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INTRODUCCION: La pérdida auditiva inducida por ruido es la forma mas frecuente de sordera
adquirida, especialmente en sociedades industrializadas. Consiste en la exposicién a sonidos
de intensidad suficiente capaces de producir una pérdida auditiva temporal o permanente.
Este efecto es acumulativo a lo largo de la vida, siendo actualmente la prevencion la medida
mas efectiva contra este problema. El ruido puede dafar la mayoria de las poblaciones
celulares de la cdclea pero las células ciliadas son la diana mas sefialada.

Un cocleograma es un registro grafico donde se representan las células ciliadas a lo largo de la
longitud de la membrana basilar, se caracteriza por ser capaz de relacionar el dafio celular con
variaciones de los umbrales auditivos para frecuencias especificas. Es por ello, que queremos
analizar si existe una correlacion funcional y anatomohistoldgica en los cocleogramas de
ratones CBA sometidos a un modelo de ototoxicidad inducido por ruido, asi como el valor
prondstico del factor de crecimiento semejante a insulina tipo 1 (IGF1) en el dafio auditivo

causado por la exposicion a ruido.

MATERIAL Y METODOS: Se establecen cuatro grupos experimentales de ratones CBA machos

con dos meses de vida al inicio del ensayo. Segun el tipo de exposicidn a ruido se define un
grupo control sin exposicién (n=12), grupo de ruido 105 dB SPL (centrado en 2-22 kHz, n=12),
grupo de ruido “laser” a 105 dB SPL (centrado en 8-13 kHz, n=12) y grupo de ruido 120 dB SPL
(centrado en 2-22 kHz, n=8).

Se realiza en todos los animales una exploracién neurofuncional no invasiva (potenciales
evocados auditivos de tronco cerebral “ABR” y productos de distorsién de las emisiones
otoacusticas “DPOAES”) de forma basal para confirmar que son normoyentes y
posteriormente en diferentes momentos tras la exposicidn a ruido (2, 14y 28 dias). Se realiza
una extraccion sanguinea en tres tiempos (basal, medio y final) para determinar los niveles de
IGF-1 en suero mediante un Kit comercial (OCTEIA Rat/Mouse IGF-I ELISA AC18PL).

Al finalizar el ensayo los animales son sacrificados para conocer morfolégicamente la
citoarquitectura de las células ciliadas mediante técnicas de histologia convencional (tincidn
de Nissl cresil violeta) y de recuento celular del érgano de Corti (tincion de faloidina y dapi).
Se disefia un método de recuento celular para estudiar el comportamiento celular a lo largo de
la longitud de la cdclea. Mediante el software estereolégico “CAST”, se define un area de
estudio en las cécleas de los ratones y se realiza un muestreo aleatorizado para estudiar la
densidad de las células ciliadas en los disectores delimitados. Las células se analizan de forma
sistematizada a lo largo de todos los sectores de la céclea (espira apical, media y basal).

Los datos estadisticos se evaltan con el SPSS V15.0 mediante el modelo lineal general de

medidas repetidas y el test de correlacion de Pearson.
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RESULTADOS: Existe un aumento de los umbrales de ABR para los estimulos tipo click y para
tonos puros (8, 16, 20, 28 y 40 Hz). El grupo control se mantiene en el tiempo, pero
encontramos diferencias estadisticas altamente significativas con respecto a los otros tres
grupos del ruido (p<0,000), encontrando una gradacién del dafio: ruido 120>ruido 105>ruido
“laser”. Existe una disminucidn de las latencias pico e interpico (especialmente I-ll) y de la
amplitud de los picos | y Il que se mantienen en el tiempo con diferencias significativas entre
el grupo control y los grupos expuestos a ruido (p<0,000). Los DPgramas de los grupos
expuestos a ruido experimentan un aumento marcado de umbrales auditivos, con diferencias
significativas para todas las frecuencias respecto al control, pero sin diferencias entre ellos.

La concentracién media en suero de IGF-1 (ng/ml) obtenida fue de 463,13 +/- 109,315, y
observamos que estos valores disminuyen en el tiempo de forma progresiva. Existe una menor
concentracién de IGF-1 a medida que empeoran los umbrales de audicion por encima de 60
dB (Coeficiente de Pearson = -3,95, p: 0,031).

El estudio morfoldgico convencional permite ver una pérdida de fibrocitos en el ligamento
espiral y en el limbo, junto con una desorganizacion del érgano de Corti en los grupos
expuestos a ruido. El método de recuento celular muestra una pérdida, desorganizacion y
aplastamiento de las células ciliadas e incluso disrupciones de la membrana basilar en los
grupos expuestos a ruido (120 dB SPL >ruido 105 dB SPL > ruido “laser” > grupo control),
mostrando diferencias significativas en las diferentes espiras de la cdclea (p<0,005) segun el
tipo de ruido. Los cocleogramas especificos revelan diferencias significativas entre los

diferentes grupos experimentales.

CONCLUSIONES: Los ratones CBA expuestos a ruido experimentan un desplazamiento de los

umbrales auditivos. El grupo de ruido 120 dB SPL experimenta un mayor incremento del
umbral auditivo, seguido del ruido 105 dB SPL y ruido “laser”.

El método de recuento de densidad celular evalia el nimero y dafio de las CC del OC
correlaciondndose eficazmente con la tonotopia coclear en cada uno de los grupos del estudio.
El descenso de los niveles de IGF-1 es un potencial marcador bioquimico de dafio celular tras la
exposicién a ruido. Existe una correlacidn entre los niveles de IGF-1 en suero y el umbral

auditivo, de manera que a menor nivel de IGF-1, hay un mayor nivel de umbral auditivo.
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INTRODUCCION

1.1. CONTAMINACION ACUSTICA

La informacién que recibimos del medio ambiente nos llega a través de multiples vias,
pero es el érgano sensorial auditivo el que nos permite obtener la percepcién para alcanzar
una comprension necesaria de los sonidos y poder actuar de una forma determinada. Desde el
punto de vista social, gracias al sistema auditivo somos capaces de discriminar los sonidos
correspondientes al lenguaje y la comunicacién oral, la musica o cualquier informacién sonora
de nuestro entorno que se encuentre dentro de nuestro espectro de captacion acustica. Pero,
junto con estas sensaciones auditivas agradables, estamos expuestos a ruido y sonidos

desagradables que son perjudiciales y pueden limitar nuestra vida diaria (1,2).

El ruido se define como un sonido no deseado o una sensacién auditiva desagradable. Se
compone de una parte subjetiva que es la molestia y una parte objetiva que puede
cuantificarse, que es el sonido propiamente dicho. El estudio del ruido es complejo porque se
produce por movimientos vibratorios no periédicos comprendidos en la mayoria de las

frecuencias del espectro audible.

Los ruidos se pueden clasificar en funcidn del tiempo o la frecuencia. Segun el tiempo
existen ruidos continuos (cuyo nivel de presidon sonora permanece constante), fluctuantes
(cuyo nivel de presidén sonora fluctta a lo largo del tiempo de forma periddica o aleatoria) e
impulsivos (cuyo nivel de presién sonora se presenta por impulsos. Se caracteriza por un
ascenso brusco del ruido y una duracién total del impulso muy breve con relaciéon al tiempo
que transcurre entre impulsos). En cuanto a los tipos de ruido en funcién de la frecuencia,
cabe destacar el ruido blanco como aquel ruido cuyo nivel de presién sonora permanece
constante en un amplio ancho de banda de frecuencias, en la que todas tienen la misma
intensidad.

Ill

El ruido es considerado un “estresante ambiental”, con el transcurrir de los afios, con la
industrializacién y la falta de conciencia del dafio producido por el ruido en las sociedades
altamente desarrolladas, podemos decir que las hipoacusias inducidas por ruido son un
problema que ha ido incrementdndose dia a dia. Se estima que un tercio de la poblacién

mundial padece algun grado de hipoacusia causada por exposicion a ruidos de alta intensidad

(3,4).
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INTRODUCCION

1.1.1. Breve reseia historica

Desde hace ya mas de 2.500 afios el ruido ha sido reconocido como perjudicial para el
hombre. En el afio 600 a.C. en el Golfo de Taranto en Calabria se prohibié a los trabajadores
del metal el golpeteo continuo con los martillos sobre los materiales de hierro y bronce dentro

de los limites de la ciudad.

La primera referencia escrita sobre los efectos del ruido en la audicidn se reflejé en el siglo
primero de nuestra era, por Plinio el Viejo en su libro "La Historia Natural", que relataba como

la gente que vivia cerca de las cataratas del Nilo, acababa quedandose sorda (5).

En 1627 Francis Bacon describid varios de los efectos que acontecen tras una exposicién
prolongada a una intensa fuente sonora. Bacon escribié literalmente frases como estas: "Un
ruido intenso y préximo es la semilla de muchas sorderas”, "Yo mismo, estando cerca de un
ruido estridente, (similar al usado para llamar a un halcén) tuve, de repente, una sensacién
como si algo se hubiese roto o dislocado en mi oido, e inmediatamente después un zumbido
intenso,... Yo temi alguna sordera. Pero, tras aproximadamente un cuarto de hora,

desaparecié..." (6).

En 1713 Ramazzini describio el riesgo de sordera que padecian los trabajadores del bronce
en “De morbisartificum Diatriba”, introduciéndose por primera vez el concepto de enfermedad

laboral (7).

La historia da cuenta de oficiales que padecian sordera permanente por los repetidos

disparos de sus cafiones asi como relaté Rodney en 1782 en la batalla de Copenhague (8).

En la época de la revoluciéon industrial existen mas ejemplos histéricos de las alteraciones
auditivas producidas por el ruido: Parry en 1825, describié casos de pérdida parcial o total de
la audicién de forma temporal o permanente en personas expuestas a ruido de fabricas de
metalurgia. Y Fosbroke en 1830, definid la “enfermedad de los caldereros” como la hipoacusia

gue presentan los trabajadores de las fraguas (9,10).

En 1950, fue Kryter quién establecié un limite de intensidad sonora a partir del cual y en
funcidn de las horas semanales a las que un individuo estaba expuesto, presentaria mas riesgo

de padecer hipoacusia. El limite de presidon sonora fue 85 decibelios (dB), por lo que un
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INTRODUCCION

trabajador expuesto durante 8 horas (h) diarias en 50 semanas al afio durante 5 afos
consecutivos presentaba un probabilidad de padecer un dano auditivo bajo. Por el contrario
siempre que se aumentara el limite de 85 dB, aunque fuera en periodos de tiempo inferiores a

los 5 afios, habria un mayor riesgo de presentar un dafio permanente (11).

El dB es la principal unidad de medida utilizada para el nivel de potencia y el nivel de
intensidad del sonido. Es una unidad de medida adimensional y relativa, es una funcidn
logaritmica y es la décima parte del belio. Cabe precisar que cuando en el texto se mencione
dB, nos referiremos a dB Hearing Level, es decir, dB de umbral auditivo. Es importante
recalcar, que existe otro tipo de dB conocidos como Sound Presure Level,, dB del nivel de
presién sonora (dB SPL), que toma como referencia el menor nivel de presidon sonora que el
oido puede detectar; a lo largo de los experimentos serd a estos dB a los que se hard

referencia.

A partir del siglo XX, con la culminacion del desarrollo industrial, el incremento de los
medios de transporte, la utilizacién del ruido en las actividades ludicas, las nuevas tecnologias
y el aumento de densidad de la poblaciéon, han hecho que los niveles sonoros hayan ido
creciendo, convirtiendo la contaminacidn acustica en un importante problema

medioambiental.

A partir de los ultimos 30 afos es cuando la sociedad ha dejado mds patente la
preocupacién por la exposicidon al ruido. En 1975, aparecid la primera “Norma I1SO 1999” donde
se pretende normalizar la determinaciéon del riesgo auditivo por exposicién a ruido. Se
establecia un criterio para valorar el riesgo auditivo, se utilizd 25 dB para el promedio del
aumento del umbral auditivo de las frecuencias conversacionales, y se establecié como nivel
sonoro continuo el equivalente referido a una semana laboral de 40 h. Es decir, se
proporcionaba una definicion de pérdida auditiva global en funcidn de las caracteristicas de la

exposicion (12).

La Comunidad Econémica Europea (C.E.E.) decidid que 1987 fuera el Afio Europeo del
Medio Ambiente, y se cred una serie de normas para la prevencidon y medios de proteccidn del
mismo, incluyéndose un apartado que hace relaciéon al ruido como uno de los agentes

contaminantes medioambientales de mayor importancia.
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Posteriormente en 1990 aparecid la segunda edicidn, actualmente en vigor, la “Norma 1SO
1999-1990”, que propone determinar cdmo se distribuye el dafio auditivo, expresado como los
desplazamientos del umbral medio de audicién. La diferencia entre ambas es que en la edicién
original (1975) se establecia un criterio para valorar el riesgo auditivo, es decir, se
proporcionaba una definicion de pérdida auditiva global en funcidn de las caracteristicas de la
exposicién, mientras que en la edicién de 1990 se limitaba a decir cudl es el desplazamiento
del umbral esperable ante determinadas condiciones de exposicidn, dejando a cada usuario la

responsabilidad de definir cuanto se considera aceptable y cuanto no (12).

Cabe resaltar como en el siglo XXI, la norma directiva del Parlamento Europeo
“2003/10/CE” hace referencia a las normas de seguridad de los trabajadores en cuanto a los
riesgos derivados del ruido y sus medidas de seguridad. Ademas también recalca la
importancia de la salud ambiental en relaciéon con el ruido, tanto es asi que el Tribunal
Supremo de Sentencia 13/10/2008 en la ciudad de Santo Domingo reconoce la lesidn de los
derechos fundamentales de integridad fisica por razén del sobrevuelo de baja altura de

aeronaves (13).

1.1.2. Datos epidemiolégicos

Se ha estimado que entre el 17 y 22 % de la poblacién de la Unidén Europea, es decir cerca
de 80 millones de personas, sufre niveles de ruido que se consideran inaceptables. Se exponen
a ruidos superiores al limite de tolerancia de 65 dB, que es la tolerancia permitida por la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (3,4,14) (FIGURA 1).

Se calcula que el ruido, bien de forma directa o indirecta, es el responsable del 11 % de los
accidentes laborales, y que la hipoacusia que desencadena ocupa el tercer lugar en lo que a

enfermedades profesionales se refiere (15,16).

Se estima que 170 millones de ciudadanos viven en las denominadas “zonas grises del
ruido”, donde los niveles de ruido son 55-65 dB durante la mayor parte del dia. Japdn es el pais
mas ruidoso del mundo, seguido de Espafia y posteriormente de México. Es importante
recalcar que nuestro pais es el mas ruidoso del continente europeo: durante el dia nos
encontramos entre 62 y 72 dB de niveles de “ruido equivalente” (4,17,18). El riesgo de pérdida

auditiva empieza a ser significativo a partir de un nivel equivalente diario de 80 dB suponiendo
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varios afios de exposicion. El promedio diario del nivel de presidn sonora asignable a un puesto

de trabajo es lo que conocemos como “ruido equivalente”.

Usualmente el ruido que normalmente soportamos, varia desde los 20 dB de un
dormitorio durante la noche, los 40-50 dB de una vivienda durante el dia, los 90 dB producidos
por el paso de un camién o un tren suburbano e, incluso los 100-125 dB que escuchamos ante
un ruido industrial, el motor de un avién o el de un motor de explosidn a escape libre, como se

refleja en la siguiente figura.
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Figura 1. Niveles de ruido en el medio ambiente. Imagen disponible en: (19)

1.1.3. Alteraciones fisiolégicas producidas por el ruido

El ruido ambiental genera efectos nocivos importantes sobre la salud y la calidad de vida
de la poblacién. Los efectos auditivos pueden ser consecuencia directa del efecto de la energia

del sonido en el oido interno, sin embargo los efectos no auditivos (que afectan a otros
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6rganos o sistemas, ademas del aparato auditivo) se inician antes de que el sonido sea

suficientemente alto como para causar dafios en el sistema auditivo (>85 dB) (15,20).

Estudios epidemioldgicos y en modelos animales han relacionado los efectos adversos no
auditivos del ruido con alteraciones en el sistema neuroendocrino, en el sistema
cardiovascular y en los patrones normales de suefio entre otros (3,21), pero resulta dificil
distinguir entre los efectos primarios del ruido como agente estresante y sus efectos
secundarios en otros sistemas como consecuencia de la respuesta a estrés (FIGURA 2). El ruido

produce las siguientes alteraciones (22,23) :

e Alteraciones hormonales: a partir de niveles de ruido superiores a 60 dB se
produce aumento de secrecion de adrenalina y noradrenalina, asi como aumento
de prostaglandinas. También se sabe que afecta al eje hipotalamo-hipofisario con

aumento de gonadotropinas y produccién de estrégenos.

e Alteraciones cardiacas: aceleracion del ritmo cardiaco, aumento de la tensidn

arterial, aumento de frecuencia cardiaca y aumento de flujo vascular periférico.

e Alteraciones en el ciclo vigilia-suefio: a partir de 45 dB de ruido, se producen
alteraciones del suefio que pueden convertirse en crénicas como hipersomnia
diurna, suefio no reparador, cansancio, cefalea, irritabilidad y aumento de la

agresividad.
e Alteraciones digestivas: aumento de la secrecidon gastrica, riesgo de ulcus péptico.

e Alteraciones neuroldgicas: dificultad para el aprendizaje, problemas de
comunicacién y memorizacion, disminucién del rendimiento intelectual y falta de

concentracion.

e Alteraciones psicoldgicas: El ruido ambiental no causa directamente enfermedades
mentales, pero se presume que puede acelerar e intensificar el desarrollo de
trastornos mentales latentes. La exposicion a altos niveles de ruido ocupacional se

ha asociado con el desarrollo de neurosis y estados de ansiedad.
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Figura 2. Mapa corporal del ruido. Imagen disponible en: (24).

Las cambios fisiopatoldgicos auditivos ocasionados por el ruido fueron especificados) por
Eldredge (25,26) quién desarrollé una escala con nueve niveles para explicar el grado de lesiéon
celular del oido interno ocasionado por la exposicién a ruido, reflejando de menos a mas todas

las lesiones histopatolégicas que pueden deberse a un dafio acustico:

Estructuras macroscopicamente dentro de la normalidad

- Tumefaccion moderada y picnosis de las células ciliadas (CC) con
redistribucion de sus estereocilios

- Desplazamiento de los nucleos de las CC, con formacion de vacuolas en las
células de sostén (células de Deiters, Hensen y Claudius)

- Desplazamiento de las células mesoteliales de la membrana basilar

- Desintegracién, picnosis con cariorrexis de las células ciliadas externas
(CCE)

- Desplazamiento y fractura de los estereocilios o incluso fusién de cilios

- Vacuolizacién de las células de sostén

- Desaparicion de las células mesoteliales
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- Ausencia de células CCE
- Ausencia de células ciliadas internas (CCl)
- Colapso del 6rgano de Corti (OC)

- Ausencia de membrana basilar

El ruido puede dafiar la mayoria de las poblaciones de la céclea pero las CC son la diana
mas sefalada. Las células de la base de la cdclea son mas vulnerables y se pierden primero.
Ademas, esta pérdida aumenta con el tiempo continuando incluso hasta 30 dias después de la
exposicion. Los estereocilios de las CC pueden romperse, fusionarse o perder las uniones tip-
link que llevan a la pérdida de integridad estructural (27). Estos cambios estan directamente
relacionados con la presencia de elevaciones permanentes de umbral (28). Tras Ia
sobreestimulacion del OC se destruyen las CC en la regidén de amplitud maxima de movimiento
de la membrana basilar; las CCE son las primeras en sucumbir, y mas tarde las CCl como
consecuencia de una exposicion mas intensa; a continuacidén se produce una degeneracion de
las fibras nerviosas y las células ganglionares en areas de las cuales han sido eliminadas todas

las CC (29-31).

Ante un dafio acustico agudo de gran intensidad se han descrito diferentes alteraciones
anatdmicas que van desde una redistribucion grave de los estéreocilios de las CCl y CCE hasta
la completa ausencia del OC y la ruptura de la membrana de Reissner; incluso la endolinfa
puede contener residuos de CC destruidas después de la exposicion (32). Existe una
tumefaccién y edema de la estria vascular que puede durar varios dias (33), junto con un

incremento del potasio (K) de la perilinfa (34,35).

El dafo en las células de soporte afecta a la impedancia de la vibracion de la membrana
basilar y provoca fallos en la vibracion correcta del OC. Ademas la pérdida de estas células

también puede contribuir a la pérdida de CC (36).

El balance iénico también puede alterarse por efecto del ruido debido a la pérdida de
fibrocitos tipo Il y tipo IV, que puede llevar a alteraciones en la circulacién del K* a través de la
cOclea, asi como también una disminucidn de los niveles de enzimas que participan en el

intercambio idnico activo de sodio (Na*), Na*-K*-ATPasa y calcio (Ca**)-ATPasa) (27,32,37).

El circulacién del Ca®* intracelular en las CC, es importante ya que se sabe que el ruido es

capaz de despolarizar neuronas en ausencia de cualquier otro estimulo. Estudios al respecto
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han demostrado que las alteraciones o distorsiones que sufre la onda de propagacién del Ca**

intracelular en las neuronas son debidas a cambios en los canales del Ca**. Los niveles bajos de

Ca’* en las CCl, parecen intervenir en la prevencion de la hipoacusia inducida por ruido (38-40).

Otros efectos del ruido incluyen ruptura de los terminales dendriticos de las neuronas
aferentes primarias, aumento de tamafo de la estria vascular en agudo y encogimiento a
largo plazo, cambios en el potencial endococlear y reducciones en el flujo de sangre coclear,

que aunque sean temporales, pueden llevar a dafios permanentes en los tejidos de la céclea.

Entre los posibles mecanismos que pueden causar estos cambios patoldgicos destacan los
dafios directos mecanicos sobre los estereocilios de las CC. Gravendeel (41) sugirié que el dafo
auditivo inducido por ruido a largo plazo representa una acumulacién gradual de
microtraumatismos por ruido. Si en un ruido con un nivel promedio moderado se afiadiera un
pico irregular de mayor intensidad, se podrian lesionar las CC de manera irreversible. Incluso
con los ruidos mas continuos existiria una pérdida celular de forma progresiva, por lo que si
bien no puede medirse el efecto de la exposicion de un sélo dia, después de varios afios la

pérdida acumulada de CC por estos microtraumatismos pasa a ser significativa.

Existen unos cambios bioquimicos asociados como la disminucién de los 4cidos nucleicos
de las células y adenosintrifosfato (ATP), disminucién del glucégeno, y el aumento de especies
reactivas de nitrégeno (RNS) y oxigeno (ROS) como los superdxidos, perdxidos y radicales
hidroxilo que favorecen una fatiga auditiva tras la exposicién a ruido que conlleva a un
agotamiento de metabolitos, y en definitiva a una muerte celular por mecanismos de

apoptosis 0 necrosis (27,42,43).

1.1.4. Medidas de prevencidn

Las lesiones auditivas inducidas por la contaminacién acustica son la forma de hipoacusia
mas facil de prevenir mediante la regulacién de la fuente emisora, bien en el dmbito laboral
como en el social y urbano. Sin embargo, las medidas para reducir el ruido ambiental han
tenido menos prioridad en la sociedad que las encaminadas a hacer frente a otros problemas

medioambientales del aire o del agua (15,44).

Dentro del campo de la medicina laboral es obligatorio la realizacién de controles

audiométricos peridédicos para detectar precozmente los posibles cambios en el umbral
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auditivo. La medida mds importante es la proteccion personal ante el agente nocivo. Es por
ello que queda reflejada en el Real Decreto del 10 de Marzo 286/2006 una serie de
disposiciones que tienen como objetivo la proteccidn de los trabajadores contra los riesgos
para su seguridad que puedan derivarse de la exposicién al ruido. Regula las disposiciones
encaminadas a evitar o a reducir la exposiciéon, de manera que los riesgos derivados de la
exposicion al ruido se eliminen en su origen o se reduzcan al nivel mas bajo posible. También
se incluye la obligacién del empresario a establecer y ejecutar un programa de medidas
técnicas y organizativas destinadas a reducir la exposicién al ruido, asi como la necesidad de

formacion y de informacién de los trabajadores (1,4).

