT en l'orella dreta, van mostrar signes evidents de
disfuncié vestibular unilateral, ipsilateral a I|'orella tractada, de caracter
progressiu entre els dies 1-3 després de ser administrats, i amb tendéncia a la
recuperacio parcial fins al dia 7 post-tractament. Els individus adminsitrats amb
dosis més baixes de cisplati IT, varen mostrar efectes molt discrets (0.75mg/ml)
o nuls (0.5mg/ml) en l'escala d’avaluacié de disfuncié vestibular (Fig. 18)
(Taula 6).

L'analisi de la varianga amb mesures repetides (RM-ANOVA) per a
estudis no paramétics de Friedman va demostrar alteracions en la funcio
vestibular amb resultats estadisticament significatius a dosis de 0.75mg/ml
(chi®5=11.08, P=0.05), 1.0mg/ml (chi®s=16,89, P=0.005), i 1.5 mg/ml
(chi2(5)=15.62, P=0.008). L analisi comparatiu entre grups de dosis, mostrava
diferéncies estadisticament significatives en els dies 1 (P=0.031), 2 (P=0.012) i
3 (P=0.025), perd no en els dies 4 i 7 (P=0.055 en ambdds grups).
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Fig 18: Mediana de puntuacié de I'escala UVL en funcioé de la dosi de cisplati IT.

No existeix una taula de resultats estadistics descriptius de I'avaluacio de
la UVL en els dies 1-7 d’un grup control perqué el disseny de I'estudi no ho
permet. En cada individu, |'orella dreta es tractava i |'orella esquerra servia de
control; donat que I'escala d'UVL mesura la resposta global de l'individu i no
permet avaluar cadascun dels sistemes vestibulars per separat, no és valid

com a grup control en els dies 1- 7.

El grup control es correspon amb el conjunt d"avaluacions de UVL dels
diferents grups, en el dia 0 (pre-tractament). En tots i cadascun dels individus
dels diferents grups, el resultat de UVL va obtenir una puntuacio igual a 0
(UVL=0).
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UVL UVL UVL UVL UVL UVL
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7
Mediana 0 0 0 0 0 0
0.5mg/ml Minim 0 0 0 0 0 0
cis IT OD
Maxim 0 0 0 0 0 0
Mediana 0 0 0 25 25 0
0.75mg/ml Minim 0 0 0 0 0 0
cis IT OD
Maxim 0 0 0 7 13 16
Mediana 0 4 7.5 9 7.5 7.5
1 mg/ml Minim 0 0 0 0 0 0
cis IT OD
Maxim 0 10 14 16 11 10
Mediana 0 3.5 9.5 12.5 11.5 1.5
1.5 mg/ml Minim 0 2 5 11 9 9
cis IT OD
Maxim 0 8 20 14 12 15
Mediana 0 4 7.5 9.5 1 10
2 mg/ml Minim 0 0 0 0 0 0
cis IT OD
Maxim 0 12 12 15 15 17

Taula 6: Estadistics Descriptius de la varible UVL (Unilatera Vestibular Lesion); on el Grup
Control no es pot registrar donada la naturalesa comportamental global de la variable, que no

permet avaluar cadascun dels vestibuls individualment.
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7.4. Avaluacidé histologica de l'epitel.li coclear causada pel cisplati

intratimpanic, i la seva relacio dosi-resposta

En el 7é dia post-tractament es van obtenir les mostres histologiques de
totes les coclees (casos i controls). Les coclees exposades a cisplati varen
demostrar una lesié franca de les CCE, amb una resposta dosi-dependent. Les

coclees control, van resultar indemnes, sense pérdua de CCE ni CCI.

Per al recompte cel.lular, es varen prendre mostres representatives de
cada 4 de volta de coclea des de I'extrem més apical, fins a un nombre de 6
mostres, que cobreix una extensié aproximada de 1.5 voltes de coclea des del

seu extrem apical.

En els segments estudiats de les coclees exposades a cisplati no es va
evidenciar pérdua de CCI. Per als mateixos segments, es va observar una
pérdua de CCE de grau variable en funcié de dos factors: (a) la dosi de cisplati

i (b) la distancia de |I'apex coclear (Fig. 19 i 20).