El Real Decreto 286/2006 dicta que los valores limites acumulativos de exposicion diaria,
junto con los valores de exposicion que dan lugar a una accidn, se fijen entre 80-87 dB y se

dicta que el limite de un pico de intensidad sonoro no sea mayor de 140 dB (45).

Para ello se establece el nivel de exposicion diario equivalente (Laeqq ), Se define como el
nivel de dB a los que es un trabajador es expuesto a una presion acustica en un dia . Se
consideraran todos los ruidos existentes en el trabajo, incluidos los ruidos de impulsos. Y el
nivel de exposicién pico (L), es valor maximo de la presidon acustica instantdnea en

decibelios al que estd expuesto el trabajador.
a. Valores limite de exposicion:
Lacq,d = 87 dBy Ly, = 140 dB
b. Valores superiores de exposicidon que dan lugar a una accién:
LAeq,d =85 dB y Lpico =137 dB
c. Valores inferiores de exposicién que dan lugar a una accidn:

LAeq,d =80 dB y Lpico = 135 dB

En el campo urbano y social se establecen como medida preventiva una serie de niveles
maximos auditivos permisibles que se ajustan segln cada actividad especifica. Por ejemplo, en
areas hospitalarias y areas residenciales debe oscilar entre 45 y 55 dB por el dia, disminuyendo
ambos 10 dB por la noche, y en zonas comerciales y almacenes no superar los 65-70 dB,

respectivamente. En relacidn con los dispositivos musicales, los auriculares no deberian
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superar los 85 dB. Y en salas de conciertos o discotecas no superar los 110 dB en ruido
ambiente; en referencia a este ultimo dato, se aconseja no estar expuesto durante un periodo
de cuatro horas consecutivas ya que la exposicién podria generar deficiencia auditiva

significativa.

1.2. HIPOACUSIA INDUCIDA POR RUIDO

La pérdida auditiva inducida por ruido o ‘noise induced hearing loss’ (NIHL) es la forma
mas frecuente de sordera adquirida, especialmente en sociedades industriales. Consiste en la
exposicién a sonidos de intensidad suficiente como para dafiar el oido y provocar una pérdida
auditiva temporal o permanente. El dafio auditivo inducido por ruido puede ser causado de
forma instantdnea, por un Unico ruido impulsivo o explosivo, de gran intensidad que
normalmente supera los 140 dB; o bien de forma crénica por un nivel base de ruido elevado,
como resultado de la exposicién en el ambiente de trabajo a un ruido continuo o intermitente

de intensidad moderada o alta (9,46,47).

La NIHL, se caracteriza por ser de comienzo insidioso y presentacidn bilateral y simétrica.
Al igual que todas las hipoacusias sensorioneurales, se trata de una afeccién irreversible, pero

a diferencia de éstas, la NIHL puede ser prevenida.
1.2.1. Caracteristicas del ruido

Las consecuencias de la exposicion a ruido en la funcién auditiva varian dependiendo de
varios factores que incluyen el tipo de ruido, la intensidad, la cronicidad y la susceptibilidad

individual (1,48).

e Frecuencia: la sensibilidad que tiene la céclea en funcién de la frecuencia es
dependiente de la funcién de transmisidon del oido externo y del oido medio,
que son quienes modulan, actdan de caja de resonancia y amplifican las
frecuencias en la region de 2-3 kiloherzios (kHz) unos 10-15 dB. En la especie
humana las células ciliadas mas susceptibles a la accion del ruido son las

encargadas de percibir frecuencias entre 3 y 6 kHz, convirtiéndose en el primer
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signo de alarma de NIHL el escotoma de 4 kHz. Los ultrasonidos con
frecuencias superiores a 20 kHz e inaudibles para el oido humano, deben

superar los 110 dB para causar dafio (47).

e Intensidad, tiempo e intermitencia: La pérdida auditiva inducida por un ruido
promedio en un grupo de trabajadores, aumenta con la intensidad del ruido y
el tiempo de exposicidn casi de forma lineal. En un lugar de trabajo en el cual
la intensidad del ruido es constante, el aumento de la pérdida auditiva
inducida por ruido con el tiempo se aproxima a una funcidn exponencial. Se
considera que el limite para evitar la hipoacusia es de 80 dB para una
exposicién de 40 h semanales a un ruido constante Por lo tanto, el dafio
aumenta con rapidez al principio, pero luego se hace mas lento de manera
gradual. La mayor parte de la pérdida auditiva inducida por ruido es producida

en los primeros 5 afios de exposicién (49,50).

En cuanto a la relacidn con el tiempo, si las exposiciones son interrumpidas se
reduce el dafo, debido a una recuperacion de la fatiga auditiva. Se puede
tolerar una mayor cantidad de energia si la exposicion es intermitente en lugar

de constante ante un Unico impulso de ruido corto e intenso (51).

e FEdad: Si bien podria suponerse que los oidos de los jovenes fueran mas
resistentes al ser mas eldstica su membrana basilar, no hay datos aun
concluyentes que permitan constatar esta hipdtesis. Se estima que en la edad
media de la vida hay mds posibilidades de lesién, existiendo mucha
controversia por la interrelacion que pueda haber con la presbiacusia propia

de la edad (23,52,53).

e Sexo: no hay un claro predominio de sexo, pero las mujeres tienen una
agudeza auditiva superior a la del hombre, y son mas resistentes al ruido que

el hombre (10).

e Susceptibilidad individual: La susceptibilidad al ruido puede ser hereditaria,
incluso debida a ototdxicos, meningitis, diabetes mellitus e hipertension

arterial entre otras (54,55).

e Trastornos del oido medio: Las alteraciones del oido medio reducen el flujo de

energia a la cdclea disminuyendo por tanto la cantidad de pérdida auditiva por
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ruido. Se necesita una mayor presidn acustica para estimular el oido interno,
pero cuando la intensidad es lo suficientemente elevada provoca el dafio

esperado (10).

e Otros: Algunos estudios han demostrado la relacidn de la hipoacusia inducida
por ruido en relacién con farmacos como acido salicilico, quinina, y diversos
antibidticos aminoglucosidicos, como dihidroestreptomicina, kanamicina vy
neomicina (56,57). Sin embargo, no se ha visto una relacién significativa con el

déficit vitaminico, la alimentacidn o el consumo de tabaco (58-60).

1.2.2. Manifestaciones clinicas

Los pacientes con NIHL pasan por diferentes etapas (24,47,61) (FIGURA 3). Inicialmente se
encuentran asintomaticos, pero una vez que las lesiones se han establecido, pueden comenzar
a referir actufenos de predominio vespertino coincidiendo con el final de la jornada laboral, que
se asocian a una hipoacusia selectiva de la frecuencia 4 kHz sin afectacién de las frecuencias
conversacionales. Es lo que se conoce como fase 1 “de instalacion”, en la que los sintomas son

recuperables al cesar la exposicion y la pérdida es de hasta 40 dB en la zona de 4 kHz.

Posteriormente aparecen sintomas subjetivos en la fase 2 “de latencia”, los pacientes
perciben la pérdida de audicién, elevan el volumen de los aparatos electrénicos y pueden
presentar mala inteligibilidad verbal, ya que existe una pérdida de 20-30 dB en la zona de 4
kHz, pero también se afectan las frecuencias de 3 y 6 kHz, quedando de nuevo conservado el
umbral conversacional en rango de normalidad. La fase 2 suele suceder entre los 2 y 10 aios

de exposicion y no hay reversibilidad del dafio.

Cuando la hipoacusia se manifiesta como una disminucién de 50-70 dB en las frecuencias
de 4 6 6 kHz, y el escotoma se profundiza y se transforma en la “cubeta traumatica” nos

encontramos es la fase 3 “de latencia subtotal”.

Por ultimo, la fase 4 “de hipoacusia manifiesta o terminal” de la NIHL evoluciona a una
pérdida que se extiende a 500 Hz, afectando a las frecuencias graves, conversacionales y sin
recuperacion de las frecuencias agudas. Se acompafia de acufenos continuos e incluso vértigo

en menor proporcion.
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Figura 3. Evolucidn en el tiempo de las alteraciones audiométricas producidas en NIHL. Imagen
disponible en: (24)

1.2.3. Relacidon del ruido con la tonotopia coclear

Un tono puro de alta intensidad da origen a ondas que viajan desde la ventana oval hacia
el apice de la cdclea, aumentando gradualmente en amplitud a medida que avanzan en
direccién apical hasta alcanzar un maximo, a partir del cual la amplitud desciende de manera
precipitada; en consecuencia, la distribuciéon espacial de la amplitud del movimiento es

asimétrica (62).

El punto de maxima amplitud depende de la frecuencia: el maximo de las frecuencias altas
ocurre hacia el extremo basal; el de las frecuencias bajas ocurre hacia el apice. En
consecuencia, no sorprende que los estudios iniciales demostraran que en general los sonidos
de alta frecuencia producen mayor dafio cerca de la ventana oval, mientras que los sonidos de
baja frecuencia afectan mas a las porciones mds apicales; mas aun, debido a la asimetria de la
distribucion de las amplitudes, la dispersién del dafio por la exposicidon continua tiende a ser
mayor en direccién basal. Normalmente, los tonos puros de frecuencias bajas, en el rango de
250-500 Hz, provocan lesiones en la espira apical de la céclea, mientras que los tonos puros de

frecuencias altas superiores a 4 kHz producen lesiones en las CC de la espira basal (34,63,64).
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1.3. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA AL DANO
POR RUIDO

Entre los individuos expuestos a ruidos similares unos llegan a desarrollar NIHL mientras
gue otros no, lo que apunta a que la variabilidad individual juega un importante papel en la
NIHL. La NIHL es por tanto una patologia compleja que depende de factores genéticos,
médicos y ambientales. En la especie humana se sabe relativamente poco de los factores
genéticos implicados en el NIHL. En teoria, cualquier gen que debilite el oido, funcional o

estructuralmente, podra hacerlo mas susceptible al dafio por ruido.

El estudio de polimorfismos genéticos humanos ha evidenciado diferencias significativas
entre sujetos resistentes y vulnerables a ruido. Los sujetos seleccionados pertenecian a una
poblacidn de trabajadores expuestos a ruido de forma ocupacional y se comparaban con un
grupo control. Los genes estudiados se han relacionado con la susceptibilidad individual a
presentar NIHL. Hay estudios donde un mismo genotipo puede conferir una susceptibilidad

diferente al NIHL dependiendo del nivel de ruido al que se ve expuesto el sujeto (65,66).

En 2006 en la Universidad de Amberes se encontraron diferencias significativas entre los
trabajadores expuestos a ruido en la secuencia de tres genes, KCNE1, KCNQ1 y KCNQ4 que
estaban presentes en los sujetos mas sensibles al ruido. EI KCNE1 mostré la relacidn entre el
aumento de vulnerabilidad ante el ruido con un canal codificador de K que se abria mas

rapidamente que de forma fisioldgica (67).

Se han encontrado polimorfismos en los genes relacionados con el estrés oxidativo, en los
genes paraoxonasa 1 (PON1), paraoxonasa 2 (PON2), y superéxido dismutasa 2 (SOD2) en 94
trabajadores expuestos a ruido (68). Los polimorfismos encontrados en PON2 y SOD2 revelaron

una asociacién significativa con la pérdida de la audicion.

Abreu-Silva y colaboradores estudiaron las mutaciones de genes mas frecuentes en
familias con hipoacusia 35delG, 167delT en GJB2, D (GJB6-D1351830), D (GJB6-D1351854),
A1555G en MTRNR1, secuencias SNP rs877098 en DFNB1, GSTM1 y GSTT1, y encontraron que
la delecion del gen GSTM1 y GSTT1 producia una alteracidn de la glutatién-S-transferasa que

hace que esas familias sean menos resistentes a los efectos del ruido (55). Sin embargo,
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Carlsson et al en 2005 no pudieron confirmar la asociacién entre GSTM1 y NIHL en un conjunto
de 1.261 trabajadores suecos expuestos a ruido. También se analizaron otros genes implicados
en el estrés oxidativo en el mismo estudio (GSTT1, SGPC, CAT, SOD, GPX1 y GSR), pero no se

hallaron asociaciones significativas (56).

En la TABLA 1 se recogen algunos de los genes que intervienen en la susceptibilidad
individual de la NIHL; cabe resaltar que todos estos genes estdn relacionados con procesos de
estrés oxidativo, con vias de reciclaje de K*, proteinas de choque térmico (heat-shock, HSP) y

también con proteinas motoras y de adhesién celular.

Tabla 1. Genes y alelos en humanos relacionados con NIHL. (Tabla adaptada de Konings et al ,2009) (65).

Genes relacionados con S0D2 polimorfismo Superdxido dismutasa Fortunato et al. , 2004
estrés oxidativo

PONZ polimorfismo Paraoxonasas Fortunato et al., 2004
CAT SPN Catalasa Konings et al., 2007
GSTT1 delecidn Glutation S-transferasa Abreu-Silva et al., 2010
theta-1
G5TM1 delecion Glutation 5- tranferasa Rabinowitz et al. 2002
Mu 1 Abreu-Silva et al., 2010
Genes relacionados con KCNE1 SPN Subunidad B canal K* Van Laer etal. , 2006
reciclaje de K*
KCNQ1 5PN Subunidad a canal K* Van Laer et al. , 2006
KCNQ4 SPN Canal de K* Voltaje Van Laer et al. , 2006

dependiente

Genes relacionados con PCDH15 SNP Protocadherina 15 Konings et al., 2009
adhesion celular

Genes relacionados con MYH14 SNP Miosina, cadena pesada Konings et al., 2009
proteinas motoras 14

Genes relacionados con HSP70-1, HSP70-2 y Proteinas Heat-Shock Konings et al. , 2009b
respuesta a estrés celular H5P70-hom SPN

Una importante contribucién al estudio de los factores genéticos deriva de la
investigacion en modelos animales donde destacan los ratones genéticamente modificados y
también las diferentes cepas de ratones. En cepas de ratones C57BL/6J B6 y DBA/2) D2, se ha
determinado la presencia del alelo recesivo “Ahl” que se mapea en el cromosoma 10, e
incrementa la susceptibilidad al dafio por ruido con respecto a cepas como los CBA/J y los
CBA/Cal. Ademas otros loci se han visto implicados tanto en NIHL como en susceptibilidad a la
presbiacusia. La accion de los productos de estos genes no es totalmente conocida pero se

sabe que incluye mediadores de sefal como fosfoproteina estimulada por vasodilatadores
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(VASP), y de manera similar a los estudios en humanos, genes implicados en la regulacion

idnica (Pmca2, Cp) o en mecanismos protectores (HSF1, SOD1, GPX1) (69-71).

Se sabe que ratones deficientes en Sod1 y Gpx1, dos genes implicados en los mecanismos

antioxidantes de la célula, son mas susceptibles a NIHL que los wildtype (23,72).

Estos genes estudiados apuntan al Ca**, al hierro y a las especies ROS como mediadores
del dafo por ruido y sugieren un posible papel protector de antioxidantes y HSP (73). Otros
modelos animales estudiados implican a proteinas transportadoras (GLAST) y del citoesqueleto

(distrofina) en la susceptibilidad al ruido (74,75).

1.4. TERAPEUTICA DE PROTECCION DEL
OIDO INTERNO

En la clinica diaria existe una serie de limitaciones a la hora de indicar un tratamiento
medico efectivo a los pacientes que presentan NIHL. Como se ha mencionado antes la
prevencion es la Unica medida electiva que evita las lesiones asociadas ante la exposicion a
ruido junto con los dispositivos auriculares que suponen una barrera fisica de proteccién

acustica.

Actualmente existen varias lineas de investigacion que abogan por tratamientos médicos
farmacoldgicos que disminuyen los efectos lesivos del ruido y protegen el oido interno, tales
como : antioxidantes (44,76-81), antagonistas de glutamato (10,82-84), bloqueantes de los
receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato) (74,85-87), quelantes de hierro (10,88), neutralizantes
de los ROS (89-91) y factores neurotréficos como el TGFB (factor de crecimiento transformante

beta) (92,93) y el factor de crecimiento semejante a la insulina de tipo 1(IGF-1) (94-96).

Los factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF) son una serie de péptidos
que estdn involucrados en procesos celulares como la proliferacion, la supervivencia, la

migracion celular y la diferenciacion.

El IGF-1 es una cadena Unica de 70 aminoacidos, secretada fundamentalmente por el

higado, pero también por otros érganos y ejerce acciones autocrinas o paracrinas. Las acciones
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bioldgicas de los IGF estan mediadas por receptores de distintos tipos. El receptor de insulina y
el receptor de IGF-1 (IGF1R) son receptores transmembrana con actividad tirosinakinasa
(FIGURA 4). El IGF1R es un receptor tetrdmero y puede unir IGF-1 y también insulina con
mucha menor afinidad. Por otra parte, estd el receptor tipo Il que carece de actividad
tirosinakinasa, el cual es un receptor monomeérico que une manosa-6-fosfato que se encarga

principalmente de controlar los niveles de los IGF en el medio (97).
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Figura 4. A: Estructura tridimensional del factor de crecimiento semejante a insulina tipo 1. Imagen disponible en:
(98). B: Cascadas de sefializacion del factor de crecimiento semejante a insulina tipo 1. Imagen disponible en: (99).

Después de la union del ligando y por la accidn tirosinakinasa del receptor, la parte
intracelular del receptor se autofosforila, asi como residuos de tirosina del dominio
juxtamembrana. Estos residuos fosforilados funcionan como lugares de acoplamiento para
varios sustratos del receptor, incluyendo los sustratos del receptor de insulina (IRS) y la
proteina Shc. Estos substratos inician posteriormente las cascadas de fosforilacion que

permiten transmitir la sefial del IGF1R (99).

Algunos de los defectos moleculares del sistema IGF incluyen las mutaciones del gen

IGF1 y del gen de su receptor de alta afinidad (/IGF1R) (100-104).

La posibilidad de usar modelos animales como el ratdn con una expresion alterada de
IGF-1 o IGF1R ha permitido demostrar que este factor ejerce importantes acciones en el

desarrollo del sistema nervioso asi como en edad madura, y resalta el hecho de que el IGF-1
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contribuye a la neurogénesis y a la sinaptogénesis, promoviendo la proliferacion,

diferenciacion y supervivencia de células neurales (99,105).

El IGF-1 juega ademads un importante papel en la regulacidon del desarrollo del oido
interno. Este factor y su receptor se expresan durante el desarrollo coclear, disminuyendo su
expresién tras el nacimiento (94,95). En este desarrollo el IGF-1 actia promoviendo la
proliferacion y supervivencia de progenitores o6ticos y regulando la neurogénesis y la

diferenciacion (99).

Se postula que el IGF-1 en la edad adulta es un protector 6tico cuyos niveles predicen
la pérdida auditiva relacionada con la edad. En la cdclea adulta el IGF-1 mantiene la fisiologia
de la estria vascular y promueve la supervivencia de las neuronas auditivas (106). Desde un
punto de vista experimental, existen estudios que valoran el potencial papel de proteccion del

IGF-1 ante diferentes mecanismos ototdxicos y de dafio auditivo (96).
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2.1 HIPOTESIS

El aspecto fisiopatoldgico fundamental en la NIHL es la muerte de las CC sensoriales.
Conociendo la dificultad técnica que conlleva el estudio in vivo de las alteraciones que ocurren
en el oido interno ante un dafio auditivo, queremos analizar si existe una correlacion funcional
y anatomohistoldgica en los cocleogramas de ratones de estirpe CBA, para conocer como se

afectan las CC.

La hipdtesis del trabajo es que el estudio cocleografico permite correlacionar el dafio
funcional audiolégico con el dafo histolégico mediante la validacion de un modelo

experimental de dafio auditivo inducido por ruido.

Los cocleogramas son una herramienta muy util al ser capaces de relacionar el dafio
celular con un aumento en los umbrales de audicién para frecuencias especificas, por medio
de un registro grafico donde se representan las CC a lo largo de la longitud de la membrana

basilar.

2.2 OBJETIVOS

e Estudiar y comparar la respuesta auditiva de ratones CBA que han sufrido un dafio
dtico inducido por diferentes tipos de ruido, utilizando técnicas audiolégicas no

invasivas, y su relacion con el dafio coclear.

e Analizar el posible papel predictivo del IGF-1 en ratones expuestos a un modelo de

ototoxicidad inducida por ruido, utilizando una técnica de inmunoensayo.
e Disefiar un método de recuento celular sensible, robusto y eficiente que nos

permita evaluar la morfologia, la distribucién y la citoarquitectura de las CC del OC

en ratones expuestos a ruido, y su correlacidn con la tonotopia coclear.
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3.1. ANIMALES

El estudio se ha realizado con ratones CBA/Ca Ola HsD (Harlan) machos con dos meses de

vida al inicio del experimento, con un peso medio de 20.7 +/- 19 gramos.

Todos los procedimientos de manejo de animales fueron realizados de acuerdo a la
Directiva del Consejo de la Comunidad Europea (86/609/EEC) y aprobados por el Comité de
Etica del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). El estudio se ha planteado de
forma que se respeta al maximo la norma de reducir el nimero de animales de
experimentaciéon al nimero minimo que permite obtener resultados con significacion

estadistica.

3.2. DISENO DEL ESTUDIO

En el estudio se establecen 4 grupos de animales:

a.- Grupo I|: Es el grupo control formado por 12 ratones CBA sanos,

normoyentes, que no son expuestos a ningun ruido.

b.- Grupo Il: 12 ratones CBA normoyentes, que estdn expuestos a un ruido de

105 dB SPL.

c.- Grupo lll: 12 ratones CBA normoyentes, que son expuestos a un ruido

“laser” de 105 dB SPL (ver apartado 3.4.).

d.- Grupo IV: 8 ratones CBA normoyentes, que estan expuestos a un ruido de

120 dB SPL.

Los cuatro grupos experimentales recibieron las mismas intervenciones como se muestra

en la en la siguiente figura (FIGURA 5).
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Figura 5. Representacion esquematica del disefio del estudio, donde se pueden ver las intervenciones

realizadas en cada grupo experimental.

3.3. EXPLORACION NEUROFUNCIONAL NO INVASIVA

A todos los ratones se les realiza una primera exploracién auditiva neurofuncional no
invasiva basal para confirmar que son normoyentes. Para ello disponemos de dos técnicas:
‘potenciales evocados auditivos de tronco cerebral’, o también conocidos por su término inglés
Auditory Brainstem Response (ABR) y los ‘productos de distorsién de las emisiones
otoacusticas’ o en inglés Distorsion Product Otacustic Emissions (DPOAES). Estas técnicas

proporcionan informacion funcional cuantitativa obtenida in vivo de un modo reproducible.

3.3.1. Auditory Brainstem Response

Los potenciales evocados auditivos del tronco cerebral se corresponden con los
potenciales eléctricos registrados en varias estaciones del sistema auditivo, que se evocan en
respuesta a estimulos auditivos, y se caracterizan por tener una latencia corta. La respuesta
obtenida consiste en una serie de ondas que aparecen en los 10 ms siguientes a la

presentacién de estos estimulos.
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La secuencia de picos en el registro de ABR refleja la actividad sinaptica de los nucleos
consecutivos a lo largo de la via auditiva en el tronco del encéfalo. Se han identificado 5 picos
positivos (I-V) en el ratdn, correspondientes a la cdclea y nervio auditivo (l), nucleo coclear (ll),
complejo olivar superior (lll), lemnisco lateral (V) y coliculo inferior (V) respectivamente (107)

(FIGURA 6).

(IV) Lemnisco Cuerpo
(I Ndcleo  ateral geniculado
olivar superior (V) Coliculo medial

inferior

Corteza
auditiva

Cuerpo
trapezoide

I\
Il Vo,

() Nucleo
coclear

() Nervio
auditivo

Figura 6. Esquema de la via auditiva, indicando las estructuras principales y su correspondencia con
los picos de ABR. En una onda de ABR se pueden distinguir 5 picos caracteristicos (I-V) cada uno de
los cuales tiene un sustrato neural especifico (Imagen adaptada de Murillo-Cuesta et al, 2012 (108).

Para llevar a cabo los ABR lo primero que se realiza es pesar al animal para calcular la
cantidad de anestésico que serad necesario para una inyeccién intraperitoneal. El anestésico es
una mezcla de ketamina 100 mg/kg y xilacina 10 mg/kg y se inyecta 0.1 ml por cada 10 g del
animal. A continuacion se espera alrededor de un minuto y se comprueba la pérdida de
reflejos del animal, primero pierde los reflejos de estacion (postura) y posteriormente el
reflejo podal, para comprobar la profundidad anestésica. También es necesario comprobar los
signos vitales (respiracion y latido) y mantener la temperatura corporal del animal, y para ello
se utiliza una manta eléctrica de agua circulante. Se aplica pomada oftdlmica con el fin de
evitar la sequedad ocular. Se situa al animal en una cdmara cerrada anecoica, que esta
sonoamortiguada, de forma que se minimizan las interferencias sonoras tanto del exterior

como la reverberveracion interna (109).

Posteriormente, se colocan tres electrodos subcutaneos (tierra, positivo, negativo) sobre
al animal. El electrodo tierra en el lomo del animal, el positivo entre los ojos y el negativo

debajo del pabelldn auditivo que vamos a evaluar. Es muy importante medir la distancia que
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hay entre el oido y el altavoz para evitar artefactos, siempre debe ser de 5 cm respecto al

altavoz de campo abierto.

A continuacion procedemos a realizar los registros con el equipo de neurofisiologia que
es capaz de emitir sonidos en el espectro de las ultrafrecuencias a intensidades entre (0-48
kHz) y asi obtenemos una serie de sefales eléctricas que permiten hacer un andlisis
electrofisioldgico. Se presentan dos estimulos acusticos diferentes, tipo click y tonos puros,
generados con el software SigGenRPTM (Tucker-Davis Technologies, Alachua, FL, USA). Los
estimulos son generados por el equipo TDT System 3™ con un procesador RP2.1 y un
atenuador PA5 y son reproducidos a través de un altavoz electrostatico TDT de campo libre

ED1.

Los estimulos tipo click (con rango de frecuencias desde 0 a 48 kHz) son pulsos cuadrados
de 1 milisegundo de duracién con una frecuencia de presentacion de 30 pulsos por segundo
(pps). Los estimulos de tonos puros (8, 16, 20 y 40 kHz) son ondas sinusoidales Unicas de 2,6
milisegundos de duracién con una frecuencia de presentacion de 50 pps. Las respuestas para

ambos estimulos se promediaron 1.000 veces.

Posteriormente la respuesta eléctrica es amplificada y analizada con el software
BioSigRPTM (Tucker-DavisTM Technologies). Las ondas de ABR son recogidas en intervalos de
5y 10 dB de presion de sonido (dB SPL) de atenuacion a partir de la intensidad maxima de 90

dB SPL, hasta 10 dB SPL en el estimulo tipo click y 20 dB SPL en los tonos puros.

Los umbrales de audicién se determinan para cada tipo de estimulo como el nivel de
intensidad mds bajo en el que la seial de ABR es identificable por encima de la actividad de
fondo. Las latencias de los picos del ABR (I, Il y V), las latencias interpicos (I, I-IV, 1I-1V) y las
amplitudes de determinados picos (I, IV) fueron analizadas para el estimulo click a 20 dB SPL

por encima del umbral de audicién (FIGURA 7).

Una vez terminados los registros, se retiran los electrodos y se deja que el animal vaya

despertandose espontaneamente.
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Figura 7. Prueba de ABR con estimulacidn tipo click realizada con el programa BioSigRPTM. A) Ondas de ABR en
intensidades decrecientes. B) Detalle de una onda de ABR. Los 5 picos caracteristicos (I-V) y sus correspondientes
valles (VI-X) aparecen sefialados. Los registros de ABR proporcionan informacién sobre la funcionalidad
cuantitativa de las estructuras nerviosas periféricas y centrales de la via auditiva.

3.3.2. Productos de distorsion de las emisiones otoacusticas

Las emisiones otoacusticas son unos sonidos de baja intensidad emitidos por las CCE, que
en condiciones fisioldgicas informan de la integridad de las mismas, produciendo una
amplificacidn fisiolégica de la vibracidon de la membrana basilar en respuesta a un sonido. Se
propagan en sentido inverso a través de la cadena de huesecillos y el timpano, produciendo
una sefial acustica medible en el canal auditivo. Existen varios tipos de emisiones
otoacusticas: espontdneas, inducidas, transitorias... Las mas utilizadas en investigacién
auditiva con ratones son los DPOAES, que se obtienen tras la aplicacién sincrénica de dos
tonos puros de caracteristicas conocidas en frecuencia, intensidad, velocidad de estimulacion
(F1 y F2) y que mantiene una relacién de frecuencia determinada (F1/F2= 1.2 6 1.25). El
producto de distorsion que vamos a utilizar en el estudio es el que se corresponde con Ia

frecuencia 2F1-F2 (FIGURA 8).

Esta técnica neurofisioldgica permite la obtencién de datos de forma simple, objetiva y no
invasiva, informando del estado de integridad funcional de la cdclea. Permite la discriminacion
de la actividad eléctrica auditiva frente a otra actividad eléctrica (cerebral, muscular, equipos)
y se consigue mediante la estimulacién repetida y el promedio de la respuesta sincronizada al

estimulo. Esta prueba resulta muy util puesto que los pardmetros determinados mediante la
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misma se encuentran muy afectados en ciertas alteraciones del desarrollo, el envejecimiento o

tras un dafio auditivo severo.

80 ok

a6l 2f4-f,

Emission Amplitude (dB SPL)

2 1 6 8 10 12 14 16 18 20
Frequency (kHz)

Figura 8. Espectro de la sefial acustica del canal auditivo de un ratén donde se muestran los
tonos primarios f1y f2 y el registro tipico de la emisién 2f1-f2. Imagen disponible en: (110).

Con los resultados de las DPOAES se puede obtener un registro frecuencial conocido
como DPgrama, que se basa en la representacion grafica de los productos de distorsion frente
a las diferentes frecuencias de estimulacién. En ocasiones también recibe el nombre de

"audiometria coclear objetiva".

Los animales se colocan en una caja de registro para DPOAES sonoamortiguada encima de
una almohadilla térmica. Para el registro se coloca una sonda con respuesta plana hasta 10 kHz
(ER10B+ Etymotic) en el interior del conducto auditivo externo derecho del animal. Se utiliza el
software SigGenRPTM (Tucker-Davis Technologies) y a través de dos altavoces magnéticos
insertos en la sonda se presentan dos tonos de estimulacién primarios (f1 y f2)
correspondientes a las frecuencias centrales 8, 10, 14, 18 y 22 kHz, adquiriendo una intensidad

decreciente, desde 80 hasta 30 dB SPL.

La respuesta acustica se registra por un micréfono MA3 contenido en la sonda y a
continuacién es amplificada, registrada, promediada y analizada con el software BioSigRPTM

(Tucker-DavisTM Technologies) (FIGURA 9).
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Figura 9. Prueba de DPOAE realizada con el programa BioSigRPTM. A) Espectro de DPOAEs. B) Detalle del espectro
considerado umbral. Los dos tonos primarios (Il y lll) y la sefial de DPOAE resultante en la frecuencia 2f1-f2 (I)
aparecen marcados.

Las pruebas de evaluacion neurofuncional no invasiva (ABR y DPOAES) se realizaron por
igual en todos los grupos del estudio tanto en el momento basal para confirmar la funcién
auditiva normal de los ratones antes de la exposicién a ruido. Y posteriormente se llevaron a
cabo en otros 3 momentos del estudio: 48-72 h post-ruido, a los 14 dias post-ruido y 28-30

dias post-ruido, para determinar la magnitud de la alteracién del umbral de audicién.

El desarrollo de DPOAES es de larga duracién, para evitar que los animales se despertaran
del efecto anestésico se seleccionaron unos ratones que fueron evaluados previamente con
una prueba de ABR que constaba solo del click y 3 tonos puros, en vez de la evaluacién con los
5 tonos como habiamos comentado en el apartado anterior, y posteriormente se les realizé el

test de DPOAES.

En el grupo | se realizaron en 6 ratones los ABR completos (click + 5 tonos) y en otros 6
animales se realizé un estudio de ABR parcial (clic + 3 tonos) junto con los DPOAES. Se decidid
realizar un ABR parcial, ya que al ser un estudio de larga duracidn se corria el riesgo de que los
animales despertasen y hubiera que volver a anestesiarlos. El ABR parcial ofrece la informacion
suficiente para continuar el estudio y evita una potencial pérdida de animales debida a la

doble anestesia.
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En el grupo Il se realizaron los ABR completos en 6 ratones y en 5 de ellos los ABR
parciales + DPOAES ya que uno de ellos fallecié durante la induccidn anestésica en el momento

basal.

En el grupo Il se llevaron a cabo los ABR completos en 6 ratones y cabe resaltar que en
otros 6 animales se realizé un ABR ampliado con 6 tonos en el que se incluyé el tono de 10 Hz,
para estudiar mejor si hay un dafo selectivo en esta frecuencia especifica del audiograma tras

someterse al ruido laser. También se realizaron en 6 animales del grupo los DPOAES.

En el grupo IV se realizaron los ABR completos en 3 ratones (ya que uno murid en la

induccion anestésica en el control post14 dias del ruido) y 4 ABR parciales + DPOAES.

3.4. EXPOSICION A RUIDO

Los ratones se colocan en una cadmara de ruido estando despiertos y sin ninguna sujecion

dentro de una jaula con espacio para cuatro ratones (FIGURA 10).

Figura 10. Imagen representativa de un sujeto del estudio dentro de la jaula de la cdmara de ruido.

Esta cdmara de resonancia es de fabricacion propia y estd especialmente disefiada para
que el campo acustico que se genera sea homogéneo y tenga unas caracteristicas espectrales y

espaciales especificas (109). La capacidad de emisién de la cdmara de ruido oscila en una banda

58



MATERIAL Y METODOS

frecuencial entre 2-30 kHz, proporcionando asi un nivel acustico medio-elevado con una

desviacidn cuadratica media-baja (109,111).

El estimulo de ruido se disefié con el software Wavelab Lite (Wavelab Lite, Steinberg

Media Technologies GMBH, Hamburg, Germany) y fue presentado a través de unos altavoces

KEF ® (109) (FIGURA 11).

Figura 11. Imagen de la cdmara de ruido utilizada en el experimento. Incluye una
jaula de colocacién del animal, una cdmara de video con visién infrarroja, un
amplificador multicanal, y unos altavoces. Siempre se utiliza un sonémetro y un
calibrador de sonido para comprobar y verificar la intensidad del ruido que se

aplica.

Todos los grupos, excepto al grupo control, se sometieron a un dafio acustico especifico
durante 30 minutos. A los ratones del grupo control se les introduce en la camara de ruido
pero sin estar expuestos acusticamente, para que las condiciones del estudio fueran
reproducibles en todos los ratones por igual y no incurrir en sesgos por si el estrés que

produce la estancia en la cdmara tuviera una repercusidn audiolédgica en los mismos.

Al segundo grupo de ratones se les sometid a una exposicion de un ruido discontinuo de

barrido senoidal (2-22 kHz) durante 30 minutos a una intensidad de 105 dB SPL.
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El tercer grupo experimental se sometid a la exposicion de un tipo de ruido con
caracteristicas distintivas al cual denominamos “laser”, es un ruido mas concentrado e incisivo
disefado para dafiar las células encargadas de percibir un rango frecuencial especifico. Es un
ruido continuo de barrido sinusoidal durante 30 minutos a una intensidad de 105 dB SPL que

solo produce un dafio selectivo comprendido entre 9-13kHz.

El cuarto grupo del estudio se expuso a un mayor traumatismo acustico al exponerles a un
ruido discontinuo de barrido sinusoidal (2-22 kHz) durante 30 minutos a una intensidad de 120

dB SPL.

3.5. MEDICION DE NIVELES DE IGF-1 EN SUERO

Para analizar el potencial valor prondstico de dafo celular que posee el IGF-1, se obtiene
sangre de los ratones, se realiza una centrifugacion a 3.000 revoluciones por minuto (rpm)

durante 15 minutos de la sangre obtenida y se extrae el suero de las muestras.

Posteriormente se mantiene en una cdmara fria a una temperatura de -80 2C. Mediante el
kit comercial OCTEIA Rat/Mouse IGF-| ELISA AC18PL se realiza un estudio de los niveles IGF1 en

suero mediante una técnica de ELISA.

El test se caracteriza por tener una sensibilidad definida como la concentracion
correspondiente a la media mas 2 desviaciones estandar de 20 replicados del calibrador cero,

de 63 ng/ml y una especificidad del 100%.

Las extracciones sanguineas se realizaron en tres momentos del estudio: basal, a los 14
dias y a los 28 dias. En el grupo control se llevaron a cabo las extracciones en estos 3
momentos. Se realizd el test de ELISA en 9 animales, ya que las demas muestras se
prescindieron de ellas por problemas técnicos en cuanto a poca cantidad sanguinea en la

extraccion, precipitacion y coagulacion en la centrifugacion.

Sin embargo en los tres grupos de ruido no se tomd la extraccion basal para evitar una
nueva anestesia a los animales y porque se estimd que la medicién de IGF-1 seria igual que en
el grupo control, ya que en ese momento no habian sufrido ninguna intervencion. EL niumero

de test de ELISA que se hicieron en el grupo de ruido a 105 dB SPL fue en 9 animales, y tanto
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en el grupo de ruido “laser” como en el de ruido a 120 dB SPL se realizaron en extracciones

procedentes de 6 animales, respectivamente.
Se utilizan dos técnicas distintas para la obtencidn sanguinea, que difieren en cuanto a la
localizacién donde se realiza la extraccién y en la cantidad de volumen que se obtiene de la

muestra:

3.5.1. Canto interno del ojo

Mediante la colocacién de una pipeta tipo Pasteur o tubo capilar de vidrio directamente
sobre el seno venoso orbitario que se encuentra en el canto interno del ojo del ratén se
extraen 0,2 a 0,4 ml de sangre (FIGURA 12). Para la extraccidn sanguinea, se coge al ratén del
cuello con suavidad y se introduce la pipeta en el canto interno del ojo medial al globo ocular
hasta palpar el reborde orbitario con la misma, en ocasiones se moviliza la punta hasta

conseguir que la sangre asciende por la pipeta por la accion capilar de la misma.

Figura 12. Imagen de extraccion sanguinea del canto interno del ojo de un ratén con

micropipeta tipo pasteur

El flujo de sangre puede ser detenido mediante la aplicacién de presion digital suave
sobre el tejido y se presiona sobre el parpado cerrado durante aproximadamente 30 segundos.
Las principales complicaciones de este método son las Ulceras corneales, queratitis, salida de

humor vitreo, proptosis, rotura orbitaria, incluso lesiones en el nervio dptico (112).

Por todas las complicaciones anteriormente comentadas, el muestreo secuencial no se

recomienda hasta que haya transcurrido por lo menos dos dias o como maximo una semana
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para que tenga lugar la reparacion de los tejidos periorbitarios. Esta técnica se ha utilizado

para el momento basal de extraccion y en el dia 14.
3.5.2. Puncidn cardiaca

Con la puncién cardiaca se puede obtener hasta 1 ml de sangre en funcidn del tamafio del
ratén y si el corazdén esta latiendo, aunque normalmente se suele obtener de 0.6 -0.8 ml

aproximadamente.

Las muestras de sangre se toman directamente desde el corazén, preferiblemente el
ventriculo izquierdo, ya sea por una toracotomia, desde el lado izquierdo del pecho, a través

del diafragma, o desde la parte superior del esternén (112) (FIGURA 13).

Figura 13. Imagen de extraccidn sanguinea a través de una puncidn cardiaca directamente sobre ventriculo

izquierdo (A) o mediante toracotomia (B).

Se necesita que el animal se encuentre profundamente anestesiado ya que la sangre debe
ser retirada lentamente para evitar el colapso del corazén. Para ello se coloca el animal en
decubito supino, se identifica la apdfisis xifoides y el espacio intercostal que se encuentra por
debajo del angulo recto que forma la flexiéon de la articulacion humeroradial izquierda; se
recomienda entrar con el bisel hacia arriba de una aguja intentando direccionarlo al dpex
cardiaco. Es importante que el movimiento del émbolo sea lento y a una velocidad periddica,

para evitar con ello la formacién de coagulos.
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Por motivos técnicos es preferible la obtencién directa de la sangre cardiaca coincidiendo
con las primeras 24-48 h tras la ultima exploracién neurofuncional, es decir, el dia 28, para

proceder inmediatamente con el sacrificio del animal.

3.6. ESTUDIO MORFOLOGICO

Para poder llevar a cabo el estudio morfoldgico se procedid al sacrificio de los animales,
dividiendo los sujetos del estudio en dos subgrupos equivalentes para hacer estudios de

histologia basica y estudios de recuento celular.

3.6.1. Histologia basica

Para realizar el estudio histoldgico se parte de la fijacidn del tejido por perfusion de los
animales, se sigue con la extraccion de las cdcleas y su montaje en bloques de gelatina, se
continda con la seccion seriada de las mismas y posteriormente se realiza una tincién de Nissl

de las secciones.

3.6.1.1. Perfusion y fijacion

Los animales son anestesiados mediante una inyeccidn intraperitoneal de 0,12
mg/g de pentobarbital sédico. Se realiza una incision inferior a la apdfisis xifoides del
esterndn y se elimina la piel de la zona toracica. Con ayuda de unas pinzas y tijeras
levantamos la fascia tordcica en la zona mds préxima a las uniones intercostales, con
cuidado de no dafiar la pleura y el pericardio, hasta tener completamente expuesto la

cavidad toracica.

Se realiza un corte en la auricula derecha, y colocamos una aguja en el ventriculo
izquierdo que se conecta a una bomba de perfusidn, la cual contendra un tampdn fosfato
salino (PBS) al 10%. Su perfusion a presién a través de la aorta buscara la eliminacién de la
sangre del lecho vascular del cuerpo (FIGURA 14). Se cambia el PBS de la bomba por

paraformaldehido al 4% pH 7,4 y se realiza una fijacién de los tejidos.
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F

Figura 14. Imagen representativa de técnica de perfusion tisular.

3.6.1.2. Extraccion coclear

Se decapita al ratdn y se realiza una incisién sagital a la mitad del crdneo y otros
dos cortes oblicuos a ambos lados pasando por encima de los pabellones auriculares. Se
retira el hueso con ayuda de unas tijeras y extraemos el encéfalo dejando toda la cavidad
craneal al descubierto. Se localiza el quiasma dptico y se hace un corte paralelo a él, para
encontrarnos lateralmente con las cdcleas, que son extraidas de los huesos temporales

(FIGURA 15).

Figura 15. Vision cenital de ambos huesos temporales y quiasma 6ptico.
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3.6.1.3. Postfijacion
Las cécleas extraidas son fijadas en paraformaldehido al 4% y descalcificadas en
EDTA 0,8 M pH 6,5 durante una semana a 42 C en agitacidn, cambiando la solucién de

acido etilendiaminotetraacético (EDTA) cada 2-3 dias.

3.6.1.4. Inclusién y corte
Las muestras fijadas y descalcificadas se incluyen sobre unos moldes de corcho en
unos blogues de gelatina a una concentracidn del 10% junto con un 15% de sacarosa. Se

conservan a una temperatura de 42 C hasta que se solidifica.

Posteriormente se realizan secciones seriadas de 10 um con un criostato a lo largo
del eje longitudinal de la cdclea (mediomodiolares) que sirven para el estudio anatémico y

la citoarquitectura del OC (113).

3.6.1.5. Tincion

Se utiliza el método de Nissl con cresil violeta al 1% para hacer observaciones
morfoldgicas, estructurales y cualitativas en el microscopio dptico. La tincion de cresil
violeta al 1% se hace sobre las secciones ya montadas, previamente las muestras fueron
deshidratadas con etanol a concentraciones crecientes (70,96 y 100 %) durante 15
segundos respectivamente y posteriormente son cubiertas utilizando Depex como medio

de montaje.

Sobre estas secciones se estudid la morfologia coclear mediante un microscopio
Axiophot Zeiss con camara digital Olympus DP70. Se tomaron fotos con los objetivos de
4X, 20X, 40X y 63X usando los mismos pardmetros de iluminacién para cada objetivo y

capturadas mediante el software DPController (v.1.1.1.65, Olympus Optical).

Posteriormente se utilizd el software informatico Photoshop CS4 (versién 11,
Adobe systems) para el procesamiento final de las fotos, sin aplicar ninguna manipulaciéon
selectiva de las imagenes mas alla de la eliminacion de artefactos fuera de las areas de

interés. Se estudid un oido por cada grupo del estudio.
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3.6.2. Recuento celular

Se sacrifican los animales mediante una dislocacién cervical tras haber aplicado una
sobredosis de pentobarbital sddico inyectada intraperitonealmente. Posteriormente se separa
la cabeza del resto del animal utilizando unas tijeras. Una vez hecha la decapitacién, se coloca
la cabeza en posicidn ventral, se introduce la tijera dentro de la cavidad oral y se realizan dos
cortes oblicuos a través de la mandibula para retirar el maxilar inferior del ratén. A
continuacién se realiza un corte sagital de la cabeza desde el inicio de la médula hasta la
mandibula. El corte se realiza por la linea media; cada una de las mitades obtenidas se
deposita en un disco de cultivo, convenientemente marcado como oido derecho (OD) y oido
izquierdo (Ol). En estos discos se procede a la diseccién del oido interno, bajo una lupa de
diseccion (LEICA MZ8), acoplada a una fuente de luz fria (Schott, KL 1500 electronic). A partir

de aqui todos los pasos se realizan utilizando la lupa de diseccion.

3.6.2.1. Exéresis coclear

Se disecan todas las partes blandas hasta llegar al oido medio. Se identifica la
bulla, la porcién cartilaginosa del conducto auditivo externo (CAE) y los conductos
semicirculares. Para este proceso se utilizan unas pinzas de diseccidon para sujetar de
forma estable el hueso temporal y permitir asi hacer un corte sagital desde el orificio de la
bulla hasta su porcidn distal, posteriormente se retira la cubierta ésea de la bulla,
dejandose ver debajo la cdclea. A continuacién, debemos identificar la ventana oval y la
ventana redonda; en ocasiones hay que retirar porciones del laberinto dseo y restos de
cadena osicular para dominar completamente ambas ventanas. Con una aguja de 0.4 x 13
mm de didmetro 27G %, dispuesta en una jeringuilla de 1 ml de volumen, se rasga el
tejido para unir la parte basal de la ventana oval y la ventana redonda. Con la misma aguja
se hace un orificio en el dpex y posteriormente a través del orificio interventanal se
afiaden unos 300 pl de fijador (4% de paraformaldehido diluido en PBS a un pH de 7,4)
para que difunda desde la porcidn mdas basal por todas las espiras de la céclea para
terminar saliendo por el orificio del dpex. A medida que circula el fijador por toda la

cOclea y ésta va adquiriendo una coloracién transparente (FIGURA 16).
3.6.2.2. Descalcificacion coclear

Las cdcleas se fijan en un tubo de 15 ml tipo Falcon al que previamente se le ha

anadido 5 ml de paraformaldehido al 4% y se postfian durante 24 h a 4¢°C.