La quantificacié del nombre de CCE en cada segment i per a cada dosi,
va posar de manifest que els individus exposats a dosis de 1, 1.5 0 2.0mg/ml
respectivament, presentaven patrons similars de lesiéo en extensio i severitat,
en qué només la meitat de volta més apical de la coclea (segments 1 i 2)
preservava una mitjana de nombre de CCE considerable, mentre que en la
meitat inferior de la volta apical (segments 3 i 4) i meitat superior de la volta

mitja (segments 5 i 6) de la coclea, la lesié de CCE havia estat molt extensa.

Els individus que reberen 0.75mg/ml de cisplati IT van presentar un patré
de lesié de CCE més gradual entre el segon quart de la volta apical (segment
2) (mitjana de 25 CCE per segment de 10 CCl) i el segon quart de la volta mitja
(segment 6) de la coclea (mitjana de 2 CCE per segment de 10 CCl).

Les rates que van rebre la menor dosi de cisplati (0.5mg/ml) varen ser les
que van demostrar menor grau de lesio en relacio als altres grups. No obstant,
comparat amb el grup control (mitjana de 30 CCE per segment de 10 CClI), es

constata una pérdua evident de CCE en el segon quart de la volta mitja
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(segment 6) de la coclea (mitiana de 22.5 CCE per segment de 10 CCI)
(Fig.21) (Taula 7).

L analisi de la varianga no parametric de Kruskall-Wallis va demostrar
diferéncies estadisticament significatives en el nombre de CCE dels diferents
segments coclears. Els resultats estadistics recollits, en ordre descendent des
del segment apical varen resultar els seguents: (1) chi2(5)=14.69, P=0.012;( 2)
chi®5=26.50, P<0.001; (3) chi®5=27.53, P<0.001; (4) chi%5=33.04, P<0.001;
(5) chi®5=30.61, P<0.001; (6) chi®5=32.28, P<0.001.

Figura 1

Fig. 19. Figura 1: coclea d’orella injectada amb 1,5 mg/ml cisplati IT; Figura 2: coclea d’orella

control, injectada amb serum fisiologic IT.
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Control

Cisplatin 0.75

Fig. 20. Exemplificacié del recompte de CCE presents per cada tram de 10 CCl consecutives
en: A: segment coclear d’orella control (injeccié IT de serum fisiologic); B: segment coclear
d’orella tractada amb una dosi de cisplati 0,75mg/ml IT; C: segment coclear d orella tractada

amb una dosi de cisplati 2,0 mg/ml IT.
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Fig. 21: Mediana de numero de CCE/segment coclear en funcié de la dosi de cisplati IT; on
Omg/ml és el grup control, que correspon al conjunt de totes les orelles esquerres (tractades

amb serum fisioldgic IT) dels mateixos individus que han rebut diferents dosis de cispati IT.
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n° CCE n° CCE n° CCE n° CCE n° CCE n° CCE
tram 1 tram2 tram 3 tram 4 tram 5 tram 6
Mediana 30 30 30 30 30 30
Control .
SF IT OE Minim 27 27 27 26 27 19
Maxim 30 30 30 30 30 30
Mediana 30 30 29 28 28 22.5
0.5mg/ml .
cis IT OD Minim 21 30 28 21 14 5
Maxim 30 30 30 29 30 29
Mediana 30 25 26 15.5 9 2
0.75mg/ml .
cis IT OD Minim 20 16 9 2 0 0
Maxim 30 30 30 28 19 7
Mediana 22.5 13.5 2.5 0 0 0
1 mg/ml .
cis IT OD Minim 8 4 0 0 0 0
Maxim 29 28 21 20 27 1
Mediana 28.5 9.5 4 3.5 0 0
1.5 mg/ml .
cis IT OD Minim 26 6 4 0 0 0
Maxim 30 24 11 8 1 0
Mediana 21.5 12 3.5 1.5 3.5 0
2mg/ml .
cis IT OD Minim 12 8 0 0 0 0
Maxim 30 28 29 12 6 1

Taula 7: Estadistics Descriptius de n° de CEE per a Dosi= 0 mg/ml Cisplati IT a OE; on el Grup

Control correspon al conjunt de totes les orelles esquerres de cadascun dels individus, que

totes elles van ser tractades amb suero fisiologic intratimpanic.

Seleccionant un tram de 10 CCI consecutives, es realitza el recompte cel.lular en les 3 fileres

de CCE corresponents. Els diferents segments o trams es seleccionen de cada quart de volta

coclear, localitzant el “tram 1”7 a I'extrem apical i progressant en sentit basal, cada quart de

volta, fins al “tram 6.
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Discusi6

8.1. Eleccid i disseny del model

8.1.1. Model in vivo en rata

Els model ideal d ototoxicitat en animals hauria de ser capag¢ d assimilar-
se al maxim a les circumstancies d’ototoxicitat en els humans, facilitant la
comprensié dels mecanismes moleculars i cel.lulars causants de la lesio, per a

posteriorment poder incidir sobre aquests mecanismes.

Els avantatges que ofereixen els models in vivo en comparacié amb els in
vitro son la semblanga bioldgica amb els humans, la possibilitat de realitzar
mesures funcionals i la translacionalitat, que reforga la justificacié d’estudis en
un humans'®®. Per altra banda, els principals inconvenients sén el cost
econoOmic, que requereixen una inversio de temps considerable, i la falta de

reproducibilitat dels processos patologics en humans en algunes ocasions'®®.

Pel que fa, en concret, als models in vivo d’ototoxicitat, I'animal que més
s’ha utilitzat fins ara és el conill d’indies, ja que I'anatomia de la seva orella
mitjana i interna presenta una mida relativament gran, que facilita el treball de
disseccio, i els seus epitel.lis son sensibles als farmacs ototoxics; no obstant, el
seu temps de gestacié és llarg en comparaci6 amb altres animals
d’experimentacio, i resulten relativament cars'®®. Les rates i ratolins tenen un
temps de gestacio curt i resulten economicament més assequibles, a més de
ser espécies en qué s’ha identificat més marcadors moleculars i de la qual es
coneix el genoma; com a desaventatge, sén més resistents als danys de la
orella interna per farmacs ototoxics i la disseccio dels epitel.lis de la seva orella
interna pot veure’s dificultada pel petita mida anatomica, especialment en
ratolins'®°. En el treball d’Albuquerque’’, en qué compara les caracteristiques
anatomiques de I'orella mitjana de conill d’indies i rates, i n"avalua |"aplicabilitat
en la recerca basica, conclou que el conill d'indies representa |'espécie
d’eleccio, amb argument fonamental el del major mida de les seves estructures
anatomiques. No obstant, també descriu certes caracteristiques que, en el cas
concret del nostre model, afavoreixen |'Us de la rata: malgrat que la mida de la
membrana timpanica del conill d’indies és major que el de la rata, el diametre

del conducte auditiu extern d'aquesta ultima és major, fet que proporciona una
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millor exposiciod per a la correcta administracio transtimpanica; la coclea de la
rata descriu 2,5 voltes, igual que en I'espécie humana, mentre que en el conill
d’indies en descriu 3,5; els epitel.lis del sacul i l'utricle es dissequen més

facilment en la rata que en el conill d’indies’".

Per tot I'exposat, donada |I'amplia experiencia en treball experimental en
rates en el laboratori on s’ha realtizat aquest estudi, i els avanatatges que vam
trobar en termes d’accessibilitat, cost econdomic, i relativament escasses
dificultats técniques per a la disseccié dels epitel.lis de |'orella inerna, es va

decidir dissenyar i realitar I'estudi sobre aquesta espécie.
8.1.2. Model d"administracié intratimpanica