66



MATERIAL Y METODOS

Posteriormente se retira el fijador del tubo y se afladen 5 ml de 10% de EDTA en agua
destilada pH 6.3 durante 4 a 6 dias a 49C, para conseguir descalcificar el laberinto dseo de
la coclea y obtener una consistencia eldstica y gelatinosa de la misma. Se recomienda
cambiar el liquido de EDTA cada 2 dias. Transcurrido este tiempo de descalcificacion, se

lavan las cocleas en una solucidon de PBS dos veces 15 minutos.

Figura 16. Exéresis coclear. Se realiza un corte sagital de la hemicabeza del ratéon (a).Se asila el oido medio e

interno del hueso temporal( b). Se aisla y reseca la bulla timpanica, junto con la cadena osicular hasta identificar la
coclea (c-e). Se comunica la ventana oval y redonda (f) y se realiza una puncidn en el apex coclear (g),

posteriormente se difunde paraformaldehido al 4%(h).

3.6.2.3. Exéresis del érgano de Corti

Utilizamos una placa de cultivo P60 cubierta de gelatina negra, el proceso se
realiza bajo la lupa de diseccidn. Con unas microtijeras finas de punta recta o con un
bisturi de facoemulsificacién tipo “CRESCENT” biselado y angulado, se van haciendo
cortes oblicuos a ambos lados de la cdclea para retirar el laberinto dseo que rodea a la
coclea. Con la ayuda de unas pinzas de diseccién se hace una limpieza de los restos de

partes blandas y se retira el tejido de la parte basal de la céclea. Con una jeringuilla de 1
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ml se hace un agujero o pequefia incision en la membrana tectoria de la parte apical de la
coclea para poder ir separando el laberinto éseo del membranoso. A través de este
orificio se empiezan a retirar con cuidado los restos de cubierta de la capsula dtica con

cuidado de no romper las CC.

Una vez retirada la membrana tectoria, realizamos un corte entre la espira media
y la espira basal, de esta forma obtenemos dos partes, una que contiene
aproximadamente el apex y la media, y otra parte donde encontramos la base (FIGURA
17). Cada una de estas partes se coloca en un pocillo de una placa multipocillo de 72
pocillos (Nunclon Delta Surface), que a su vez contiene 15 ul de PBS y se conserva a 49C

en una placa de cultivo P-150 realizando una cdmara humeda con agua.

3.6.2.4. Tincion del drgano de Corti

Para la tincién de las muestras, se utiliza la placa multipocillo durante todo el
proceso (FIGURA 18). Se extraen con una jeringuilla de 1 ml el PBS de los pocillos en los
gue se encuentra embebido el OC. Posteriormente se afiaden 15 pl de Triton 0.5% (Triton
X-100, SIGMA-ALDRICH) en PBS, con el objetivo de permeabilizar las membranas
celulares. Se mantiene la permeabilizacidon durante 15 minutos a temperatura ambiente y

en agitacion.

A continuacidn, incubamos con faloidina (Alexa Fluor R 488 phalloidin, Invitrogen)
a una concentracién 1:1000 en PBS+Tritén 0,05% durante una hora a temperatura
ambiente y en agitacidn. La faloidina se utiliza como marcador de las CC, ya que se une a

la F-actina que se encuentra en los estereocilios de las CC (114).

A partir de este momento todas las muestras que se manipulan deben estar

cubiertas con papel de plata, para evitar que se pierda la fluorescencia.

Una vez finalizada la incubacion con el anticuerpo se lavaron las muestras con PBS

a temperatura ambiente y en agitacion durante 3 veces consecutivas.
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Figura 17. Exéresis del OC. La cdclea se descalcifica con EDTA durante 5 dias (a). Se diseca, se aisla el laberinto

membranoso (b) y se divide en 2 porciones: apex-media (c) y base (d).

Figura 18. Placa multipocillo donde se realiza la tincién del OC. Porcidén apex-media (A) y porcion basal (B).
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3.6.2.5. Montaje

Se utilizan portaobjetos Menzel-Glaser (Thermo Scientific) con cavidades de 5 mm
de didmetro y recubrimiento epoxidico, para poder mantener la posicion en que fueron
colocadas las muestras tras la diseccién. Los portaobjetos se marcan con dos circulos con
un boligrafo PAP-PEN y se afiade Vectashield (Vector,REF H-100) como medio de montaje
para fluorescencia que contiene DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (DAPI FluoroPURE TM
grade, Invitrogen). En cada gota de Vectashield con DAPI colocamos por un lado la seccidon
de cdclea del apex y la espira media y por otro lado la seccidn de espira basal. Es
importante colocar bien las secciones para que no quede ningun resto de membrana
tectoria que pueda interponerse sobre las células ciliadas y dificultar el recuento de las
mismas. Concluimos el procedimiento de montaje colocando un cubre de 24x60 mm?

sobre el porta y aplicando esmalte de ufias transparente para sellar toda la preparacion.

En el grupo control, el grupo de ruido a 105 dB SPL y el grupo de ruido “laser” se
realiza el estudio de recuento celular en los dos oidos de 6 animales (12 cécleas),
correspondientes a cada grupo. Sin embargo, en el grupo de ruido a 120 dB SPL se llevd a
cabo solo en 4 animales, y se llegaron a montar 7 cdcleas, ya que al realizar la exéresis del
organo de Corti del oido derecho de uno de los animales se destruyeron parcialmente

tanto el dpex como la base.

3.6.2.6. Estereologia
Una vez se tienen todas las muestras tefidas y montadas, se procede a realizar

un recuento de las CCE y CCl del OC a través de un método de recuento estereoldgico.

La estereologia es una ciencia matematica basada en estadistica y geometria
estocdstica y ofrece herramientas eficientes para la estimacion de parametros
geométricos como el volumen, el area, la longitud o el nimero de objetos en tejidos
tridimensionales contenidos en un drgano a partir de medidas hechas en secciones
bidimensionales. Para esto, es necesario realizar un muestreo adecuado que evite el
sesgo a la hora de elegir las secciones o campos de analisis y el uso de sondas geométricas
superpuestas a las secciones que sean apropiadas para la estructura que se quiere estimar
(115,116). El método estereoldgico usado fue adaptado en este caso a un tejido montado

en plano y por tanto bidimensional.
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Para ello, utilizamos un microscopio Olympus BX51 conectado a una videocamara
Olympus DP70 y a una fuente de luz ultravioleta (Olympus U-RFL-T), que permite capturar
imagenes que se proyectan en un monitor de alta resolucién (Eizo FlexScan L887) con una
magnificacién final de 1656x, todo ello estd integrado en el software estereolégico CAST-

GRID (v.2,3,2,0; Visiopharm) (117).

El software CAST-GRID permite definir dreas de estudio, crear regiones y realizar
un muestreo aleatorio sistematico y asi poder estudiar la densidad de CC en los disectores

delimitados. Para ello se siguen los cuatro pasos siguientes:

3.6.2.6.1. Delimitacion de sectores en la region de interés

Se toma una fotografia de las dos partes separadas diseccionadas (dpex-
media y base) de la cdclea que han sido tefiidas y montadas previamente, y se
realiza una delineacion con el programa CAST a lo largo de nuestro espacio de
interés, la llamada “franja estereociliada” (que es el area subtendida por las 3 filas
de CCE vy la fila de CCI). En esta franja corresponderia a la porciéon sensorial
germinativa del epitelio coclear, y representaria las zonas yuxtapuestas de los
espacios conocidos como greater epithelial ridge (GER) y lesser epithelial ridge

(LER) (FIGURA 19).
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Figura 19. Epitelio sensorial del coclea. A): imagen de microscopia interferencial (Nomarski) del epitelio
sensorial de un 6rgano de Corti en desarrollo. Se muestra la escala timpanica de la espira basal, donde se
aprecia la greater epithelial ridge (GER), la lesser epithelial ridge (LER) y, como una parte yuxtapuesta de ellas,
la region de las células ciliadas (HCR). Barra de escala 50 um. B): Dibujo de representacion esquemadtica
donde se ven las relaciones de las células ciliadas externas (OHC) e interna (IHC) con GER y LER. Imagen

disponible en: (118).
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Posteriormente usando el software de disefio grafico Corel Draw se
procedid manualmente a la divisidn artificial de esta area en porciones de tamafio
semejante, equivalentes cada una al 5% de la longitud total de la cdclea,
basandonos en el cocleograma de ratdn descrito por Viberg y Miiller (119) (FIGURA
20). Esta division se realiza mediante una regla flexible para curvas implementada
a partir de medidas de la longitud total de cécleas de ratones de estirpe CBA

(FIGURA 21).

A Mouse (CBA/CaJ), Basilar Membrane Length 5.7 mm
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Figura 20. A. Cocleograma de ratdn CBA y escala frecuencial en mm del 100 % de coclea de acuerdo a la
extrapolacion de Miiller et al 2004. Imagen disponible en: (119). B. Reconstruccidn coclear de un animal del

estudio y esquema de correlacién frecuencial con la distancia en porcentaje desde el dpex.
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Figura 21. Imagen del OC con microscopio Olympus BX51 de la divisién en sectores equidistantes al 5% de

las regiones apex-media A) y base B).

3.6.2.6.2. Muestreo de sectores
Utilizando como patrén las lineas de separacion establecidas sobre el area
de interés, se delinearon estos mismos sectores mediante el equipo de

estereologia arriba descrito con la muestra ya colocada en el microscopio.

Sobre cada uno de los sectores aplicamos un muestreo aleatorio
sistemdtico, usando como intervalos constantes de muestreo los parametros dx=
225 um y dy= 175 pum. En cada sitio de muestreo se superpone una reticula de
recuento compuesta por 12 marcos insesgados, cada uno con un area de 1.485

um?, con un area de guarda de 17.825 um?, que serviran como disectores en 2D.

Se delimita asi de forma insesgada un espacio de recuento que permite
hacer una estimacién del nimero de CCE y CCl que se encuentran en el drea de
referencia representada por los disectores. Las posicion aleatoria de los disectores
sobre las regiones de interés, pero la disposicion regular (sistematica) de los
mismos entre si, garantizan que las células que se cuenten hayan sido
muestreadas de forma uniforme-aleatoria (muestreo sistematico con comienzo
aleatorio) a lo largo de todos los sectores del total de longitud de la céclea que
pudo ser recogida, habitualmente entre el 75% y el 80% de su extensidn total

(FIGURA 22).
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Figura 22. Imagen representativa del software CAST, donde se ve como pueden definir areas, regiones y realizar un
muestreo aleatorio (a).Vision instantanea de los puntos de recuento del muestreo aleatorio para estimar la

densidad de poblacidn de las células ciliadas en la regién apex-media (b) y base (c).

3.6.2.6.3. Recuento celular

Las medidas estereoldgicas se llevaron a cabo utilizando como unidades
de recuento los penachos ciliares intensamente fluorescentes (por el marcaje con
faloidina) de las CCl y CCE, al no existir ambigliedad en la relacidn univoca entre
cada penacho y una unica célula del que emerge. Se establece la regla de
recuento insesgado, es decir, no se cuentan aquellas células que estén en
contacto con las lineas de exclusién (izquierda e inferior), mientras que aquellas
células que estén en contacto con las lineas de inclusidn (superior y derecha) si se
contaran, asi como todas aquellas células comprendidas en el area de referencia

del disector (FIGURA 23).

3.6.2.6.4. Recogida de datos
Todos los datos numéricos cuantitativos se recogen en una base de datos
de Excel (versiéon 2007), para poder obtener asi una estimacién de la densidad

celular del OC (FIGURA 24).
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\: References

Figura 23. Imagen del OC con tincidn de faloidina a) dpex-media b) base (Objetivo de 4x) Imagen representativa de
la cuantificacidn celular con software CAST. Disectores de recuento c y d) donde se aprecia el marco de referencia,
area de células ciliadas y su relacién con las lineas de inclusidn y exclusion. (Objetivo de 40x) Barras de escala: a-b:

500 pm, c-d: 100 um.

La densidad por drea de CCE y CCl se estimd separadamente para cada
una en base al algoritmo esterolégico aplicado a cada sector:
Nece = Qcce /3 adisector
Near = 2Qcar/ Yadisector
donde ‘N¢ee™ v ‘N’ es la densidad de CCE y CCl respectivamente por unidad de
area, SQcc’ ¥ SQc’ es la sumatoria del nimero de CCE o CCl contadas en los
disectores en los campos muestreados en cada sector, y ‘Sagisector €S la sumatoria

del numero de esquinas que coinciden con el drea de referencia multiplicada por
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el drea que representa una esquina (area total del disector/4). Los resultados de

esta estimacion fueron expresados como niimero de células/1000 um?.

Como medida aproximada de la precision del estimador de densidades
usado, se estimod a su vez el coeficiente de error (CE) medio para cada céclea (ver

apartado 3.7.).

MUESTR 33610 Denz0ll DenzMM! DenzOl MUESTR [3361R DenzOll DensMH! DensOLl
& [defirit) |RF IHC OHC  |Denslhh T 000um2 THOOOU i [definit] | RF IHC OHC  |DenshN T 000um2 THODOU
alfamel= 85 umZ alframel M85 um2

aloamerk 37125 um alcomer): 37125 um2

rlfameslscreen)= 12 riframeslscreen)= 12

didye 225,175 um ded= 225,175 um

SECTOR o 4 § Wo1sHT 58T 45 0B SECTOR T f f #1307 330 350 689
3 5 13 4 1 11

SECTOR|  10% § 1 S 24557 5364 BEl MdS SECTOR| 0% 3 5 A 1em" 450 40 2R
5 12 i 2 4 14
3 3 3

SECTOR|  18% § 12 A 22007 4600 53 1239 SECTOR|  #M 5 3 B 1meT 300 41\ 608
4 0 ] 4 5 14

Figura 24. Imagen representativa de una de las hojas de recuento de la base de datos.

3.7. ESTADISTICA

Los datos obtenidos de las pruebas de ABR y DPOAES se analizaron usando SPSS v15.0
software. En primer lugar se utiliza el procedimiento para modelos lineales mixtos con efectos
fijos y medidas repetidas en las condiciones estudiadas (condicién control, condicién ruido 105
dB SPL, condicion ruido “laser”, condicién 120 dB SPL). El modelo lineal mixto permite

especificar interacciones entre factores, lo que permite identificar si la combinacion de
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factores tiene un efecto lineal en la variable dependiente. En resumen, da un efecto global de

los factores elegidos en las condiciones estudiadas.

Los resultados son considerados significativos con p< 0,05, y se expresan en el texto como

media * error estandar (SEM).

Los datos de medicion en suero de IGF-1 mediante el kit de ELISA se analizaron mediante

un test de correlacién de Pearson., considerando una significacién estadistica de p< 0,05.

La prediccion del coeficiente de error (CE) como medida de precisién de las estimaciones
de densidades numéricas de CC por sectores se hizo siguiendo la aplicacion de Larsen al
recuento en 2 dimensiones del nUmero de axones en un nervio cortado, por la similitud del
problema planteado en ese estudio con el nuestro (120). Para comprobar si la distribucién de
las células por conjunto de disectores en cada sector fuera de tipo aleatorio (Poisson),
comparamos la varianza de la estimacién de densidades de recuento por cada pantalla (con 12
disectores) con la densidad media de células por pantalla en todos los animales, comprobando
que la primera era inferior a la segunda tanto en los casos control como en los experimentales
con dafio de CC. Esto sugiere que la distribucidon se ajusta al modelo Poisson, por lo que

podemos predecir el CE mediante la siguiente ecuacion:
1
VL@

en la que Q representa la densidad obtenida en cada pantalla y sf es la fraccion muestreada del

CEW,) = (1—5f)

area total de interés. Esta fraccion fue aproximadamente del 35% en todos los casos. El CE asi
estimado oscild entre el 3% y el 4,4%, lo que indica un alto nivel de precisién en el método

empleado.
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4. RESULTADOS
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4.1. EFECTO DE LA EXPOSICION A RUIDO EN LA FUNCION
AUDITIVA

4.1.1. Estudio comparativo de los umbrales auditivos y audiogramas tras exposicion a ruido

Analizamos a partir de las pruebas de ABR, la evolucién del umbral auditivo tras
exposicidn a ruido, en respuesta a un estimulo tipo click en los cuatro grupos a lo largo del

ensayo (TABLA 2).

Tabla 2. Umbral tras estimulacion tipo click. Se reflejan los umbrales medios en diferentes tiempos, basal y 2, 14

y 28 dias tras la exposicién a ruido en los 4 grupos integrantes del estudio (d: dias, SD: desviacion estandar).

MOMENTO GRUPO Minimo Madximo Media SD
CONTROL 15 20 15 1
RUIDO 105 dB 15 30 17 5
RUIDO 120 dB 15 20 16 2
LASER 15 20 16 2
CONTROL 15 15 15 0
RUIDO 105 dB 60 70 69 4
RUIDO 120 dB 45 90 72 14
LASER 60 80 70 8
CONTROL 15 20 16 2
RUIDO 105 dB 60 80 70 6
RUIDO 120 dB 70 90 80 9
LASER 50 80 65 8
CONTROL 15 20 15 1
RUIDO 105 dB 60 80 70 10
RUIDO 120 dB 60 80 70 10
LASER 50 80 63 9

El grupo control mantiene umbrales auditivos por debajo de los 20 dB SPL en todos los
tiempos. El estudio estadistico, con anadlisis de medidas repetidas, refleja diferencias

estadisticas altamente significativas con respecto a los otros tres grupos.

Los grupos expuestos a ruido evolucionan de manera muy similar, especialmente en el
momento inmediatamente posterior a la exposicion a ruido. El estudio estadistico revela sin

embargo que existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de ruido 120
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dB SPL y los grupos ruido 105 dB SPL (&, p= 0.026) y ruido “laser” (###, p= 0.000). No se
encuentran diferencias al comparar el umbral auditivo entre el grupo de ruido 105 dB SPL y el
grupo ruido “laser”. El grupo expuesto a este ruido “laser” presenta una tendencia a mejorar
al final del ensayo, pero sin presentar diferencias significativas con los otros dos grupos de
ruido. Si se realiza una gradacién del dafo en funcidn de los grupos se veria que el ruido 120

dB SPL es el mas lesivo, seguido del ruido 105 SPL y ruido “Iaser” (FIGURA 25).
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Figura 25. Representacién de la evolucién del umbral tras estimulacién tipo click en los grupos del estudio en el
momento basal, y 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 (PR 28d) dias tras la exposicion a ruido. Se encontraron diferencias
estadisticas en PR 2d, PR 14d y PR 28d entre el grupo control y el resto de grupos (***, p=0.000). Existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de ruido 120 dB SPL y los grupos ruido 105 dB SPL (&&, p=
0.026) y ruido “laser” (###, p= 0.000). Al final del ensayo también se aprecian diferencias estadisticas entre el grupo

de ruido 120 dB SPLy el ruido “laser” (##, p= 0.031).

El estudio comparado de la evolucidon de los umbrales auditivos con el tiempo ofrece

diferencias adicionales entre los grupos experimentales que se detallan a continuacion:
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e Momento basal: los audiogramas son muy similares para los cuatro grupos, con
umbrales en el rango de la normoaudicion y con una ligera elevacién en las

frecuencias mas altas. No se encontraron diferencias significativas entre grupos

(FIGURA 26).
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Figura 26. Audiograma en el momento basal. Se representan los valores promedio (media + SD) de los umbrales
auditivos para los tonos analizados en los diferentes grupos experimentales, en el momento basal. Se
encuentran umbrales muy semejantes en todos los grupos respuesta a estimulos con los tonos 8, 16 y 20 kHz.
Sin embargo, en respuesta a tonos de 28 y 40 kHz el umbral puede llegar hasta 25 dB SPL sin encontrar

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (SD: desviacion estandar).

e 2 dias (PR 2d): A los dos dias de la exposicion a ruido se observa un marcado
incremento de los umbrales auditivos para todos los tonos y en todos los grupos
expuestos a ruido, manteniendo el grupo control valores similares a los del momento
basal (20 dB SPL). El grupo control presenta diferencias estadisticas altamente

significativas con respecto a los tres grupos expuestos a ruido (FIGURA 27).
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El audiograma de los animales del grupo ruido 120 dB SPL presenta un mayor
incremento de los umbrales auditivos que el grupo ruido 105 dB SPL, existiendo
diferencias estadisticamente significativas entre ambos para todas las frecuencias.
Resulta destacable como el ruido “laser”, pese a tener menor intensidad y rango de
frecuencias que el de 120 dB SPL produce un dafo similar y mantiene similares

diferencias estadisticas con respecto al grupo de ruido 105 dB SPL.
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Figura 27. Audiograma a los 2 dias de la exposicién al ruido. Se representan los valores promedio (media + SD) de
los umbrales auditivos para los tonos analizados en los diferentes grupos experimentales. El grupo control se
mantiene y presenta diferencias estadisticas altamente significativas (###, p=0.000) con respecto a los tres grupos
expuestos a ruido en cada una de las frecuencias estudiadas (8, 16, 20, 28 y 40 kHz). El grupo de ruido 120 dB SPLy
de forma destacable el grupo de ruido “laser” presentan unos umbrales mas elevados que el grupo de ruido 105 dB
SPL, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ambos (***, p=0.000 y &&&, p=0.000

respectivamente) (SD: desviacidn estandar).

e 14 dias (PR 14d): En este momento existen importantes variaciones en el umbral. Los
animales expuestos a ruido “laser” experimentan una notable recuperacion de sus

umbrales, alcanzando valores similares a los del grupo de ruido de 105 dB SPL, sin
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diferencias significativas entre ellos. Pero, si se encuentran diferencias entre el grupo
expuesto a 120 dB SPL entre las frecuencias de 16 y 40 kHz, ya que mantiene los
umbrales auditivos elevados, en relaciéon con los otros dos grupos de ruido. El grupo
control se mantiene estable con diferencia estadistica con el resto de grupos (FIGURA

28).
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Figura 28. Audiograma a los 14 dias de la exposicion al ruido. Se representan los valores promedio (media + SD)
de los umbrales auditivos para los tonos analizados en los diferentes grupos experimentales. El grupo control se
mantiene y presenta diferencias estadisticas altamente significativas en 8, 16, 20, 28 y 40 kHz (###, p=0.000)
con respecto a los tres grupos de ruido. Los animales expuestos a ruido “laser” presentan una recuperacion de
sus umbrales, alcanzando valores similares a los del grupo de ruido de 105 dB SPL, sin encontrar diferencias
significativas entre ellos. Sin embargo, el grupo de ruido 120 dB SPL mantiene los umbrales elevados y se
encuentran diferencias entre las frecuencias de 16 y 40 kHz, en relacidn con los otros dos grupos de ruido (***,

p=0.000; **, p=0.025; *, p=0.041) (SD: desviacion estandar).

e 28 dias (PR 28d): Al finalizar el ensayo los animales expuestos a ruido de intensidad de
120 dB SPL también muestran cierta recuperacién, pero sin llegar a acercarse a los

umbrales de los grupos expuestos a 105 dB SPL. Existen diferencias estadisticamente
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significativas entre los animales del grupo de ruido 120 dB SPL y ruido 105 dB SPL y asi
como con los del grupo de ruido “laser”. El grupo control se mantiene estable con

diferencias estadisticamente significativas con el resto de grupos (FIGURA 29).
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Figura 29. Audiograma a los 28 dias de exposicion al ruido. Se representan los valores promedio (media * SD)
de los umbrales auditivos para los tonos analizados en los diferentes grupos experimentales .El grupo control se
mantiene y presenta diferencias estadisticas altamente significativas en todas las frecuencias (8, 16, 20, 28 y 40
kHz) estudiadas (###, p=0.000) con respecto a los tres grupos de ruido. Al finalizar el ensayo el grupo de 120 dB
SPL muestran una leve recuperacion en los umbrales auditivos. Existen diferencias estadisticamente
significativas entre los animales del grupo de ruido 120 dB SPL y ruido 105 dB SPL (***, p=0.007;**, p=0.02) y
asi como con los del grupo de ruido “laser” (&&&, p=0.000; &&, p=0.021) (SD: desviacion estandar).