En aquest estudi s’ha avaluat I'efecte ototoxic de I'exposicid
transtimpanica a cisplati en un model en la rata. L ototoxicitat causada per
cisplati ha estat ampliament descrita i demostrada®, pel que resultaria de gran
interés obtenir una estratégia de tractament profilactic per a pal.liar aquest
efecte secundari, sense detriment de la seva accié antineoplasica. Per al
desenvolupament d’aquests farmacs otoprotectors, els estudis in silico,
mol.leculars i in vitro, han de ser avaluats mitjangant estudis en animals que
validin i demostrin la seva eficacia citoprotectora in vivo. La principal limitacio
d’aquests estudis es deriva de la toxicitat sistémica del cisplati. L accessibilitat
de I'anatomia de |'orella ha permeés |I'administracio local de farmacs citotoxics,
evitant altes tasses de mortalitat en els animals d’experimentacié. Encara que
diversos estudis previs al nostre descriuen |'efecte ototoxic del cisplati aplicat
localment®™®"1%11%3 " cap d'ells no ha estudiat els efectes de I’administracio

transtimpanica del cisplati sobre la coclea i el vestibul en la rata.

Diversos models murins han descrit |’efecte toxic que exerceix el cisplati
sobre |'epitel.li coclear en ser administrat sobre la finestra rodona, mitjangant
un abordatge quirdrgic retroauricular amb apertura de la bulla i exposcio de

I'orella mitjana’®'1%

, |'eficacia dels quals s’explica segons les seglents
hipotesis de farmacodinamica. L'orella interna consta d’una barrera hemato-
perilimfica similar a la barrera hemato-encefalica, formada per unions estretes

(tight-junctions) als capil.lars, que limita la difusié de les mol.lecules des del
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torrent sanguini cap a l'orella interna'?®. D’aquesta manera, els tractaments
amb un potencial efecte sobre |'orella interna administrats per via sistemica
haurien de travessar aquesta barrera o filtre per arribar al seu teixit diana,
mentre que els farmacs administrats intratimpanicament (per puncio
transtimpanica o bé amb tractament topic a través d’un drenatge transtimpanic
0 a través d’una perforacid espontania de la membrana timpanica) podrien
difondre amb molta més facilitat fins a la perilimfa a través de les finestres de
I'orella mitiana amb I'orella interna, que manca d’aquesta barrera'®’. Els
farmacs administrats intratimpanicament suposadament assoleixen |‘orella
interna (rampa timpanica) a través de la membrana de la finestra rodona.
L’estructura d’aquesta membrana esta composta per 3 capes semi-
permeables: la superficie més externa (exposada a l'orella mitjana) esta
coberta per un epitel.li de cél.lules cuboidals unides per unions estretes (tight
junctions); la superficie exposada a l'orella interna esta coberta per ceél.lules
mesotel.lials en disposicio discotinua; entre les dues trobem una xarxa de fibres
de col.lagen, elastiques, fibrocits, fibroblasts, fibres nervioses i vasos. Malgrat
la preséncia de les unions intercel.lulars a la capa més externa, les mol.lécules
de fins a 1 micrometre de diametre poden travessar facilment la membrana i
accedir a l'orella interna, bé a través dels espais intercel.lulars, o bé
transcel.lularment mitjangant un procés de pinocitosi85. Estructuralment, les
finestra rodona humana és molt similar a la dels animals usats en els estudis
experimentals; la unica diferéncia substancial és el seu gruix: 60-70 micres en
humans, en comparacié amb les 10-14 micres dels rosegadors (rata, xinxilla).
Aixi, des del punt de vista funcional, la principal diferéncia és el temps requerit
per la mol.lécula per a atravesar la capa fibrosa®'?"; membranes més primes
ofereixen major permeabilitat128. La comunicaciéo entre la rampa timpanica,
I"0rgan de Corti i el gangli espiral, permet |'exposicio de les cél.lules ciliades a

les substancies administrades IT'%8,

Alguns indicis posen en dubte la ruta que segueixen les substancies
administrades per via IT fins assolir I'orella interna. Estudis experimentals
recents questionen la teoria ampliament acceptada segons la qual la porta
d’entrada des de |'orella mitjana fins a I'orella interna és la finestra rodona, i

postulen que |'estructura que permet aquesta comunicacion és en realitat la
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finestra oval. Dos models murins de la distribucié de gadolini (Gd) a I'orella
interna després de I'administracio del mateix en diferents estructures de |’orella
mitjana van demostrar que la finestra oval és una ruta d’entrada a |'orella
interna molt més efectiva que la finestra rodona, concretament a través del

129130 Es varen obtenir

ligamet anular de la unié estapedi-vestibular
conclusions similars en un estudi en animals en que s’avaluava lesio
histologica i funcional després de |‘administracié local d'un ototoxic
(gentamicina) en diverses localitzacions de |'orella mitjana. Els resultats van
demostrar una lesi6 molt més severa (tant coclear com vestibular) quan la
gentamicina s’administrava sobre la finestra oval que quan s’administrava

sobre la finestra rodona™".

Les propietats fisico-quimiques dels  farmacs administrats
intratimpanicament també determinen la seva capacitat de penetracio fins a
I"orella interna. El seu pes molecular, carrega eléctrica i lipofilia juguen un
important paper. Models, tant in vitro com in vivo, han demostrat que les
substancies amb un baix pes molecular travessen la finestra rodona amb molta
més facilitat que aquelles amb un alt pes molecular’®. Per a la mateixa
molécula, la variabilitat del resultat del tractament IT s atribueix a diferéncies
interindividuals, tals com: la presencia de adhesions mucoses o falses
membranes davant de la finestra rodona que poden exercir un efecte pantalla;
variacions en la permeabilitat de la finestra rodona; i |” existéncia de gradients

en la concentracié del farmac en diferents punts de |” orella interna®'2%,

Sota aquestes premises, per a dissenyar el nostre model, hem
argumentat que d"administracio intratimpanica evitaria les dificultats causades
per la toxicitat sistémica alhora que permetria avaluar |'ototoxicitat causada pel
cisplati en els epitelis de l'orella interna intacta (no sotmesa a intrusions
mecaniques). En omplir I'orella mitjana, el farmac assoliria el lligament anular
de la finestra oval, des d’on penetraria a |'orella interna, amb resultats més
efectius que aquells models en qué el farmac s’administrava exclusivament
sobre la finestra rodona, previ abrodatge quirdrgic mitjangant |'obertura de la
bulla. Aquesta via d’administraci6, aporta dos avantatges des del punt de vista
fisiotoxicologic: d’una banda la d’evitar el paper que juga sobre la toxicitat la

vascularitzacido de l'orella interna i la barrera hemato-perilimfica, i per |'altra
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preservar al maxim les condicions fisiologiques de |'orella interna, tals com la
presencia del compartiment endolimfatic, les inervacions aferents i eferents, i
I"estimulacid fisiologica sostinguda de I'epitel.li sensorial. Pel que fa a la
permeabilitat del farmac, en I'evidéncia de les lesions histoldogiques sobre les
coclees, ha quedat palés que la naturalesa catidnica de la mol.lecula de
cisplati afavoreix la penetracié de la membrana de la finestra rodona, tal com

s’havia descrit en treballs previs'?.

8.2. Morbilitat sistémica del model

L administracioé de cisplati transtimpanic causa una toxicitat sistémica lleu.

La pérdua de pes és, entre d’altres, un important indicador de discomfort i
afectacio de |'estat general de I'individu; parametre de mesura ampliament usat
en |'avaluacié dels animals d’experimentacié. En aquest treball s’ha valorat el
grau d’afectacié sistéemica en relacié als canvis ponderals registrats en els

individus tractats'®.

Les dades obtingudes indiquen que I'administracio unilateral de cisplati
transtimpanic causa escassos efectes secundaris sistemics, al marge de
I'ototoxicitat patent. Tots els grups van demostrar pérdues del pes corporal
inferiors al 6%, amb una rapida recuperacid del mateix durant la primera
setmana post-tractament. Aquesta escassa toxicitat sistétmica suposa una gran
millora respecte als efectes secundaris descrits en els models d administracid
sistémica de cisplati, en qué s’associen altes tasses de mortalitat i/o de pérdua
severa de pes corporal'®™*13  Concluim, per tant, que |’exposicid
trastimpanica a cisplati proporciona un model per a |'estudi de I'ototoxicitat

consequent, de baixa morobilitat en la rata.
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8.3. Morbilitat local del model

La técnica d’injeccid transtimpanica sota visi® microscopica en la rata no

s’'associa a lesions de la membrana timpanica

En la majoria d’estudis experimentals previs d’administracié local de
cisplati, la via emprada d’eleccié era I'abordatge quirurgic retroauricular amb
apertura de la bulla per a exposar |'orella mitjana, procediment no exempte de
certa complexitat i morbilitat; en contraposicid, la injeccié transtimpanica que
proposem en el nostre model, és una técnica facil, rapida i reproduible, amb

una corba d’aprenentatge rapida i curta.