Para el estudio en profundidad de la relacion entre la alteracién funcional observada en
la prueba de ABR vy el dafio estructural cuantificado mediante recuento de CC, se realiza un
audiograma mds completo en los animales del grupo expuestos a un ruido “laser” con rango

de frecuencias restringido (8-13 kHz en lugar de 2-20 kHz). En estos audiogramas especificos
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se incluyeron también las frecuencias de 4 y 10 kHz, ademds de las anteriormente estudiadas

(8, 16, 20, 28 y 40 kHz).

Se puede observar un marcado aumento de los umbrales auditivos tras la exposicién a
ruido, especialmente para la frecuencia 10 kHz, cuyo desplazamiento del umbral promedio es
de 59 dB SPL. Este “pico de daio” alrededor de la frecuencia 10 kHz se mantiene a lo largo del
ensayo. A las dos semanas de la exposicidn a ruido, los animales del grupo del ruido “laser”
presentan cierta recuperacién de los umbrales auditivos, pero esta disminucion de los
umbrales es menor para las frecuencias 8 y 10 kHz que para las frecuencias inmediatamente

inferior y superior (4 y 16 kHz) (FIGURA 30).
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Figura 30. Evolucion del audiograma en el grupo de ruido “laser” en el momento basal y a los 2 (PR 2d), 14 (PR
14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion al ruido Se observa un aumento de los umbrales auditivos en los
diferentes momentos de exposicion a ruido, con diferencias significativas respecto al momento basal en todas
las frecuencias, especialmente a los dos dias de exposicion al ruido (***, p=0.000). A las 14 y a los 28 dias tras
la exposicion a ruido, existe una cierta recuperacién de los umbrales auditivos, la disminucidn de los umbrales

es menor para las frecuencias 8 y 10 kHz (##, p=0.002).
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4.1.2. Estudio comparativo de los umbrales auditivos en respuesta a estimulacién con tono

uros

Se estudia la evoluciéon de los umbrales auditivos para los tonos puros (8, 16, 20 y 40 kHz)

que fueron presentados a lo largo del ensayo en los diferentes grupos (TABLA 3).

Tabla 3. Umbral auditivo promedio de los tonos puros analizados en los diferentes grupos y momentos del
experimento. Se reflejan los umbrales promedios (media + SD) en diferentes momentos (basal, 2,14 y 28 dias) de
la exposicion a ruido en los 4 grupos del estudio en funcidon de los distintos tonos puros utilizados (8, 16, 20, 28 y 40

kHz) (d: dias, SD: desviacion estandar).

FRECUENCIA kHz
MOMENTO GRUPO 8 16 20 28 40

CONTROL 2040 2040 20+0 2010 2020
RUIDO 105 dB 2040 2040 20+0 2142 23+4
RUIDO 120 dB 21+02 2040 20+0 20+0 2243
LASER 2010 2010 20%1 23#3 25%2
CONTROL 2040 2040 20+0 20+0 20+0
RUIDO 105 dB 62+7 55+4 5743 62+4 6748
RUIDO 120 dB 6749 7249 76+10 7748 84+8
LASER 7248 75411 7348 7846 82+4
CONTROL 2040 2040 20+0 20+0 2243
RUIDO 105 dB 58+7 55+4 5846 5946 6845
RUIDO 120 dB 7046 6748 7545 8046 82+4
LASER 63+13 55+11 59+11 65+9 7046
CONTROL 2343 2343 2743 2743 2942
RUIDO 105 dB 6246 5745 5845 61+4 7045
RUIDO 120 dB 61+9 60+14 64+15 70£12 74+13
LASER 58+13 5549 60+9 6546 7148

El andlisis de medidas repetidas encuentra diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo control y el resto (###, p=0.000), pero también entre grupos de ruido para los

diferentes tonos como queda reflejado en la siguiente figura (FIGURA 31a-e).

e Tono 8 kHz: Se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR

28d) de la exposicion (p=0.000). Existen diferencias estadisticamente significativas
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globales entre el grupo de ruido 105 dB SPL y ruido 120 dB SPL a los 2, 14 y 28 dias de
la exposicion al ruido (p=0.047), con valores de umbral mas altos para el segundo. Esa
diferencia se detecta cuando se comparan los grupos momento por momento,
encontrando significacién estadistica al comparar en el PR 2d el grupo de ruido 105 dB

SPLy el ruido “laser” (p=0.002) y entre ruido 105 dB SPL y ruido 120 dB SPL (p=0.003).

Al igual que veiamos anteriormente, en el grupo de ruido “laser” llama la atencién la
subida del umbral en el momento PR 2d, para posteriormente en el PR 28d tener un

descenso mas acusado en relacidn con los tres grupo de ruido (FIGURA 31a).

8 kHz ' CONTROL
RUIDO 105 dB
80— (] RUIDO LASER
' RUIDO 120dB
—_ #
5 601
m i
% * %k k
e &&&
§ 40
o
=
=]
P Hit#
20
0 I | | |
Basal PR 2d PR 14d PR 28d
TIEMPO

Figura 31a. Evolucion del tono 8 kHz en los diferentes grupos del estudio. Se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14
(PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion (###, p=0.000). Existen diferencias estadisticamente significativas
globales entre el grupo de ruido 105 dB SPLy ruido 120 dB SPL a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d)
de la exposicién al ruido (#, p=0.047), con valores de umbral mas altos para el segundo. Esa diferencia se
detecta cuando se comparan los grupos momento por momento, encontrando significacion estadistica al
comparar en el PR 2d el grupo de ruido 105 dB SPL y el ruido “laser” (***, p=0.002) y entre ruido 105 dB SPL
y ruido 120 dB SPL (&&&, p=0.003). [Los simbolos de significacion lateral hacen referencia a las diferencias
estadisticas a los 2, 14 y 28 dias de exposicidn, en los respectivos grupos. Esta nomenclatura se mantiene en

el resto de las figuras, siempre que aparezcan diferencias estadisticas globales].
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e Tono 16 kHz: Se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR
28d) de la exposicion (p=0.000). Las diferencias significativas aparecen de forma global
si se hacen comparaciones entre grupos dos a dos, entre ruido 120 dB SPL y ruido 105
dB SPL (p=0.000), ruido 120 dB SPL y ruido “laser” (p=0.006) y entre ruido 105 dB SPLy

ruido “laser” (p=0.012) a los 2, 14 y 28 dias de la exposicion al ruido.
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Figura 31b. Evolucién del tono 16 kHz en los diferentes grupos del estudio. Se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14
(PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion (###, p=0.000). Las diferencias significativas aparecen de forma
global si se hacen comparaciones entre grupos dos a dos, entre ruido 120 dB SPL y ruido 105 dB SPL (***,
p=0.000), ruido 120 dB SPL y ruido “laser” (&&&, p=0.006) y entre ruido 105 dB SPL y ruido “laser” (AAA,
p=0.012) a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion al ruido. Se aprecian diferencias
especificas segin el momento del ensayo: PR 2d entre el grupo ruido 105 dB SPL y el resto de grupos (***,
p=0.000 vs. grupo 120 dB SPL; &&&, p= 0.000 vs. ruido “laser”), en el PR 14d entre el grupo ruido 105 dB SPLy
grupos 120 dB SPL (***, p=0.004) y entre grupo ruido 120 dB SPL y ruido “laser” (##, p=0.021). Esta misma

diferencia entre grupos la encontramos en el PR 28d (ruido 120 dB SPL vs. ruido “laser” *, p=0.049).
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También apreciamos diferencias especificas segin el momento del ensayo: PR 2d
entre el grupo ruido 105 dB SPL y el resto de grupos (vs. grupo 120 dB SPL, vs. ruido
“laser”; p=0.000), en el PR 14d entre el grupo ruido 105 dB SPL y grupos 120 dB SPL
(p=0.004) y entre grupo ruido 120 dB SPL y ruido “laser” (p=0.021). Esta misma
diferencia entre grupos la encontramos en el PR 28d (ruido 120 dB SPL vs. ruido

“laser”, p=0.049) (FIGURA 31b).

e Tono 20 kHz: Se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR
28d) de la exposicion (p=0.000). El analisis de la evolucién del tono 20 kHz indica que
cada grupo se comporta de manera independiente, encontrando diferencias
significativas en todas las comparaciones dos a dos: ruido 120 dB SPL vs. ruido 105 dB
SPL (p=0.000) y vs. ruido “laser” (p=0.000) y entre ruido 105 dB SPL y ruido “laser” (p=
0.002) alos 2, 14 y 28 dias de la exposicidn al ruido.

También se encuentran diferencias en funcién de los momentos del estudio: en el PR
2d, el grupo de ruido 105 dB SPL presenta diferencias entre grupo ruido 120 dB SPL y
ruido “laser”. En el PR 14d, el grupo de ruido 120 dB SPL presenta diferencias al
compararse con ruido 105 dB SPL y ruido “laser”; estas diferencias se mantienen en
PR 28d. Cabe resaltar que en todas las comparaciones previas tienen los mismos
niveles de significacion (p=0.000). Este tono puro pone de manifiesto que los umbrales
del grupo sometido al ruido “laser” (p=0.000) son superiores a los del grupo sometido
a 120 dB SPL, que a su vez, son superiores a los del grupo 105 dB SPL (p=0.000120 dB
SPL es el mas perjudicial (FIGURA 31c).

e Tono 28 kHz: Se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias
(PR 28d) de la exposiciéon (p=0.000). Se encuentran diferencias estadisticas
significativas globales en todas las comparaciones de los grupos 2 a 2, al igual que
sucedia en el tono 20 kHz: ruido 120 dB SPL vs. ruido 105 dB SPL (p=0.000) y vs. ruido
“laser” (p=0.000) y entre ruido 105 dB SPL y ruido “laser” (p= 0.001) a los 2, 14 y 28

dias de la exposicién al ruido.
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En relacidon con las diferencias por momentos, en PR 2d hay significacién en las
comparaciones del grupo 105 dB SPL vs. grupo 120 dB SPL y ruido “laser” (p=0.000).
En los momentos PR 14d y en PR 28d de la exposicidn al ruido, los umbrales del grupo
120 dB SPL son superiores al del grupo 105 dB SPL (p=0.000), seguidos del ruido
“laser” (p=0.000) en respectivos momentos (FIGURA 31d).
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Figura 31c. Evolucion del tono 20 kHz en los diferentes grupos del estudio. Se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14
(PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion (###, p=0.000). El andlisis de la evolucion del tono 20 kHz indica
que cada grupo se comporta de manera independiente, encontrando diferencias significativas en todas las
comparaciones dos a dos: ruido 120 dB SPL vs. ruido 105 dB SPL (***, p=0.000) y vs. ruido “laser” (&&&,
p=0.000) y entre ruido 105 dB SPL y ruido “laser” (***, p=0.002) a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d)
de la exposicion al ruido. También se encuentran diferencias en funcién de los momentos del estudio: en el PR
2d, el grupo de ruido 105 dB SPL presenta diferencias entre grupo ruido 120 dB SPLy ruido “laser” (***, &&&).
En el PR 14d, el grupo de ruido 120 dB SPL presenta diferencias al compararse con ruido 105 dB SPL y ruido
“laser”; estas diferencias se mantienen en PR 28d (*** ,&&&). Cabe resaltar que en todas las comparaciones

previas tienen los mismos niveles de significacién (p=0.000).
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Figura 31d. Evoluciéon del tono 28 kHz en los diferentes grupos del estudio. Se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14
(PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicién (###, p=0.000). Se encuentran diferencias estadisticas
significativas globales en todas las comparaciones de los grupos 2 a 2, al igual que sucedia en el tono 20 kHz:
ruido 120 dB SPL vs. ruido 105 dB SPL (***, p=0.000) y vs. ruido “laser” (&&&, p=0.000) y entre ruido 105 dB
SPLy ruido “laser” (A4, p= 0.001) a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion al ruido. En
relacion con las diferencias por momentos, en PR 2d hay significacion en las comparaciones del grupo 105 dB
SPL vs. grupo 120 dB SPLy ruido “laser” (***y &&&, p=0.000). En PR 14d y en PR 28d, los umbrales del grupo
120 dB SPL son superiores al del grupo 105 dB SPL (***, p=0.000), seguidos del ruido “laser” (&&&, p=0.000)

en respectivos momentos.

e Tono 40 kHz: Se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR
28d) de la exposicién (p=0.000). La situacién es muy semejante cuando se analiza el
comportamiento del tono 28 kHz. Finalmente, el tono 40 kHz presenta diferencias
significativas entre todos los grupos comparados dos a dos entre ruido 120 dB SPL vs.
ruido 105 dB SPL (p=0.000) y vs. ruido “laser” (p=0.000) a los 2, 14 y 28 dias de la
exposicién al ruido. Sin embargo no existen diferencias entre grupo de ruido 105 dB

SPLy ruido “laser”, ya que se comportan de manera similar a partir de PR 14d.
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Pero en PR 2d si existen diferencias entre grupo de ruido 105 dB SPL y ruido 120 dB
SPL (p=0.000), y grupo de ruido 105 dB SPL y ruido “laser” (p=0.000) (FIGURA 31e).
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Figura 31e. Evoluciéon del tono 40 kHz en los diferentes grupos del estudio. Se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el resto de grupos expuestos a ruido a los 2 (PR 2d), 14
(PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion (###, p=0.000). La situacién es muy semejante cuando se analiza el
comportamiento del tono 28 kHz. Finalmente, el tono 40 kHz presenta diferencias significativas entre todos
los grupos comparados dos a dos entre ruido 120 dB SPL vs. ruido 105 dB SPL (***, p=0.000) y vs. ruido “laser”
(&&&, p=0.000) a los 2 (PR2d), 14 (PR14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicién al ruido. Sin embargo no existen
diferencias entre grupo de ruido 105 dB SPLy ruido “laser”, ya que se comportan de manera similar a partir de
PR 14d. Pero en PR 2d si existen diferencias entre grupo de ruido 105 dB SPL y ruido 120 dB SPL (***,
p=0.000), y grupo de ruido 105 dB SPL y ruido “laser” (&&&, p=0.000).

Estos datos revelan que el ruido de 120 dB SPL presenta efecto audiolégico mas lesivo,
seguido del ruido “laser” y del ruido 105 dB SPL, siempre en ese orden. Cabe resaltar el
diferente ancho de banda de frecuencia que tiene el ruido “laser” con intensidad 105 dB SPL

(9-13 kHz) frente a los grupos de ruido con intensidad de 105 y 120 dB SPL (2-22kHz).
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4.1.3. Estudio comparativo de las latencias y amplitudes de los picos de ABR

4.1.3.1. Latencias pico

En el momento basal no aparecen diferencias entre los grupos. Sin embargo, en
los datos puede observarse que la evolucion de las latencias en los grupos expuestos a
ruido es diferente cuando se compara con el grupo control no expuesto, existiendo
diferencias significativas (p=0,000). Aparece una disminucidn de las latencias a partir del

pico Il tras la exposicién del ruido que se mantiene en el tiempo (TABLA 4).

Tabla 4. Latencias de los picos de ABR | a IV. Se reflejan las latencias promedio (en ms) en diferentes tiempos del

estudio (basal y alos 2,14 y 28 dias tras la exposicidn a ruido) en los 4 grupos experimentales (d: dias).

Latencia media(ms)

MOMENTO GRUPO I 11 111 v
CONTROL 1,1 2,31 2,95 4,09
RUIDO 105 dB 1,15 2,37 3,17 4,19
RUIDO 120 dB 1,16 2,41 3,28 4,27
LASER 1,16 2,58 3,29 4,37
CONTROL 1,1 2,33 2,96 4,08
RUIDO 105 dB 1,07 2,12 2,83 3,74
RUIDO 120 dB 1,15 2,19 2,96 3,95
LASER 1,09 2,17 2,86 3,89
CONTROL 1,08 2,32 2,99 3,91
RUIDO 105 dB 1,1 2,09 2,84 3,86
RUIDO 120 dB 1,17 2,19 3 3,96
LASER 1,07 2,02 2,72 3,69
CONTROL 1,1 2,33 3,06 4,1
RUIDO 105 dB 1,04 1,99 2,73 3,66
RUIDO 120 dB 1,11 2,1 2,88 3,9
LASER 1,06 1,98 2,68 3,63

El analisis estadistico de los datos indica que la disminucidn de las latencias tras la
exposicién a ruido es estadisticamente significativo para los picos I, Ill y IV en el grupo
ruido 105 dB SPL y ruido “laser”. El grupo de ruido 120 dB SPL también muestra un
descenso de los valores de latencia aunque las diferencias estadisticas no son tan

marcadas. El andlisis estadistico de los datos de latencia pico aplicando un modelo lineal
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general de medidas repetidas nos indica que para el pico | no hay diferencias significativas

entre grupos (FIGURA 32).
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Figura 32. Evolucion de las latencias I-IV en cada uno de los grupos experimentales en el momento basal y a los 2
(PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion al ruido (A: control; B: ruido 105 dB SPL, C: ruido “laser” y D:
ruido 120 dB SPL). Existen diferencias significativas en la disminuciéon de las latencias en los picos II, Ill y IV en el
grupo ruido 105 dB SPLy en el grupo ruido “laser” SPL. (***, p=0,000). El grupo de ruido a intensidad de 120 dB SPL
presenta una disminucidén en los valores de latencia del pico | aunque las diferencias estadisticas no son tan
marcadas (*, p=0,042).

4.1.3.2. Latencias interpico

Las latencias interpico (IPLS) informan de la velocidad de transmisién del impulso

nervioso a lo largo de las diferentes estaciones de la via auditiva en el tronco cerebral. La
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siguiente tabla muestra los valores promedio de las latencias interpico I-II, lI-IV y I-IV en

cada uno de los momentos y para los diferentes grupos experimentales (TABLA 5).

Tabla 5. Latencias interpico I-ll, lI-IV y I-IV. Se reflejan las latencias interpico promedios (en ms) en

diferentes tiempos del estudio (basal, 2 ,14 y 28 dias) en los 4 grupos experimentales (d: dias).

MOMENTO GRUPO Latencias
interpico(ms)

CONTROL 1,21 1,79 2,99
RUIDO 105 dB 1,22 1,82 3,04
RUIDO 120 dB 1,25 1,86 3,11

LASER 1,25 1,96 3,21

CONTROL 1,23 1,75 2,98
RUIDO 105 dB 1,04 1,62 2,66
RUIDO 120 dB 1,04 1,76 2,8

LASER 1,08 1,72 2,8

CONTROL 1,24 1,59 2,83
RUIDO 105dB | 0,99 1,76 2,76
RUIDO 120 dB 1,01 1,77 2,79

LASER 0,96 1,66 2,62

CONTROL 1,23 1,77 3
RUIDO 105dB | 0,96 1,67 2,62
RUIDO 120dB | 0,98 1,8 2,79

LASER 0,92 1,66 2,57

El andlisis estadistico de los datos muestra un descenso marcado de las latencias
interpico, especialmente la I-ll, en los animales expuestos a ruido cuando se comparan
con el grupo control, cuyos valores se mantienen muy conservados en el tiempo. En el
grupo control no hay cambios en las IPLS. Tras el ruido, se produce una disminucion de las

latencias, que se mantiene en el tiempo (FIGURA 33).

En lo referente a las latencias interpico, el comportamiento longitudinal de la IPL

I-1l en el grupo control es claramente diferente de la de los grupos expuestos a ruido, con
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diferencias altamente significativas en todos los casos (p=0.000). La IPL II-IV en cambio,
no presenta diferencias de comportamiento entre grupos experimentales, encontrandose
diferencias estadisticas en los grupos expuestos a ruido en PR2d; estos datos se
mantienen en la IPL I-IV. Esto nos indica que los grupos expuestos a ruido responden tras
la lesidon con una disminucién de la IPL I-Il, sugiriendo una “aceleracién” en la velocidad

de transmisidn del impulso nervioso.
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Figura 33. Evolucidn de las latencias interpico I-Il (A), II-IV (B) y I-IV (C) en el momento basal y a los 2 (PR 2d), 14 (PR
14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion al ruido. A: existen diferencias significativas entre el grupo control y los
otros grupos expuestos a ruido (###, p=0.000). Se aprecian diferencias en el momento PR 2d de cada grupo
experimental de ruido respecto al basal (***, p=0,000; *, p=0,045). By C: No se aprecian diferencias significativas de
comportamiento entre grupos experimentales, hay diferencias en el grupo de ruido 105 dB SPLy ruido “laser” en PR

2d (***, p=0,000;**, p=0,024).
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4.1.3.3. Amplitudes

La amplitud de los ondas ABR puede determinarse como altura pico o bien como
amplitud pico-valle, restando de la amplitud pico la amplitud del valle inmediatamente
posterior. La siguiente tabla muestra la amplitud promedio (media  SD, en nV) de cada
uno de los grupos del estudio y la amplitud pico-valle promedio (media * SD, en nV) de

los picos ABR I a IV (TABLA6Yy 7).

Tabla 6. Amplitud de los picos ABR | a IV. Se reflejan el promedio de las amplitudes pico (media + SD, en nV) en
diferentes tiempos del estudio (basal, 2 ,14 y 28 dias) en los 4 grupos experimentales (d: dias, SD: desviacidn
estandar).

GRUPO A MOMENTO Amplitud (nV)
n

Media SD Media SD Media SD

CONTROL Basal 2634 751 747 632 738 770
2d 2278 309 3136 421 290 343 685 430
14d 2665 359 3962 976 -171 975 312 1091
28d 1929 546 2984 1129 273 526 402 510
Basal 2230 411 4577 1342 443 682 599 728
2d 815 290 1316 522 441 279 960 283
14d 668 276 777 363 506 226 841 380
28d 869 250 932 465 782 250 632 305
Basal 1680 263 3870 1041 -45 596 377 557
2d 420 327 1154 366 459 223 811 603
14d 489 381 741 318 554 367 789 353
28d 661 484 739 415 479 264 1100 398
Basal 1970 555 3722 785 88 611 845 601
2d 530 449 1094 362 352 316 566 537
14d 829 446 692 325 696 535 750 455
28d 881 407 645 666 685 602 700 339

El andlisis estadistico de los datos refleja una caida notable de la amplitud de los
picos | y Il inmediatamente tras la exposicion a ruido (PR 2d). Esta disminucién se
mantiene a lo largo del tiempo, sin recuperar los valores basales, en todos los grupos
expuestos a ruido. Entre los grupos de ruido no hay diferencias estadisticamente

significativas.

En el grupo control, las amplitudes mantienen valores similares a lo largo del

ensayo, al igual que en el momento basal no hay diferencias entre grupos.
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Tabla 7. Amplitud pico-valle de las ondas ABR | a IV. Se reflejan el promedio de las amplitudes pico-valle (media
SD, en nV) en diferentes tiempos del estudio (basal, 2 ,14 y 28 dias) en los 4 grupos experimentales (d: dias, SD:
desviacién estandar).

GRUPO | MOMENTO Amplitud pico valle (nV)
11 i1} v
Media SD Media SD Media SD Media SD
CONTROL 1237 1657 1029 2400 845 1381 1069 6332

835 1868 771 1899 319 1077 977 7327
1429 3112 1352 1765 1396 1137 1334 8784
1848 2173 1305 1848 837 576 336 6310
1392 4622 1983 2621 890 783 829 8017
872 1435 634 1165 263 1994 452 2906
683 987 411 1199 359 1712 576 2067
599 1225 596 1331 259 1704 432 2734
1199 3996 1466 1664 971 676 376 6446
504 1266 776 1107 322 1877 656 2110
755 1065 360 1073 366 1831 583 1739
914 954 359 1217 352 2037 515 2287
1243 3806 1531 2058 1232 1184 859 6833
930 894 303 1062 396 1142 873 2338
1275 719 385 1312 627 1620 447 2636
1165 919 489 1393 831 1598 736 2586
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Figura 34. Evolucién de la amplitud del pico | y Il por grupo en el momento basal y a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28
dias (PR 28d) de la exposicion al ruido. Existen diferencias estadisticas entre el grupo control y los expuestos a ruido
(***, p=0,000) y entre los diferentes grupos. En el pico I: ruido 105 dB SPL vs. ruido 120 dB SPL (***, p=0.000) y
ruido 120 dB SPL vs. ruido “laser” (*, p=0.041). En el pico Il de igual manera, encontramos diferencias
estadisticamente significativas control vs ruido (***, p=0.000) y entre los grupos ruido 105 dB SPL vs. ruido 120 dB
SPL (*, p=0.039) y ruido 105 dB SPL vs ruido “laser” (**, p=0.02).
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Analizando la evolucion en el tiempo de las amplitudes de los diferentes picos
entre grupos con un modelo de medidas repetidas, se encuentran diferencias
estadisticamente significativas para el pico | y Il entre el grupo control y los grupos

expuestos a ruido (p=0.000), pero también entre los grupos de ruido entre si (FIGURA 34).