Respecte la morbilitat associada als porcediments transtimpanics cal
mencionar el risc d’ocasionar una perforacio timpanica permanent o una otitis
mitjana aguda (OMA). No obstant, en el nostre treball no vam observar cap cas
d’OMA ni perforacions timpaniques residuals a |'otoscopia realitzada al 7¢ dia
post-tractament, a ambdues orelles de tots els individus; aquestes
observacions favorables, coincideixen amb les descrites per altres
autors'*®(136). Aquestes dades favorables en models en la rata contrasten amb
les altes tasses de perforacié timpanica i danys de I'orella mitjana recollits en
I'estudi de He et al'® en ratolins, diferéncies que poden ser atribuides a la
dificultat que suposa I'execucio de la técnica d’administracio IT en estructures

anatomiques tan petites com son les orelles dels ratolins.

L'anatomia de l'orella mitjana de la rata, en qué la major part de la
cadena ossicular se situa a |'epitimpa®, permet realitzar la técnia de puncid i
injeccio transtimpanica sobre el quadrant postero-superior del timpa, per tal
d"administrar el farmac el més aprop possible del lligament estapedial (punt de
maxima permeabilitat cap a [lorella interna segons estudis de

130131 “amb un baix risc lesi6 de la cadena ossicular; aixi, el

farmacodinamica
model que describim, en el cas concret de la rata, representa una técnica

segura amb un baix risc de morbilitat local.
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8.4. Toxicitat vestibular del model

L administracid de cisplati transtimpanic causa una alteracid de la funcid

vestibular dosi-dependent

També s’ha constatat una hipofuncié vestibular dosi-dependent, de
caracter nula o lleu per a dosis de 0.5-0.75mg/ml, i de caracter sever per a
dosis compreses entre 1.0- 2.0 mg/ml. Aquesta pérdua de funcié vestibular es
va demostrar mitjangant una série de proves comportamentals validades en
estudis previs com a meétodes especifics i fiables per a avaluar disfuncio
vestibular en models animals'?*'¥""'*2_ | ‘'esmentada lesié vestibular ha estat

demostrada mitjancant I"analisi histologic in vivo'.

La solidesa de |'efecte vestibular descrit en el nostre model, recau en la
demostracié que |I'administracio transtimpanica de cisplati és capag¢ d assolir
altes concentracions a l'orella interna. En el treball que hem publicat
conjuntament amb els companys dels laboratoris de I'empresa Sensorion (Dra.
Gaboyard) i de Aix-Marseille Université (Dr. Chabbert)'*®, es descriu un
experiment en qué es comparen les concentracions de cisplati a |'orella interna,
i en plasma en 2 moments diferents (30 i 90 minuts post-administracio,
respectivament) segons dues vies d’administracié del quimioterapic: una dosi
unica (10ml/kg en 5 minuts) de cisplati endovenos (ev) a través de la vena de la
cua o una sola dosi de 50ul de cisplati a dosi de 2.0mg/ml per via IT. Els
resultats demostren que en els animals exposats a cisplati per via sistémica,
les concentracions de cisplati en el plasma decauen entre els minuts 30 i 90,
mentre que les concentracions del quimioterapic a la orella interna es
mantenen estables; per altra banda, en aquells individus exposats a cisplati
mitjangant injeccioé intratimpanica, les concentracions de cisplati a |'orella
interna en el minut 90, eren un ordre de magnitud major que les concentracions
del quimioterapic a I'orella interna dels indivudus exposats per via ev, tant en
els registres als 30 com als 90 minuts. En comparcio, les concentracions de
cisplati obtingudes a |'orella interna després de |’administracio per via sistéemica
(ev) foéren considerablement inferiors. Les dades d’aquest experiment
permenten concloure que el cisplati resulta una substancia toxica per a les

cél.lules ciliades vestibulars quan s’assoleixen concentracions suficients i

99



Model experimental de toxicitat cocleo-vestibular (...)

efectives a |'orella interna, perd que amb molt alta probabilitat, una dosi Unica
endovenosa no sigui capag d’assolir aquestes concentracions a |’orella interna.
Sota aquest criteri, atribuim la falta de toxicitat vestibular del cisplati descrita en

diversos models animals''®1"8119

a que molt probablement es devien usar
pautes de dosificacido que no permetien assolir els llindars de concentracid
minima necessaria de cisplati a |'orella interna, necessaria per a causar el seu
efecte toxic. En el nostre estudi, es descriuen alteracions funcionals vestibulars
a partir de 0.75mg/ml, dosi a partir de la qual es descriu, també, una pérdua de
cél.lules ciliades externes que s’extén des de I'espira basal fins a |'espira mitja.
En un estudi similar en xinxilles, s’ha descrit una lesié histolégica coclear
significativa després de |I'exposicio a dosi de 0.25mg/ml de cisplati
intratimpanic'®’. Caldran nous estudis per a descriure més detalladament la
relacid i comparacio entre la toxicitat coclear i vestibular del cisplati segons

aquest model d exposicio.

En els estudis clinics, la hipoacussia s’ha descrit com un dels principals
efectes secundaris en pacients oncologics sotmesos a tractament amb cisplati,

tant adults com infantils®®'*. En canvi, la toxicitat vestibular, que va ser

t1991% " molt escassament ha estat descrita com a un

efecte secundari directe i rellevant del tractament per cisplati®®'%-1%%14% o

descrita molt precogmen
inclUs, en diversos estudis, s’ha negat |'efecte vestibular del cisplati'’®""2. No
obstant, estudis clinics recents posen de rellevancia la clinica vestibular en
pacients oncologics tractats amb cisplati, com un augment del risc de caigudes

145

associat a pérdua de |’equilibri en adults' o I'inestabilitat persistent en nens®.
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8.5. Toxicitat coclear del model

L ’administracid de cisplati transtimpanic causa una pérdua de CCE coclears

dosi-dependent

El cisplati transtimpanic va causar una toxicitat coclear i vestibular dosi-
dependent. A la coclea vam observar una pérdua completa o quasi completa de
CCE des de la meitat de la volta apical cap avall, i una pérdua severa de CCE a
la meitat més apical de la coclea en individus que havien rebut dosis
compreses entre 1.0 i 2.0mg/ml de cisplati. La pérdua de CCE s’iniciava en
regions més basals de la coclea per a aquells individus tractats amb dosis
menors de cisplati (0.75 i 0.5mg/ml), amb una millor preservacié de |'apex
coclear. Encara que no vam poder realitzar proves funcionals que avaluéssin
I"audicio a frequéncies altes de |'espectre auditiu ni es va poder quantificar de
manera sistematica la cel.lularitat dels segments basals de la coclea de totes
les mostres, els recomptes que es van poder realitzar de les arees basals de
les coclees d’algunes de les nostres mostres mostraven resultats congruents
amb el model, ampliament acceptat i descrit a la literatura, de gradient de
citotoxicitat creixent des de |'apex fins a la base. Aquest fendmen s’ explica
degut a I'existencia d'un gradient decreixent de concentracio de les
substancies administrades IT, des de la base fins a |'apex de la codclea,
demostrat en diversos estudis experimentals®® 9127128 per tant, és probable
que concentracions per sota de 0.5mg/ml, no avaluades en el nostre treball,
causeéssin lesions de les CCE a la base de la coclea en aquest model
d’administracio trastimpanica a la rata. En estudis previs publicats, s’ha
constatat toxicitat coclear significativa en individus sotmesos a exposcio local
de cisplati a les seglents dosis: (1) 1 mg/ml (transtimpanic en ratoli; He et al.,
2009)'%%; (2) 0.25 mg/ml (aplicacié sobre la finestra rodona en xinxilla; Janning
et al., 1998)'": (3) 0.66 mg/ml (aplicacié sobre la finestra rodona en xinxilla;
Whitworth et al. 2004)%; i (4) 0.125, 0.25 i 0.50 mg/ml (aplicacié sobre la

finestra rodona en conill d’indies; Xia et al. 2012)'%,

En el model descrit, es proposa com a optima la dosi de 50ul a una

concentracio 0.75mg/ml de cisplati IT per a I'obtencié d'una lesio suficientment
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extensa per a assegurar |'accié ototoxica, perd alhora prou lleu com per a

garantir la persisténcia de CCE.