No se encontraron diferencias entre grupos para la amplitud del pico IV, aunque
curiosamente en el grupo control la amplitud tiende a disminuir a lo largo del estudio

mientras que en los animales expuestos tiende a aumentar.

Las siguientes figuras representan la evolucion de las amplitudes pico a lo largo

del ensayo, para cada uno de los grupos experimentales (FIGURA 35).
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Figura 35. Evolucion de las amplitudes pico (en nV) de los picos ABR | a IV en los diferentes grupos experimentales
en el momento basal y a los 2 (PR 2d), 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion al ruido. Existen diferencias
estadisticamente significativas al disminuir la amplitud del pico | y Il en todos los grupos de ruido al comparar con el
momento basal (***, p=0,000).
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4.1.4. Estudio comparativo de los umbrales auditivos de los DPOAES

Para realizar un estudio mas exhaustivo de la funcidn auditiva, se analiza la funcion de las
CCE mediante la realizacidn de pruebas de DPOAES como datos complementarios a los ABR.

La siguiente tabla muestra los umbrales de aparicion de DPOAES para cada frecuencia
central testada, por grupo y momento, es decir, la minima intensidad de sonido de los dos

tonos estimuladores (F1 y F2) que genera una respuesta DPOAE 2F1-F2 (TABLA 8).

Tabla 8. Umbrales de deteccion del DPOAE 2F1-F2. Se reflejan los umbrales medio (media + SD) para cada una de
las frecuencias centrales empleadas, por grupo y tiempo (d: dias, SD: desviacion estandar).

2 A

3 0 4 .

0 0 RUPO Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
CONTROL 40 6 38 4 43 3 44 4 53 5

RUIDO 105 dB 38 4 40 0 43 3 49 2 50 0

RUIDO 120 dB 35 6 40 0 40 0 48 5 50 0

LASER 33 6 40 0 40 0 50 0 53 3

CONTROL 65 7 75 7 80 0 100 0 100 0

RUIDO 105 dB 66 3 75 0 90 12 100 0 100 0

RUIDO 120 dB 67 3 78 3 100 0 100 0 100 0

0 LASER 42 3 47 3 49 2 55 5 60 0
CONTROL 66 5 75 4 93 15 100 0 100 0

RUIDO 105 dB 68 5 79 3 89 13 100 0 100 0

RUIDO 120 dB 65 0 77 3 93 12 100 0 100 0

4 d LASER 38 4 42 3 47 4 53 5 58 4
CONTROL 64 8 75 9 93 16 100 0 100 0

RUIDO 105 dB 68 4 75 0 88 18 100 0 100 0

RUIDO 120 dB 68 6 77 3 100 0 100 0 100 0

8 d LASER 40 6 38 4 43 3 44 4 53 5

Cuando se comparan los DPgramas entre genotipos y por cada momento, se puede ver
como en el momento basal los cuatro grupos presentan un DPgrama muy similar, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Dos dias tras la exposicidn a ruido, los
animales de los grupos expuestos presentan una elevacion de los umbrales de DPOAES con

umbrales muy parecidos.
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A los 14 y 28 dias post ruido, la situacién sigue siendo muy similar, mostrando todos los
grupos una elevacidn estadisticamente significativa del DPgrama comparado con el grupo

control, pero sin diferencias entre ellos (FIGURA 36).
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Figura 36. Umbral en dB SPL de DPOAES en los diferentes momentos del experimento. No se encuentran
diferencias significativas ni el momento basal ni a los 2 dias (PR 2d) de la exposicidn a ruido. Sin embargo, aparece
una elevacion estadisticamente significativa respecto el grupo control (¥***, p=0,000) a los 14 (PR 14d) y 28 dias (PR

28d) de la exposicidn a ruido, pero sin existir diferencias entre los diferentes grupos expuestos a ruido.

El estudio estadistico de medidas repetidas refleja que los grupos expuestos a ruido
experimentan un aumento marcado de umbrales, con diferencias estadisticamente
significativas para todas las frecuencias respecto al grupo control, pero sin diferencias entre
ellos. Se decide analizar con mas detalle los DPOAES de las frecuencias 8 y 10 kHz,

especialmente en el grupo de ruido “laser” para ver si existe la misma correlacion en estas
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frecuencia con el dafio producido en las CCE, y que como vimos anteriormente se reflejaba en

el audiograma (FIGURA 37).
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DPGRAMA 8 kHZ
DPGRAMA 10 kHZ

Figura 37. DPgrama de las frecuencias 8 y 10 Hz en los diferentes grupos del estudio. Existen diferencias
estadisticamente significativas entre los umbrales del grupo control respecto los diferentes grupos de ruido (***,
p=0,000).

No hay diferencias estadisticamente significativas entre el umbral DPOAES a las
frecuencias 8 y 10 Hz entre el grupo de ruido “laser” y los grupos de ruido de 105y 120 dB SPL.
Pero seguimos encontrando diferencias significativas entre los umbrales del grupo control con
los de los grupos expuestos a ruido, al igual que encontramos al analizar las DPOAES de forma

global a lo largo de todas las frecuencias.

4.2. EVOLUCION SEROLOGICA DEL IGF-1 TRAS LA EXPOSICION A
RUIDO EXCESIVO.

La concentracién media en suero de IGF-1 (ng/ml) obtenida en los diferentes momentos
del estudio fue de 463 + 109. La concentracidon de IGF-1 en el grupo control, disminuye de
forma progresiva a lo largo de los tiempos estudiados, que fueron basal, 14 dias y 20 dias tras
ruido, variando entre 600-400 ng/ml. Aunque la disminucion en el grupo control es menos
marcada que en los animales expuestos a ruido, e incluso en algunos como en el ruido laser

asciende, no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
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ruido y el grupo control. Es decir, la exposicion a ruido en los grupos ruido 105 dB SPL, ruido

120 dB SPL y ruido “laser” no parece modificar esta evolucion (FIGURA 38).
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Figura 38. Evolucidn de los niveles de IGF-1 (en ng/ml) en los cuatro grupos en diferentes tiempos basal
y a los 14 (PR 14d) y 28 dias (PR 28d) de la exposicion a ruido, se aprecia una disminucién de los niveles
de IGF-1 en suero a lo largo del experimento, pero sin apreciarse diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.

El estudio conjunto de los valores de IGF-1 y los de los umbrales de audicién individuales
sugiere que la concentracién de IGF-1 disminuye (< 400 ng/ml) a medida que empeoran los

umbrales de audicién y superan los 60 dB SPL.

Existe una correlacion inversa débil significativa entre los umbrales auditivos y los niveles
de IGF-1 en suero (coeficiente de Pearson = -3,95, p: 0,031). Es decir a mayor umbral auditivo
encontramos menor concentracion de IGF-1 en suero. Esta relacion es significativa
independientemente del grupo experimental del estudio. Estos valores se pueden ajustar a

una recta de pendiente -1.41 (FIGURA 39).
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Figura 39. a) Diagrama de puntos de la correlacion del umbral de ABR y la concentracién de IGF-1 en
diferentes tiempos del estudio. b) Representacidn grafica de la correlacion entre el umbral de ABR vy la

concentraciéon de IGF-1 en suero en los individuos analizados con significacion estadisticas (p=0,031).
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4.3. CITOARQUITECTURA DEL OC

4.3.1. Histologia basica

La anatomia de la céclea de los ratones del grupo control y los expuestos a ruidos
presentan una morfologia diferente, especialmente las diferencias se aprecian en el OC,

ligamento espiral y en el limbo (FIGURA 40).

4.3.1.1. Organo de Corti

Las CC en el OC presentan grandes variaciones en cada uno de los tres grupos de
ruido asi como en cada una de las espiras de la cdclea. En la porcion apical del grupo de
ruido a 105 dB SPL se conserva su morfologia normal, sin embargo en el grupo del ruido
laser las células aparecen descendidas hacia la membrana basilar junto con las células de
soporte de Hensen. En el grupo de ruido a 120 dB SPL no se aprecian las tres filas de CCE

organizadas, pero si conservan su citoarquitectura algunas CCE y las CCl.

En la espira media del grupo de ruido a 105 dB SPL hay una desestructuracién en
la segunda y tercera fila de CCE. Sin embargo en el grupo de ruido a 120 dB SPL aparece
una desorganizacion mayor, de tal manera que las CC son dificilmente reconocibles,
debido al colapso de los tuneles de Corti y los espacios de Nuel. Por el contrario, en el
grupo de ruido “laser” la morfologia de las CC es casi completamente igual al grupo

control.

En la espira basal, los cambios histolégicos son muy similares a los de la espira
media, pero mds acusados, y se observa que el ruido genera una pérdida de CC vy
apilamiento de las células de sostén. En el grupo de ruido “ldser” estos cambios son

menos llamativos.

4.3.1.2. Ligamento espiral

En los animales sometidos a ruido se observa un dafio en los fibrocitos del
ligamento espiral con respecto al grupo control. En el ligamento espiral los fibrocitos tipo

IV fueron los mas vulnerables, y a continuacion los fibrocitos tipo Il (Ver apartado 5.4, (32)
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Después del dafio por ruido se observa un drea donde desaparecen estos fibrocitos. La
pérdida de fibrocitos es mayor en las tres espiras del grupo de ruido a 120 dB SPL, seguido
del ruido “laser” (sobre todo en la espira apical) y por ultimo en el grupo de animales

sometidos a ruido a 105 dB SPL.
4.3.1.3. Limbo

El limbo presenta cambios morfolégicos en los tres grupos de animales expuestos
a ruido, que afectan a los fibrocitos al igual que en el ligamento espiral, pero sin dafiar la
zona de células interdentadas. Existe una pérdida de fibrocitos en la zona central del
limbo en la espira apical de los animales sometidos a ruido “laser” y a ruido de 120 dB
SPL. En la espira media y basal de todos los grupos expuestos a ruido se observa la
pérdida de fibrocitos, siendo mucho mas evidente en el grupo de ruido de intensidad 120

dB SPL.

4.3.1.4. Estria vascular

La estria vascular (EV) mostré una organizacion celular similar entre el grupo
control y el grupo de ruido de 105 dB SPL. Cabe resaltar que en el grupo de ruido “laser”
existe un estrechamiento y atrofia de la misma, sin embargo en el grupo expuesto a ruido

de una intensidad de 120 dB SPL aparece ensanchada, dilatada y con vacuolizacion

intercelular.
4.3.1.5. Ganglio

El andlisis morfohistoldgico de los somas de las neuronas del ganglio espiral no
demostré diferencias en relacién a la densidad somal entre el grupo control y los tres

tipos de ruido, presentando una morfologia similar entre ellos.
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Ruido - 105 dB
Ruido ldaser
Ruido - 120 dB
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Figura 40. Tincion de Nissl: Se aprecian las manifestaciones histolégicas previamente descritas en el érgano de Corti
(OC), ligamento espiral (LE), limbo (Li) y estria vascular de los diferentes grupos del estudio. (Flecha fina: CCI, 3
Flechas finas: CCE, #: espacio de Nuel; #; tinel de Corti; * pérdida de fibrocitos tipo IV en ligamento espiral, +:

pérdida de fibrocitos en el limbo; Flechas anchas: vacuolizacidn de la estria vascular. Barra de escala: 100 um.

4.3.2. Recuento celular

Se estudia la morfologia de las CC del OC en los cuatros grupos de ratones CBA mientras

realizamos el método de recuento estereoldgico.

En el grupo control vemos una distribucion similar de las 3 filas de CCE vy la fila de CCI
tanto en el dpex como en la media, sin embargo de forma fisiolégica a medida que nos
alejamos hacia la porcién basal de las céclea, las células mantienen esa distribucion pero se
disponen de forma apelmazada, con una disminucidn del espacio intercelular, estrechandose

en el “lesser epitelium ridge” (FIGURA 41).
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CONTROL

Figura 41. Morfologia fisiologica de las CCE y CCl en la espira apical (a), media (b) y basal (c) de la coclea. Barra de

escala: A, B, C: 100 um.

En el grupo de ruido a 105 dB SPL se conserva la misma citoarquitectura que en el grupo
control en la espira apical, pero podemos ver como existe una pérdida y disrupcion de las CCE
a partir de la espira media, desapareciendo inicialmente la Gltima fila de las CCE y conservando
de forma intacta las CCI, hasta llegar a una desestructuracion de las filas de CCE aumentado el
espacio intercelular e incluso en las CCl, como se ve en la segunda imagen. En la regidn basal
de la cdclea se aprecian disrupciones segmentarias que afectan de forma brusca a las CC e

incluso a la membrana basilar (FIGURA 42).

RUIDO 105 dB
A

28 CCE 12 CCE

l

l

Figura 42. Morfologia de las CC del grupo de ruido a 105 dB SPL. A: Imagen representativa de la desaparicion de la
tercera fila de CCE. B: imagen representativa de la pérdida de CCE (*). C: Imagen representativa de las disrupciones

segmentarias que pueden llegar a afectar a la membrana basilar (MB). Barra de escala: A, B, C: 100 um.

En el grupo de ruido “laser” aparece un dafio selectivo en la regidon mas distal del apex,
desapareciendo las CCE a lo largo de todas las filas, asi como también se dafian las CCl (esta
muerte celular se llega a ver de forma evidente incluso con objetivo de 4x). La espira media

aparece completamente intacta conservando su morfologia normal, y sin embargo la porcion
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basal también se afecta especialmente, perdiéndose CCE y apareciendo un aplastamiento

celular (FIGURA 43).

RUIDO LASER
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Figura 43. Morfologia de las CC del grupo de ruido “laser”. A: Imagen de la espira apical y media con el objetivo de
4x), donde se aprecia una pérdida de densidad celular en la region mas distal del dpex ( flecha). B: Visidn de las CC
en la espira media que se ve como conservan su morfologia normal. C y D: imagen representativa de la pérdida y

desestructuracion de las CC (flechas) en el dpex (C) y el base (D). Barra de escala: A: 500 um; B, Cy D: 100 um.

En el grupo de ruido a 120 dB SPL, el dafio por la exposiciéon a ruido empieza a ser
evidente desde la espira apical sobre las CCE de forma parcheada, pero se mantienen las CCl;
sin embargo, en la espira media se afectan por igual CCE y CCl. Se encuentra en la base una
pérdida absoluta de las CCE conservandose en ocasiones el soma de las CCl, también se puede
danar la membrana basilar como si se hubiese arrasado el OC y se pueden ver Unicamente las

neuronas del ganglio espiral (FIGURA 44).
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RUIDO 120 dB

Figura 44. Morfologia de las CC del grupo de ruido 120 dB SPL. A: Imagen representativa de la citoarquitectura de
las CC en la region media de la céclea, donde se objetiva una pérdida de CC a lo largo de las tres filas celulares
(flechas). B: Imagen representativa del dafio generalizado y desestructuracion de las CC en la espira basal (*). C:
Vision del dafio celular afectando a toda las CCE y la pérdida de los cilios de las CCI. D: Imagen representativa de los
sectores mas distales de la base de la cdclea se aprecia un barrido de todo el epitelio sensorial del OC e incluso la

membrana basilar. Barra de escala: A, B, Cy D: 100 um.

También, se evalla el comportamiento de los nucleos y los cilios de las CC mediante la
tincién de DAPI, sin encontrar grandes diferencias respecto a la tincion de faloidina (FIGURA

45).

e En el grupo control se encuentran distribuidos los nucleos en 3 filas en las CCE y una

fila de CCl, al igual que cuando estudidbamos los cilios.

e En el grupo de ruido de 105 dB SPL, cuando aparecen interrupciones bruscas, vemos

una pérdida de los nucleos de las CCE y si se conservan los nucleos de las CCI.
e En el grupo de ruido “laser”, como se ha comentado el dafio es selectivo y se ve una

disrupcién apical, tanto de los nucleos de las CCE como de las CCl, que se vuelven a

distribuir de una forma normal en la espira media.

112



RESULTADOS

e En el grupo de ruido de 120 dB SPL se confirma que, a pesar de ver una menor
captacion en los cilios de CCE y en la membrana citoplasmatica, no se encuentra una
integridad en sus somas, que, por el contrario si se pueden ver en las CCl aunque

hayan perdido sus cilios

FALOIDINA DAPI

o? {

Ve

RUIDO 120dB RUIDO LASER RUIDO 105dB CONTROL

g " i

Figura 45. Correlacion del comportamiento de las CC con la tincién de faloidina y DAPI en los diferentes grupos

experimentales. En el grupo de ruido 105 dB se aprecia el dafio secuencial en las CCE. En el grupo de ruido “laser” se
aprecia una pérdida selectiva de las CC en la regidn apical y la conservacién de la citoarugitectura del OC en la
espira media. En el grupo de ruido de 120 dB existe una pérdida mas generalizada de las CCE siendo ésta mas

llamativa en la base de la cdclea.. Barra de escala: 100 pm.
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4.4. ESTUDIO COCLEOGRAFICO

Se representan graficamente los datos resultantes del recuento celular con las medias de
la densidad de CC para cada sector y su error estandar, tanto en el grupo control como en los
expuestos a ruido. Cada sector medido corresponde a un porcentaje del 5% de distancia

desde el dpex hacia la base.

En el grupo control, se puede observar que se mantiene una densidad homogénea de CCl
a lo largo de toda la longitud de la membrana basilar incluida la zona mas extrema de la base.
La distribucién de las CCE también es homogénea. No se encontraron diferencias al comparar
ambos oidos. El cocleograma del grupo control se obtiene representando la media de las
densidades celulares respecto a su posicion (n=6). Las densidades medias en el oido derecho
(CCl: 4.10, CCE: 12.12, RATIO E/I: 2,91) y en el oido izquierdo (CCl: 4.10, CCE: 12.12, RATIO E/I:
2,91) no muestran diferencias significativas. El ratio entre CCE y CCl es muy similar al ratio

fisiolégico esperado (3:1) (FIGURA 46).
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Figura 46. Cocleograma del grupo control, representacion de la densidad media de las CCE y CCl en los sectores de

la cdclea en el oido izquierdo (Ol) y oido derecho (OD).

En el grupo de ruido a 105 dB SPL, se aprecia una pérdida llamativa de las CCE desde el
apex hasta la base, que se hace mas evidente a partir de los sectores finales de la base. La
densidad de las CCl se conserva, aunque se llega a afectar la region mas distal de la base de la
coclea. El cocleograma se obtiene con la media de las densidades celulares de 6 ratones

pertenecientes a este grupo. Las densidades medias en el oido derecho fueron (CCl: 3,93, CCE:
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8,40, RATIO E/I: 2,14) y en el oido izquierdo (CCl: 4.08, CCE: 8,66, RATIO E/I: 2,11). Se aprecia
una disminucién del ratio E/I que se debe sobre todo a la disminucion de la poblacién de CCE

(FIGURA 47).
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Figura 47. Cocleograma del grupo de ruido a 105 dB SPL, representacién de la densidad media de las CCE y CCl en

los sectores de la céclea en Ol y OD.

En el grupo de ruido “laser” llama la atencidon la forma bimodal que adquiere el
cocleograma, y se observa una pérdida de las CCE en la porcion final del dpex (sectores 25-
30%), coincidiendo con las frecuencias de 8-12 kHz, asi como también observamos un
descenso de las CCI. Sin embargo, se observa que el dafio tras la exposicidon al ruido no afecta a
los sectores de la espira media ya que presentan una densidad celular similar a la de los
sujetos control. También se aprecia una disminucién, aunque menos pronunciada, de las CCE
en la base, y las CCl se conservan intactas. El cocleograma se obtiene con la media de las
densidades celulares de 6 ratones pertenecientes a este grupo. Las densidades medias fueron
las siguientes, en el oido derecho (CCI: 3,96, CCE: 10,25, RATIO E/I: 2,5) y en el oido izquierdo
(CCl: 4.06, CCE: 10,01, RATIO E/I: 2,43). Se aprecia un ratio E/I algo menor que en el grupo
control, pero la pérdida de las CCE no es tan generalizada como en el grupo de animales

expuestos a 105 dB SPL (FIGURA 48).
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Figura 48. Cocleograma del grupo de ruido “laser”, representacién de la densidad media de las CCE y CCl en los

sectores de la coclea en Ol y OD.

Por ultimo, en el grupo de ruido 120 dB SPL, existe una pérdida de las CCE mucho mas
marcada que en ninguno de los grupos anteriores. Las CCE solo se conservan en la region
apical y después se produce una caida brusca desde la espira media hasta la base, donde no se
llega a encontrar CCE, e incluso se puede llegar a cruzar con la densidad de las CCl. Las CCl se
mantienen hasta el sector 55% para caer posteriormente las zonas mas basales. El
cocleograma se obtiene con la media de las densidades celulares de 4 ratones pertenecientes
a este grupo. Se refleja una disminucidon de las densidades medias obtenidas en el oido
derecho (CCl: 2,66, CCE: 5,52, RATIO E/I: 2,07) y en el oido izquierdo (CCl: 2,57, CCE: 5,54,
RATIO E/I: 2,19). Se aprecia un descenso llamativo casi a la mitad de la poblacion celular en

ambas CC (FIGURA 49).

Cuando estudiamos las densidades de CCE y CCl comparando todos los grupos del estudio
a la vez, se pone de relieve que el grupo que menos densidad celular presenta es el grupo de
ruido a 120 dB SPL, seguido de ruido a 105 dB SPL, ruido “laser” y por ultimo el grupo control
(FIGURA 50).

Se puede observar como el grupo control sin ruido mantiene a lo largo de todos los

sectores en los que se divide la membrana basilar, un nimero de células superior al del resto
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Figura 49. Cocleograma del grupo de ruido a 120 dB SPL, representacién de la densidad media de las CCE y CCl en
los sectores de la céclea en Ol y OD. Llama la atencién la llamativa pérdida de CCE y CCl a partir del sector 60%

OC conservando restos de CC en el apex.

de los grupos. También se aprecia que los grupos ruido 105 dB SPL y ruido 120 dB SPL
presentan un comportamiento similar siendo mas evidente en el grupo ruido 120 dB SPL), con
pérdida de células en todos los sectores pero especialmente en los correspondientes a las
frecuencias altas. Finalmente, el grupo de ruido “laser” presenta un llamativo descenso en el
numero de CC entre los sectores 4 -6 (20-30%), correspondientes a frecuencias en torno a los

10 kHz, siendo mas llamativo en las CCE.

En el grupo control, las CCE presentan una densidad superior al resto de grupos a lo largo
de todos los sectores de la céclea, seguido en este orden de los ruido “laser”, ruido 105 dB SPL
y ruido 120 dB SPL; éste ultimo muestra una caida marcada de la densidad a partir del sector 8

(40%).