8.6. Limitacions

Considerem que hauria estat d’alt interés aportar dades objectives que
evidenciin la disfuncié coclear. Treballs previs en animals d’experimentacio
exposats a cisplati'(1) han descrit una alteracié en els resultats de PEATC i/o
OEA, perd no tenim constancia d'un estudi que correlacioni I'extensio de la
lesié histologica amb la severitat de I'alteracié funcional en un model dosi-
resposta. La manca d’accés a l'instrumental adequat per a la seva avaluacié
en la rata (PEATC, OEA) es justifiguen essencialment per questions de
finangament i logistica. El recull d’aquesta informaciéo en estudis posteriors

podria aportar robustesa al model.

De la mateixa manera, reconeixem la falta de dades objectives sobre la
lesio histologica dels epitel.lis vestibulars, donat I"alt grau de dificultat técnica
que representa la disseccio del sistema coclear i vestibular concomitant en el
mateix individu, principalment pel seu petit tamany i fragilitat de les estructures.
S’ha estat treballant sobre aquesta questidé en col.laboraci6 amb altres grups

de recerca, que finalment ha donat lloc a una publicacié™.

Malgrat que la via d’administracié del toxic en el nostre model (IT) no es
correspon amb la via d’administracié del farmac en els humans (endovenosa)
fet que no permet una translacio directa entre el model animal i I'huma, pero si
pot resultar de gran utilitat com a model experimental per a progressar en
I"ambit de la recerca de |'ototoxicitat per cisplati, aixi com per a I'estudi de

potencials tractaments otoprotectors.

Com a consideracions finals, i malgrat les limitacions esmentades, el
model de toxicitat per administracio transtimpanica de cisplati en rata que es
descriu en aquest treball de tesi ha demostrat tenir molt baixa morbilitat
sistémica i nul.la morbilitat local; evitar biaixos de subjectivitat en la resposta al
farmac, ja que cada individu pot ser utilitzat com el seu propi control; emprar
una via d’exposicié favorable, donat que |‘administracié del farmac és rapida,

simple i reproduible i s’eviten lesions mecaniques de lorella interna, que
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faciliten I'anal.lisi histologic; a més, ha demostrat ser un model eficag de toxiciat
tant coclear com vestibular dosi-dependent i per tant potencialment, pot ser de
gran utilitat per a avaluar |'efectivitat de tractaments profilactics dirigits a reduir

|"ototoxicitat causada pel cisplati, tant a nivell coclear com vestibular.
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Conclusions

Es descriu un model de toxicitat cocleo-vestibular en la rata
mitjangant |'administracio intratimpanica de cisplati del que es pot

concloure que,

(1) el model descrit permet demostrar histoldgicament el caracter toxic

del quimioterapic sobre |'epitel.li sensitiu coclear.

(2) el model que es presenta permet descriure el patré dosi-resposta
de la toxicitat exercida pel cisplati sobre |'epitel.li coclear.

(3) en el model descrit, es proposa com a optima la dosi de 50ul a una
concentraciéo 0.75mg/ml de cisplati IT per a I'obtencié d’'una lesio
suficientment extensa per a assegurar |'accid ototdxica, perd alhora

prou lleu com per a garantir la persisténcia de CCE.

(4) el model descrit és capag¢ d’evidenciar el caracter toxic del
quimioterapic sobre I'epitel.li sensitiu vestibular mitjangant proves

funcionals.

(5) aquest model presenta un molt baix index de morbilitat sistémica i

cap episodi de mortalitat associat.

(6) el model descrit no associa morbilitat a nivell local
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