La densidad de CCl en el grupo de ruido 120 dB SPL es inferior a la observada en los otros
grupos experimentales, incluido el control, y especialmente a partir del sector 8, es decir en las
regiones media y basal. Los grupos de ruido 105 dB SPL y ruido “laser” se comportan de
manera similar al control, aunque el grupo “laser” presenta un escotoma centrado en el sector

5, indicando una menor densidad celular en este sector concreto.
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Figura 50. Representacion de la densidad de CCE y CCl por sector, en los diferentes grupos experimentales. Se
aprecia como las CC se mantienen de forma homogénea en el grupo control en comparacidn con el grupo de ruido
105 dB se aprecia una menor densidad celular. Cabe resaltar que en el grupo ruido “laser” existe de forma llamativa
una disminucién de las CC en el ruido “laser” en el sector 25-30% tanto en las CCE como en CCI. En el grupo de ruido
a 120 dB SPL existe una caida marcada de la densidad a partir del sector del 40% hasta la region mas basal de la

coclea.

Para poder realizar las comparaciones estadisticas, en cuanto a la afectacién de la
densidad de las CC, se han agrupado los sectores en tres regiones: apical (sectores 5-25%),
media (sectores 30-55%) y basal (sectores 60-80%). Se encuentra un patron de distribucion en
las CCE en el cual se encuentran mds concentradas en orden decreciente desde la media, al
apex y la base. Este patrdn es similar en el grupo de ruido laser y ruido a 105 dB SPL pero con
menor densidad celular respectivamente, que en el grupo control. El grupo de ruido a 120 dB
SPL presenta un patrén de distribucién de densidad algo distinto y se comporta como una

recta descendente.

118



RESULTADOS

El estudio estadistico de los datos de CCE revela que existen diferencias entre los cuatro
grupos, comparados uno a uno. El grupo control sin ruido, presenta una densidad de CCE
superior al resto mientras que la densidad mas baja es para el grupo de ruido de 120 dB SPL.
Analizando el comportamiento de cada grupo por regiones, se observa que en la region apical
los tres grupos expuestos a ruido presentan una densidad de CCE muy similar, sin diferencias
significativas entre ellos pero inferiores a la del grupo control. En la regién media se aprecian
diferencias entre todos y cada uno de los grupos, siguiendo una gradacién de densidad de CCE:

grupo control> ruido “laser”>ruido 105 dB SPL> ruido 120 dB SPL (FIGURA 51).
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Figura 51. Densidad de CCE por regidn (dpex, media, base) en los diferentes grupos experimentales. En el dpex se
encuentran diferencias significativas Unicamente entre el grupo control y el resto de grupos expuestos a ruido. En la

espira media y basal existen diferencias estadisticamente significativas entre cada uno de los grupos (***, p=0,000).

El andlisis estadistico indica que el comportamiento del grupo de ruido 120 dB SPL es
significativamente distinto al de los otros tres (p=0.000), con una menor densidad de CClI,
especialmente en las regiones media y basal. Estudiando las diferencias entre grupos por

region, se ve que en la regién apical la densidad de CCl es similar en los cuatro grupos
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experimentales, sin diferencias significativas entre ellos. En las regiones media y basal, el grupo
expuesto al ruido de mayor intensidad, presenta una pérdida de densidad significativamente
mayor (p=0.000) que los otros tres grupos. Esto indicaria que a altas intensidades se produce
una pérdida celular irreversible, mas severa cuanto mds préximo a la base coclear. En la regién
media no hay diferencias estadisticas entre los grupos expuestos a ruido de menor intensidad
(ruido 105 dB SPL y ruido “laser”), comparados con el grupo control. Si que se encuentran
diferencias en cambio en la regidén basal, donde los grupos ruido 105 dB SPL y “laser”,
presentan una densidad inferior a la del grupo control, aunque las diferencias sélo son
significativas para el grupo de ruido 105 dB SPL. Estos datos indican que la exposicidn a ruido
produce una pérdida de densidad de CCl en las regiones media y basal, mas severa cuanto

mayor es la intensidad del ruido (FIGURA 52).
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Figura 52. Densidad de CCl por regién (dpex, media, base) en los diferentes grupos experimentales. Se encuentran
diferencias en la regidn apical entre el grupo de ruido “laser” y el resto de los grupos (***, p=0,000). En la region
media el comportamiento del grupo de ruido 120 dB SPL es significativamente distinto al de los otros tres grupos
(***, p=0.000), con una menor densidad de CCI. En la regidn basal se aprecian diferencias entre el grupo de ruido a

120 dB SPL respecto los otros tres grupos, y el grupo de ruido 105 dB SPL vs control y ruido “laser” (***, p=0,000).
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Podemos concluir que el grupo expuesto a ruido de 120 dB SPL es el mas dafiado, seguido
del grupo de 105 dB SPL que lesiona mas que el ruido laser en las regiones media y basal,

manteniéndose la gradacién encontrada en las CCE.

Si estudiamos de forma mas selectiva el comportamiento de 3 sectores individuales,
representativos de cada una de las espiras cocleares, y centrdndonos Gnicamente en el sector
25%, 50% y 75%, encontramos los siguientes resultados (FIGURA 53): existen unas diferencias
mas marcadas en la densidad de las CCE de la regidn apical sobre todo en el grupo de ruido
laser, ya que el sector 25% es precisamente el drea dafada, junto con el sector 30%, que se
corresponde con la frecuencias comprendidas de 9-13 kHz, y sin embargo vuelven a ascender
en la regién media por encima del grupo de ruido de 105 dB SPL. Lo mismo sucede en las CCI.
En conclusidn, estos datos podrian indicar el dafio selectivo en este sector con pérdida de su
frecuencia correspondiente. Cabe resaltar que en el sector 75% del grupo de ruido de 120 dB

SPL no se encuentran CC en ningln animal.
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Figura 53. Densidad media de CCE y CCl por sectores (25%, 50%, 75%) en los diferentes grupos experimentales.
Existen unas diferencias estadisticamente significativas en la densidad de las CCE y CCl en el sector 25% entre el
grupo de ruido “laser” vs control y ruido laser vs ruido 105 dB SPL (***, p=0,001). La densidad media de las CCE en
el sector 50 y 75% revela diferencias significativas al comparar los grupos entre si (###, p=0,000). Sin embargo, la
densidad media de las CCl solo muestra diferencias entre el grupo de ruido 120 dB SPL y el resto de los grupos

expuestos a ruido en los sectores 50% (***, p=0,000) y 75% (***, p=0,003).

Analizando la densidad promedio de CC en la regién 25-30% (sectores 5y 6) en el grupo
expuesto al ruido “laser”, se observa que presenta menor densidad celular que el grupo de

ruido de 105 dB SPL e incluso que el grupo de 120 dB SPL (FIGURA 54).
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Figura 54. Densidad promedio de CCE y CCl en los sectores 25% -30 % en los diferentes grupos experimentales,

donde se aprecia una menor densidad en el grupo de ruido “laser” (**, p=0,031)

122



DISCUSION

5. DISCUSION

123



124



DISCUSION

5.1. MECANISMOS COCLEARES DE DANO Y MUERTE CELULAR

INDUCIDOS POR RUIDO

5.1.1. Lesiones cocleares de daio celular

En la literatura estan descritas alteraciones fisiopatoldgicas en el OC tras la exposicion

excesiva a ruido que se ocasionan por procesos cocleares de dafio celular:

- Lesiones focales tonotdpicas:

Son las manifestaciones ocasionadas por un dafio mecanico sobre las CC. Se afectan las
regiones especificas que corresponden al ancho de banda de las frecuencias que
componen el ruido, y normalmente se encuentran una octava y media por encima y por
debajo de su region tonotdpica correspondiente (121). Las lesiones focales de dafio
tonotdpico se corresponden con las areas de la cdclea de maxima magnitud de vibracién
inducida por el ruido, afectando a los estereocilios de las CC y a las uniones tip links con
las células de soporte (28,37). Wang et al, comprueban como ante sonidos que oscilan en
un rango de intensidad de 110-116 dB SPL de 8 a 16 kHz, aparece un dafio focal en la
primera linea de CCE y células de soporte, que se correlaciona con los mapas de
frecuencias de los citococleogramas (30). En nuestro estudio, la maxima representacion de
lesidn focal tonotdpica la encontramos en el grupo de ruido “laser” con rango frecuencial

de 9 a 13 kHz en los sectores 25%-30%.

- Lesiones del extremo basal:

En la region mds basal de la céclea, conocida como hook aparece un dafio que no
mantiene una relacion matematica con la intensidad del ruido; esto es debido a la
generacion de armanicos, la onda sonora se propaga y puede afectar a las regiones mas
basales. Sugiere un mecanismo de alta energia capaz de propagarse a lo largo de la
membrana basilar, y puede ser potenciado por el propio CAE (122). Se sabe que ante el
mismo agente ambiental, las células de la base son las que suelen danarse mas in vivo.
Mas aun, las CCE de la regidn basal cultivadas in vitro se mueren mas rapidamente que las
del dpex. Existe una linea basal o gradiente que no solo afecta a las CCE, sino que también

puede afectar a las CCl cuanto mayor sea el dafio producido en las CCE, especialmente en
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la base (32,123). En nuestro estudio, en el grupo “laser” podemos ver un dafio incisivo en
las CC apicales centrado en el rango frecuencial de 9 a 13 kHz, asi como una pérdida de CC

en la region basal de la cdclea.

Un mecanismo que contribuye a la vulnerabilidad de la regién basal es su proximidad a
la ventana redonda. Esta proximidad disminuye en gran medida el volumen de la escala
timpanica debilitando la capacidad de distribucion en los espacios perilinfaticos, y asi
poder diluir rapidamente citotdxicos liberados por el epitelio sensorial ciliado, que puede

tener efectos perjudiciales en las CC (30).

- Lesiones complementarias:

Las pérdida de fibrocitos, de células de soporte y la vacuolizacién del OC se consideran
lesiones estructurales fisiopatolégicas complementarias. Estas lesiones se deben a
anomalias en la transduccién y transmisidn sindptica tras la exposicién acustica. Se
originan acumulos excesivos de K' y aumento de la liberacién de transmisores
glutamatérgicos presentando efectos excitotdxicos. Estos efectos excitotdxicos por la
accion sindptica del glutamato estan relacionados especialmente con la formacién de

vacuolas en las CCl, la estria vascular y el ganglio espiral (74,124,125) (FIGURA 55).
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Figura 55. Importancia de la inervacion glutamatérgica en la sinapsis de la CCE y CCl. Imagen disponible en: (125).

La pérdida de fibrocitos en el ligamento espiral aparece como otro mecanismo
complementario de dafio ya que causa un exceso de liberacidn de K*. Los fibrocitos tipo Il

y IV poseen unos canales Na"/K'-ATPasa y un cotransportador NA"/K'/CL" y es por ello
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gue son los que mas se lesionan (30,125). En nuestro estudio, hemos encontrado una
pérdida de fibrocitos en el limbo y en el ligamento espiral en los tres grupos sometidos a

ruido, asi como vacuolizacidn en la estria vascular en el grupo de ruido de 120 dB SPL.

- Rotura de la Idmina reticular:

En la literatura hay estudios que sugieren la rotura de la Idamina induce per se dafio en
las CC, pero es un tema controvertido ya que en ocasiones se ha visto que la ruptura de
esta lamina puede presentar efectos otoprotectores con la disminucién del potencial
endolinfatico, disminuyendo la transduccion y el efecto glutamatérgico (74,126). Sin
embargo, esta rotura provoca una union entre endolinfa y perilinfa reduciendo las
concentraciones de Ca** y Na*, ocasiondndose posteriormente una situacién excitotodxica

por un exceso de K* (30).

5.1.2. Procesos de muerte celular

Los dos procesos principales descritos que conducen a la muerte celular de las CC son la
apoptosis y la necrosis. La apoptosis es un proceso activo y requiere de energia para que se
inicien unas vias especificas de muerte controlada y programada en la célula (127). La necrosis
celular es un mecanismo de muerte celular pasivo, no requiere energia y su resultado es la
rotura del cuerpo celular. Durante la necrosis, el contenido celular se derrama en las células
adyacentes desencadenando respuestas inflamatorias en cadena. Saunders et al, en 1985
asumieron que la necrosis era la causa principal de la muerte celular de las CC (128). En la
literatura hay descritos otros mecanismos de muerte celular de las CC inducidos por ruido
como las oncosis (edema y aumento de la presién osmdtica celular que con lleva una
dilatacién citoplasmatica y posteriormente a la muerte celular) y la ruptura de la membrana

plasmatica (34,126,129).

La apoptosis puede ser inducida al menos por dos vias: la via extrinseca, se activa a través
de receptores de muerte que residen en la membrana plasmatica, se produce la unién de un
ligando a su receptor muerte provocando la activacion de la caspasa 8 que es entonces capaz
de activar las caspasas efectoras, como la caspasa 3 y caspasa 7; y la via intrinseca, que se
activa desde el interior de la célula. Estimulos tales como dafio al ADN, el estrés oxidativo y la
irradiacién causan un dafio mitocondrial que induce cambios en la permeabilidad de la

membrana mitocondrial externa. Cambios que conllevan la liberacion de varios factores pro-
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apoptéticos en el citosol que desencadenan y amplifican la cascada apoptética. A su vez existe
una liberacién de EndoG endonucleasa y factor inductor de apoptosis (AIF) que produce una
apoptosis independiente de caspasas. Por otro lado, la liberacion de citocromo c conduce a la
oligomerizacion del factor activador de la apoptosis proteasa 1 (Apaf-1) provocando la
formacion del apoptosoma. Esta estructura activa la caspasa iniciadora 9, que a su vez activa
las caspasas efectoras como la caspasa 3 y caspasa 7. Mientras tanto, Smac/DIABLO y
complejos HtrA2/Omi contrarrestan los efectos inhibitorios del inhibidor de moléculas de

apoptosis (IAP) aumentando con ello la activacién de la cascada apoptdtica (FIGURA 56).

En la muerte celular por apoptosis se aprecian condensaciones nucleares en las CC y se
han descrito en cobayas, chinchillas y ratas después de la exposicién al ruido (130-133). La
tincién de estas condensaciones mediante la técnica de TUNEL confirmé las observaciones
iniciales, indicando que la apoptosis es probablemente la ruta de muerte celular mas
importante en las CC sensoriales en respuesta a la exposicién al ruido (134), asi como la

activacion de la cascada de caspasas en las CCE (130,135).

Se estima que un ruido de 105 dB SPL parece favorecer la necrosis, mientras que un ruido
mucho mas intenso (120 dB SPL) parece favorecer la apoptosis (130,131). Si extrapolaramos
estos datos a nuestro estudio, el dafio celular en los animales del grupo de ruido a 120 dB SPL
se deberia a apoptosis, y en el caso del grupo de 105 dB SPL y ruido “laser” seria por necrosis.
En algunas secciones se aprecian condensaciones nucleares con la tincion de DAPI, pero para

poder confirmar estos hallazgos tendriamos que haber realizado una tincién de TUNEL.

Otro factor importante a tener en cuenta es el intervalo de tiempo entre la exposicién al
ruido y el analisis morfoldgico. Las CCE comienzan a morir de inmediato tras el dafio acustico y
contindan haciéndolo hasta por lo menos 30 dias después (136,137). La apoptosis es el principal
mecanismo celular de muerte y extension del dafio inmediatamente después de la lesidn. Sin
embargo, 4 dias después de la lesion, los eventos apoptéticos comienzan a disminuir, y
alrededor del dia 30 los mecanismos de necrosis y apoptosis contribuyen igualmente a la

muerte celular auin en curso (137).

Hay estudios que han demostrado la liberacién de AIF y EndoG en el citosol de
mitocondrias de CC tras la exposicidn a ruido (138), y la activacion de JNK como mediador de
apoptosis en CCE (139,140). Todas estas moléculas permiten la transcripciéon en el nicleo de

varios genes inductores de apoptosis (AlG).
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Figura 56. Esquema representativo de las diferentes vias apoptoéticas de muerte celular. Imagen adaptada de Op de

Beeck et al, 2011 (42).

5.2. EFECTOS DEL RUIDO EN LA FUNCION AUDITIVA

Los roedores son animales ampliamente utilizados en investigacidn para generar modelos
de dano por ruido y explorar nuevas aproximaciones terapéuticas. Para ello es fundamental
tener en consideracion el rango de frecuencias a las que oyen estas especies cuando van a ser

sometidas a una estimulacidn por ruido.

Al disefiar los modelos de ruido se pueden utilizar ruidos continuos o discontinuos, segun
se produzcan variaciones en frecuencia y en intensidad a lo largo del tiempo. En nuestro
estudio hemos utilizado un ruido discontinuo senoidal dentro del espectro de los ultrasonidos,
llamado “swept sine violeta” (SSV). Al comparar el dafio de exposicién producido por
diferentes tipos de sonido, podemos ver que los ruidos discontinuos son mas lesivos que los

ruidos constantes, como seria el caso de un ruido blanco enriquecido en frecuencias altas, que
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hemos denominado “violeta” (V) (TABLA 9). Se aprecia que los ruidos de intensidades
superiores a 100 dB SPL producen un dafio auditivo mas notable, incluso con tiempos de
exposicion reducidos, pudiendo llegar a ser el dafio irreversible cuando la intensidad supera los

120 dB SPL (141). Estos datos concuerdan con los encontrados en nuestro estudio

Tabla 9. Comparacion auditiva de diferentes tipos de ruido: Efectos en los umbrales auditivos de diferentes

estirpes animales sometidas a ruido swept sine violeta y violeta a distintos umbrales y tiempos de exposicidn.

Manuscrito en preparacion Sanz et al y Murillo-Cuesta et al (Ver Anexo)

PTS

TTS

TIPORUIDO DURACION INTENSIDAD ESTIRPE

(dB SPL)

(minutos) (dB SPL) (dB SPL)

C57BL/6
30 110 CBA/Cal 50 40
30 100 C57BL/6 25 10
60 100 CBA/Cal 30 0
30 120 C57BL/6 50 40
30 100 C57BL/6 10 0

La pérdida auditiva inducida por ruido se caracteriza por la pérdida auditiva temporal o
permanente tras la exposicion a sonidos de alta intensidad, y sus efectos dependen de los
parametros fisicos del ruido (70). Durante las primeras dos semanas los desplazamientos de los
umbrales auditivos pueden ser transitorios y reversibles “temporal threshold shift” (TTS),
mientras que una vez transcurrido un mes desde la lesidn, la elevacion del umbral auditivo es
permanente “permanent threshold shift” (PTS). En este estudio hemos observado que los
grupos de ruido de 105 dB SPL y ruido “laser” llegan a recuperar sus umbrales, aunque en el
momento PR2d y PR14d sus TTS estuvieran elevados; sin embargo, en el grupo de ruido de 120
dB SPL tanto el TTS (PR2d-14d) como el PTS (PR28d) se encuentran elevados. Este efecto lo
hemos visto también en cada uno de los tonos puros evaluados y se observa que los umbrales
auditivos no empeoran en el mismo grado dependiendo del tipo de ruido administrado. Chen
et al., aprecian un aumento de los umbrales alrededor de 60 dB al exponer a ratones a un

ruido de 106 dB SPL comprendido entre 20 Hz- 20 kHz (29).

Se estima que siempre que se supere una intensidad de ruido por encima de los 110 dB
SPL, aparecen pérdidas del 90 al 100% de las CCE, especialmente en la base (142). Hamernik et
al, estudiaron la correlacidon que habia entre los desplazamientos de umbral y la pérdida de

CCE en 95 chinchillas expuestas a ruido. Se emitieron tonos puros de frecuencias entre 0,5, 1,
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2, 4y 8 kHz, presentando un ruido de banda estrecha a diferentes intensidades: 109, 115, 121
y 127 dB SPL La duracidn de la exposicidon fue de 24 h/dia durante 5 dias 6 6 h/ dia durante 20
dias. Encontraron una correlacion baja entre el PTS (< 25 dB SPL) después de la exposicion a
ruido durante 5 dias,y alta entre TTS y PTS en el grupo expuesto a ruido durante 20 dias. Sdélo
con el ruido de intensidades 121 y 127 dB SPL se vio una correlacion alta entre el PTS y la

pérdida de CCE (136).

Harding et al, compararon los desplazamientos del umbral auditivo de los ABR con el dafio
histopatoldgico de las CC en chinchillas, utilizando un ruido de 108 dB SPL centrado en 4 kHz
durante 1-1,75 h y otro de 80-86 dB SPL a la misma frecuencia durante todo un dia (133).
Encontraron una relacién con el desplazamiento del TS con la pérdida de CC y de fibras
nerviosas. Los animales expuestos a ruido de 108 dB presentaban una elevacién del PTS de 20-
40 dB al final del ensayo y se correlacionaba con una pérdida focal de 70-100 % de las CCE. Sin
embargo, los animales expuestos a ruido de 86 dB no presentaron lesiones focales en las CCE,
sino un dafio mas generalizado en las CCE, y no se correlacionaba con el TTS ni con DPOAEs
(143,144). Este estudio, reflejaba un dafio inciso con lesiones focales al utilizar un ruido de 108

dB centrado en 4 kHz, que se asemejaria a lo ocurrido en el grupo de ruido “laser”.

Los niveles de TTS y PTS generalmente aumentan con el incremento intensidad sonora de
dB SPL, y la recuperacién de los umbrales es peor en funcién del aumento de la intensidad
sonora acustica de la exposicidn (64). Estos datos concuerdan con lo encontrado en nuestro
estudio, el grupo de ruido a 105 dB SPL y el ruido “ldser” presentan unos umbrales de

recuperacion en los PR28d mejores que el grupo de ruido a 120 dB SPL.

En los grupos de ruido estudiados, la evolucidn de las latencias y las latencias IPL es
similar. La latencia del pico | disminuye y se mantiene en el tiempo tras la exposicién a ruido
repercutiendo también en las latencias del resto de los picos medidos (Il y IV) y en la latencia
IPL I-1l. Los resultados obtenidos parecen apuntar a que el dafo por ruido lleva asociado un
retraso diferencial en el tiempo de conduccién central que puede ser debido a una aceleracion
en la velocidad de transmision del impulso nervioso por parte de los receptores periféricos
hacia el nucleo coclear de la via auditiva, en contraste con el impacto que provoca el ruido en
la supervivencia de las CC. En la literatura hay cierta controversia ya que también se ha
documentado aumento en las latencias tras la exposiciéon a ruido, pero en otros casos no se

han visto cambios en este parametro (75,145-147)
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El hallazgo encontrado en las latencias también se podria deber a un fendmeno de
“reclutamiento coclear”. El reclutamiento es una manifestacién de la lesion del OC que ocurre
en la NIHL. Consiste en la distorsién en la sensacidn de intensidad del sonido, que se presenta
como una mayor sensacién de sonoridad, percibiendo pequefias diferencias de intensidad y
alcanzando umbrales auditivos de disconfort a menor intensidad que en sujetos con
normoacusia (148,149). Se produce por lo tanto un acortamiento del campo auditivo, que es el
rango de intensidades comprendidas entre el umbral auditivo y el nivel de audicién dolorosa.
Existen varias teorias sobre el origen del reclutamiento y todas ellas se centran en las CC. La
diferencia de funcion entre las CCl y CCE es la mas aceptada para explicar el reclutamiento, en
donde las CCl solo intervendrian ante estimulaciones de alta intensidad (a partir de 60 6 80
dB). El reclutamiento estaria asociado a la lesién de las CCE, provocando hipoacusia ante
estimulos de baja intensidad, y se produce retorno de la sensacién de sonoridad normal al

alcanzar el estimulo a altas intensidades gracias a la accion de las CCl que quedan intactas.

Ruggero et al, en 1991 elabord una hipdtesis que se centra en la amplificacion y un
aumento de la velocidad de sefial de las CCE a lo largo de la membrana basilar antes de que
ocurra un dafio sobre las CCE (123). Por ende, la lesion asociada de las CCl compromete la
transduccién coclear y disminuye el nimero de fibras nerviosas estimuladas. Estos datos
concuerdan con el resultado de la disminucién de las latencias (37,150), en el que existe una
situacidn paraddjica de hiperexcitabilidad en las fibras auditivas centrales. Se produce un
incremento anormal en la respuesta a estimulos sonoros, siendo resultado de un fenédmeno de
reclutamiento. Se cree que este mecanismo es un método de plasticidad homeostatica para

equilibrar la actividad neuronal después de un dafio coclear (151-156).

En nuestro estudio las amplitudes de los picos | y Il disminuyen tras la exposicién a ruido
siguiendo un patréon similar que se mantiene en el tiempo. Los cambios en el ABR por
exposicidon a ruido han sido asociados con un aumento temporal o permanente del umbral
auditivo, y con un descenso de las amplitudes de los picos, relacionandose con el nimero de

neuronas que son capaces de despolarizarse (145,150,157).
La utilizacién de las DPOAES se considera como un método de deteccidn precoz de NIHL,

ya que se ha visto que en pacientes que no han llegado a mostrar alteracién en la audiometria

tonal liminar si pueden reflejar cambios cocleares subclinicos (110).
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Nuestro trabajo muestra como el efecto del ruido parece empeorar la funcién de las CCE
en los grupos de ruido, aumentando sus umbrales de respuesta en las DPOAES. Esta técnica ha
sido histéricamente empleada en clinica, y los estudios en diferentes cepas de ratones han
mostrado un empeoramiento en esta respuesta tras la exposicién a ruido (158-161). Hay
estudios que correlacionan la respuesta de las DPOAES con la capacidad de recuperacion de

TTSy PTS (110,162,163).

La pérdida de CCE observada pareceria coincidir con la falta de funcién causada por el
ruido y la evaluada mediante los DPOAES. La evaluacién de la respuesta de los DPOAES en el
grupo de ruido “laser” se centrd en el analisis de las frecuencias centrales de 8 y 10 kHz, para
profundizar si también existia tonotopia como en los datos encontrados en el audiograma,

pero no se encontraron resultados concluyentes.

5.3. IMPORTANCIA DEL IGF-1 EN LA FUNCION AUDITIVA

El IGF-1 es un miembro de la familia de péptidos relacionados con la insulina que
interviene en aspectos fundamentales del desarrollo del sistema nervioso, como son la
proliferacién, diferenciacion y supervivencia. Se conoce que participa en el desarrollo
especifico del oido interno promoviendo la proliferacion y supervivencia asi como la

diferenciacion de precursores neurales del oido interno (94,99,164).

El IGF-1 es esencial para mantener la fisiologia cerebral normal y promover la
neurogénesis. Hay estudios que sugieren que en el oido interno adulto este factor actia como
un protector dtico cuyos niveles predicen la pérdida auditiva relacionada con la edad. En la
cOclea adulta el IGF-I parece mantener la fisiologia de la estria vascular y promover la

supervivencia de las neuronas auditivas (106).

En nuestro experimento hemos podido hallar una disminucién progresiva de los niveles
de IGF-1 en suero y ademas, existe una correlacién inversa de los mismos con los umbrales
auditivos. Estos datos reflejarian que los niveles en suero de IGF-1 en ratones CBA que han
sido expuestos a un ruido de gran intensidad, disminuyen sin poder llegar a ofrecer un
mecanismo de otoproteccién que facilite la supervivencia en las CC. Podriamos decir que el

descenso en suero de IGF-1 es un marcador de dafio celular en el oido interno.
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Estos datos concuerdan con la evolucidn fisioldgica de IGF-1 observada en otras estirpes
de ratén como (MF1*129 sV) (106). Se ha demostrado que en ratones deficientes en IGF-1 se
reduce el tamafo de la cdclea, del ganglio espiral, y también hay una disminucidn significativa
en el numero y tamano de las neuronas auditivas. El déficit de IGF-1 produce un retraso
general en la diferenciacion de las células ganglionares de la cdclea durante el desarrollo

postnatal (164,165).

Hay estudios que corroboran que las CC pueden entrar en una apoptosis inducida por el
dafo acustico. Existe una relacion del IGF-1 al unirse con su receptor de membrana, capaz de
mantener la supervivencia celular a través del papel regulador de fosfoinositol 3 quinasa,
permitiendo la inhibicién de la apoptosis (166). Con mayores niveles en suero de IGF-1 Ia

pérdida de las CC se podria prevenir.

Desde un punto de vista experimental, existen estudios que valoran el potencial papel de
proteccion del IGF-1 ante diferentes procesos ototdxicos (96). Iwai K. y colaboradores en 2006
aplicaron un hidrogel embebido en IGF-1 en la ventana redonda de ratas Sprague-Dawley que
habian sido expuestas a un ruido blanco de 120 dB SPL durante 2 horas, y encontraron que el
tratamiento local redujo significativamente la elevacién de los umbrales de ABR en los dias 7 y
30 después de la exposicion al ruido (95). El andlisis histolégico revelé que el IGF-1 disminuia
significativamente la pérdida de CCE (167). Utilizaron un test de ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas para medir IGF-1, en cobayas expuestas a ruido tratadas con un hidrogel en
la ventana redonda, para evaluar el comportamiento funcional e histoldgico y encontraron
también una reduccidn significativa de la elevacion de los umbrales de ABR, y mayor

supervivencia de las CCE.

Li et al, en 2008 (168) estudiaron el efecto terapéutico del IGF-1 en cobayas con hipoacusia
neurosensorial provocada por la administracién de gentamicina, administrando 10 ul de IGF-1
directamente tras la fenestracion de la escala timpdnica. Comprobaron que se redujo
significativamente el umbral de respuesta del ABR en relacién con el grupo control. Mediante
un microscopio electrénico de barrido se observd dafio severo de las CC en el grupo control,
mientras que en el grupo de tratamiento con IGF-1 se apreciaban microvellosidades en la

superficie de las CC dafiadas.

Centrandonos en estudios clinicos, cabe destacar el Unico experimento de administracion

de IGF-1 recombinante hecho en humanos (169). Se seleccionaron 25 pacientes con sordera
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brusca refractaria a corticoides sistémicos a los que se les introdujo un hidrogel biodegradable
con IGF-1 en la ventana redonda, y los resultados demostraron una recuperacién de los

umbrales auditivos (ganancia de 20 dB) a las 4 semanas después del tratamiento.

Por tanto, ponemos de relieve el papel neurotréfico del IGF-1 y su potencial valor
terapéutico en la proteccion del oido interno, asi como la importancia de la disminucién de los
niveles serolégicos del IGF-1 como posible marcador prondstico de dafio celular inducido por
ruido. Estos datos proporcionan una base para futuros estudios que confirmen este potencial y

profundicen en el conocimiento de las acciones del IGF-1.

5.4. EFECTOS DEL RUIDO EN LA MORFOLOGIA COCLEAR

Es importante destacar que la estirpe de ratones CBA es mas resistente a los efectos
nocivos del ruido que la estirpe C57, especialmente en la conservacion de la citoarquitectura
coclear asi como en la preservacién de restos auditivos. Pero pese a ello, el ruido es capaz de
provocar lesiones en la morfologia coclear de la estirpe CBA que suele afectar al OC vy a la
pared lateral de la céclea. En la literatura hay estudios que manifiestan la homogeneidad de
los ratones CBA, presentando menor variabilidad individual en la respuesta al dafio acustico, lo

que permite evaluar de forma mas clara las lesiones ocasionadas por la exposicién al ruido

(30,122,170-172).

En el andlisis de la morfologia coclear, los animales del grupo control no muestran
alteraciones significativas en las estructuras pertenecientes a la escala timpdnica de las tres

espiras de la coclea (FIGURA 57).

Las estructuras cocleares mas susceptibles al dafio causado por el ruido son el ligamento

espiral, el limbo espiral, las CC vy la estria vascular (29,173,174).

Se ha reportado la pérdida de fibrocitos de tipo Il y tipo IV en el ligamento espiral (FIGURA
58), asi como la pérdida de fibrocitos en el limbo (32,173,175). Estos datos concuerdan con los
hallados en nuestro estudio especialmente en el grupo de ruido a 120 dB SPL. Estas estructuras
son piezas fundamentales en la circulacion del K" desde la perilinfa a la endolinfa en el oido

interno, y por tanto responsables de la formacién del potencial endococlear que tiene su
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reflejo en la sensibilidad de las CC a la estimulacion mecdnica (35,175). Las lesiones encontradas
en nuestro estudio son equiparables a las halladas en el limbo y ligamento espiral en ratones
albinos y ratones mutantes YRT2 tras exposicidn a ruido (176), sin embargo en este estudio no

se encontraron alteraciones en el OC.

a

scala vestibuli

scala media

inner hair
cell nerves

tunnel  tunnel outer hair
fibers cell nerves membrane

cochlear
nerve fibres scala tympani

Figura 57. a) Esquema de las estructuras que componen la escala timpdnica de la espira media de la céclea. Imagen
disponible en: (177). b) Seccidn representativa de la morfologia coclear de la espira media de un animal del grupo
control (10x). Barra de calibracién 100 um.

Figura 58. Representacion de la distribucion de los diferentes tipos de fibrocitos en el ligamento espiral. Imagen

disponible en: (32)
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Las CC son las dianas principales del OC que se afectan tras la exposicion al ruido (29,30).
Pero también se ha visto el colapso de células de soporte (especialmente en las células de
Deiters y Hensen), tanto en efectos agudos como crénicos del ruido, y se ha relacionado con
pérdida de sensibilidad auditiva (30,31) (FIGURA 59). Centrandonos en los datos encontrados en
este trabajo, observamos que estas lesiones se encuentran en el grupo expuesto a ruido de
120 dB, en el qué es practicamente imposible diferenciar las CC de las células de soporte por el

colapso del OC.

La pérdida de CC o incluso la produccidn de dafios estructurales no irreversibles, como la
pérdida de cilios o cambios en la conformaciéon del OC, son las consecuencias de la exposicion
a ruido que explican mejor la aparicién de aumentos permanentes de umbral (28-30,163,178). Se
conoce que la pérdida de CC inmediatamente después de la exposicién a ruido puede ser
pequefia, pero la lesidn aumenta tras 30 dias después de la exposicidon (27). Esta pérdida

ademads se puede extender hacia la base de la cdclea (29,178).

Unmyelinated Nerve Outer Hair SCALA MEDIA
Fibers Cells Hensen's Cells
Interdental Cells F
Tectorial
Membrane

(Medial) (Lateral)

Deiters Cells

Basilar Membrane Spiral Ligament

Tympanic Lamella (Fibrous)

Myelinated Cochlear

Nerve Fibers

Zona Arcuata Zona Pectinata

SCALA TYMPANI

Figura 59. Esquema representativo de las CCy células de soporte en el OC. Imagen disponible en: (125).

En el limbo encontramos una pérdida muy llamativa de fibrocitos en los grupos expuestos
a ruido y una cierta desorganizacién de las células interdentadas. Existen referencias en la
literatura en relacién a una pérdida ocasional de estas células en el limbo apical con la edad
(179), sin embargo no se ha encontrado una relacién clara entre la exposicion a ruido y

alteraciones en estas células (30,174,175) (FIGURA 60).

137



DISCUSION

Comparando el grupo control con los respectivos grupos de ruido podemos ver una
alteracion importante en la citoarquitectura de la estria vascular, desde un adelgazamiento y
atrofia (ruido “laser”) a una dilatacidn y vacuolizacién (ruido 120 dB SPL). Estos hallazgos
también son encontrados por Ohlemiller en 2007 al analizar los efectos agudos (3 h) vy
permanentes (8 semanas) de un ruido de banda ancha (4-45 kHz) a 110 dB SPL en ratones CBA
y C57/B6, donde se aprecian alteraciones en el espesor de la estria vascular, en la densidad de
las células marginales y en la densidad de fibrocitos en el ligamento espiral y limbo (180).
Cuando el dafio es agudo se puede ver una vacuolizacién de las células basales dentro de la
estria vascular, y a las 8 semanas se encuentra una estria mucho mas atréfica y delgada con

residuos extracelulares.

Las alteraciones encontradas en nuestro estudio en el OC, limbo, ligamento espiral y
estria vascular son muy similares a los encontrando por Celaya et al,(181) al comparar ratones
salvajes para el gen Igf1+/+ qgue son sometidos a un ruido (110 dB SPL durante 30 minutos) con
sus respectivos controles. Murillo-Cuesta et al, en 2010 (176) encontraron estos hallazgos al
exponer a ratones albinos y transgénicos pigmentados (YRT2 y Tyrth) a ruido, donde se aprecia
una pérdida de fibrocitos en el limbo y en ligamento espiral sin afectacion de las CC (FIGURA

60).

Figura 60. Morfologia coclear de un ratén albino (A-C) y otro transgénico YRT2 (D-F) representativos de los
resultados de este estudio, en los que se aprecia la pérdida de fibrocitos tras la exposicién a ruido en el limbo (B,E) y
en ligamento espiral (C). [OHC: CCE/ SL: limbo/ SpL: Ligamento espiral. Barra de escala 100 um. Imagen disponible
en: (176).
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Es importante destacar que en la literatura estan descritas alteraciones en la morfologia
coclear que pueden estar relacionadas con una fase inicial de envejecimiento, puesto que en
animales con mas 6 meses de edad se han visto alteraciones en estructuras como ligamento
espiral y estria vascular (179). Esta hipdtesis no seria relevante en nuestro estudio ya que los

ratones presentan una media de 3 meses de edad en el momento del sacrifio.

En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significativas en los diferentes
grupos de ruido en relacidn con el control al estudiar el ganglio espiral. Estos datos concuerdan
con el estudio de Liu y colaboradores, realizado en cobayas que no encontraron una pérdida
de las neuronas ganglionares en los canales de Rosenthal después de la exposicidn a ruido de
110 dB SPL (182). Sin embargo, en la literatura hay estudios que hacen hincapié en que la
supervivencia de las neuronas del ganglio espiral depende del soporte tréfico proporcionado
por las CCl (183). Estos datos son controvertidos ya que hay recientes investigaciones que
indican que la degeneracién de las neuronas del ganglio espiral sucede sin lesion en las CCl, y
esto se deberia sobre todo a la importancia de las células de sostén en la supervivencia

neuronal en el oido interno (184).

Si nos centramos en las alteraciones morfoldgicas producidas a nivel de las CC podemos
encontrar estudios que demuestran que las CC mds dafiadas tras la exposicion del ruido son las
CCE (37,143,144,185), seguidas de las células de sostén; posteriormente acaban dafidndose las
CCl. Se ha descrito que la primera manifestacién de dafo celular es la pérdida de la ultima
linea de CCE (29,178). Estos datos concuerdan con los hallados en nuestro estudio, afectandose
mas las CCE en todos los grupos expuestos a ruido. En el grupo de ruido a 105 dB SPL se pone
de manifiesto como se pierde la ultima fila de CCE como vimos en el apartado 4.3.2. de

Resultados.

Sin embargo, en la literatura hay cierta controversia en relacion a qué CC se lesionan de
forma mds precoz. Hay estudios que encuentran un daio progresivo en las CC, empezando por
la primera linea de CCE, seguido de las CCl, y segunda y tercera fila de las CCE. (30,144,186,187).

Por el contrario, exponen que las CCl son las mas alteradas por el dafio inducido por ruido

(37,188).
Existen varias fases por las que van pasando las CC tras el dafio: inicialmente aparece una

fusién intercelular por medio de digitaciones, un colapso y posteriormente la muerte celular.

Cuando se estudian microscopicamente las CC, podemos apreciar distintas lesiones que se
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clasifican en puras (cuando afectan a un unico tipo de CC), combinadas (si se afectan ambas

CC), focales y generalizadas (143).

Cuando aparece un lesion de al menos un 50% de pérdida en las CC a lo largo de una
longitud de 0,03 mm del drgano de Corti, recibe el nombre de lesion focal. Esta lesion
equivaldria a un dafo en tres CC consecutivas (126,143,185). Existe una lesidn focal especifica
gue se conoce como “wipeout”, es decir, como aniquilacion o erradicacién, que corresponde a
la pérdida de CC y que sucede en una longitud superior a 0,03 mm pero inferior de 1,5 mm;
esta lesion estaria causada por un dafo acustico de gran energia (FIGURA 61). En nuestro
estudio, en el grupo de ruido “laser” hemos objetivado estas lesiones “wipeout” en los
sectores apicales 25% y 30%. En el grupo de ruido a 120 dB SPL, podriamos decir que también
aparecen lesiones “wipeout” pero no de forma focal sino mucho mas extensas afectando a la
porcién basal de la céclea.
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Figura 61. a) Lesidn focal en el OC se aprecia una pérdida circunscrita de CCE (primera y segunda linea), células de
soporte y CCl. b) Lesion de tipo “wipeout” en el OC, donde se aprecia una pérdida y barrido de CCE, CCl, soporte e

incluso de la membrana basilar. Imagen disponible en: (144)

Las lesiones que se mantienen a lo largo de la longitud del OC, y son mayores de 1,5 mm
se denominan generalizadas (63,143). En este caso suelen distribuirse desde al dpex hasta la
base, y normalmente las regiones mas distales al apex son las que se ven mas afectadas; estos
datos concuerdan con los encontrados en nuestro estudio en los tres grupos de ruido

especialmente en las CCE.
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5.5. COCLEOGRAMAS

Un cocleograma es un mapa topografico de la cdclea que nos da la informacion necesaria
para poder interpretar las caracteristicas estructurales y funcionales del oido interno,
conociendo el lugar exacto que ocupan las frecuencias a lo largo de la céclea de la forma mas

fisiolégica posible.

En la literatura podemos encontrar muchas estimaciones acerca de los lugares
tonotdpicos especificos en mapas frecuencias cocleares. Hans Engstrom en 1966 fue el
primero en utilizar esta técnica para conocer el comportamiento de las CC dentro de un

cocleograma (189).

Existe una relacién lineal simple de la ubicacion frecuencial a lo largo de la longitud
coclear que responde como una funcidn logaritmica. Sin embargo, no hay consenso sobre qué
ecuacién es mas adecuada para el estudio citococlear en cada especie. Estas ecuaciones
pueden dar lugar a diferentes mapas frecuenciales oscilando en mas de una octava entre ellos.
Las mas utilizadas en los estudios mediante mediciones indirectas matematicas son la de
Greenwood y Ehret (190,191); aunque también podemos encontrar otras basadas en
inyecciones de trazadores neurales, bien en el nicleo coclear como en las fibras del nervio

auditivo, como es el caso de Miiller (TABLA 10) (30,122,190-193).

Tabla 10.Ecuaciones cocleograficas: Relacion de las diferentes ecuaciones posibles de calculo de cocleogramas.

ESPECIE ECUACION UNIDADES REFERENCIAS
Rata Wistar x= 102.048* %%V _ 4,632 | % desde la base Miiller (1991)
Rata f= A(10™ -k) % desde la dpex Greenwood (1996)
Ratodn f= 335010%(**™*-1) mm desde el dpex Ehret (1983)
Raton C57BL/CBA | f= 1460*(10%%™) % desde la dpex Ou (2000)
Raton CBA/Cal f= 3.109*10!1009/"0.0142:07719 % desde la base Wang (2002)
Ratén CBA/Cal X =156.53-82-46*log(f) % desde la base Miiller (2005)
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Es importante recalcar que debido a la variacion de la longitud en la membrana basilar
intraespecie se prefiere trazar los cocleogramas en porcentaje es vez de milimetros. Es por ello
que en nuestro estudio dividimos el OC en sectores equidistantes en 5% desde el apex hasta la
base en toda la longitud de la céclea. Como comentamos en el apartado de material y
métodos, para hacer la representacion cocleografica de los datos nos basamos en la ecuacién

de Miiller para la estirpe CBA.

La extraccidon total de la membrana basilar a lo largo de toda la cdclea es técnicamente
dificil, la regidn distal del “hook” o gancho, tiene un cardcter mas fragil que hace que se lesione
con facilidad. Es por ello que en los cocleogramas de nuestro estudio no se estima que
obtengamos el 100% de la cdéclea, sino que obtenemos de una manera indemne y fiable hasta
el 75-80% de la longitud de la misma. Preferimos omitir el 20-25% restante para evitar
cometer errores en relacidn a la integridad celular que no sean por el propio dafio inducido por
el ruido y sean por la técnica de diseccion; con ello no estamos valorando qué ocurre en las
frecuencias comprendidas entre 50-80 kHz, pero esto no conlleva consecuencias de pérdida de
informacioén ya que los ruidos empleados en el estudio actian en un rango entre 2-22 kHz, y
con nuestro método valoramos la tonotopia coclear comprendida en ese rango e incluso lo

doblamos.

Hay una necesidad de estandarizacidon de los métodos utilizados para el trazado de los
cocleogramas, con el fin de obtener una vision mas uniforme del comportamiento de las CC,
tanto en una forma fisiolégica como tras la exposicion a un dano celular; y de esta manera,
poder correlacionar las lesiones histoldgicas de las CC con los desplazamientos de los umbrales
auditivos obtenidos con las mediciones de ABR. Los resultados obtenidos en los cocleogramas
y los estudios morfolégicos de los animales expuestos a ruido concuerdan con el supuesto de
que son las CC la principal diana que se afecta tras la exposicion a ruido y se relaciona con la

aparicion de aumentos permanentes de umbrales frecuenciales especificos (29,30,122,163).

Hay estudios (133,136,194,195) que utilizan escalas de aproximacion para poder llevar a cabo
el recuento de las CC en cada una de las regiones de la céclea. Se seleccionan regiones
representativas y por medio de la escala se realizan estimaciones globales de la poblacién de
las CC. Estos datos cuantitativos pueden reflejar integridad y supervivencia celular, y otras
veces porcentaje de perdida de CC, pero en ninguno de ellos se representan densidades

celulares como hacemos en nuestro método (FIGURA 62).
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Figura 62. Cocleograma de un gerbo expuesto a ruido, donde se representa la pérdida de CC en porcentaje. Imagen

disponible en: (194).

La ventaja de hacer un barrido sistematico a lo largo de la céclea para estudiar la densidad
poblacional de las CC, permite hacer un recuento con un nivel de precisién mucho mayor que

las escalas de aproximacidn que solo hacen estimaciones.
Cabe resaltar que la aplicabilidad de este método de recuento no sélo es util en dafio

celular, sino también permite evaluar la respuesta de las CC tras la aplicacién de tratamientos

de regeneracidn y proteccion celular.
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6. CONCLUSIONES
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1. Los ratones CBA expuestos a ruido excesivo experimentan un aumento en los umbrales
de deteccién de las DPOAES y en los umbrales auditivos, cuya magnitud y reversibilidad

depende del tipo de ruido:

o 1.1. Los animales expuestos a ruido SSV de intensidad 105 dB SPL sufren un
aumento de 60-70 dB SPL en los umbrales auditivos en la respuesta a

estimulos click y a tonos puros.

o 1.2. Los animales expuestos a ruido SSV de intensidad 120 dB SPL
experimentaron un incremento del umbral auditivo de 70-80 dB SPL, y una

peor recuperacion que los animales expuesto a ruido de 105 dB SPL.

o 1.3. Los animales expuestos a ruido “laser” de intensidad 105 dB SPL sufren un
dafio funcional a los 2 dias de la exposicidn, que luego tiende a recuperarse y
evolucionar igual que el grupo de ruido 105 dB. El audiograma del grupo de
ruido “laser” en la respuesta a 10 kHz presenta un mayor umbral y una peor
recuperacion, reflejando una lesiéon especifica en la regidn coclear encargada

de la recepcién de esta frecuencia.

o 1.4. Los grupos expuestos a ruido experimentan una disminucién de las
latencias absolutas e interpico, asi como una caida en las amplitudes de los

picos ABR.

2. El método de recuento de densidad celular evaltia el nimero y daio de las CC indicado
por células/érea, asi como la ubicacion del dafio en el OC localizando las lesiones en el

rango frecuencial de tonotopia coclear.

o 2.1. Los ratones CBA expuestos a ruido presentan una pérdida marcada de CC,
tanto externas como internas, especialmente en los sectores correspondientes

a las regiones media y basal. Las CCE son las mas afectadas.
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o 2.2. La pérdida de CC se correlaciona con el desplazamiento del umbral
auditivo causado por el ruido, asi se observa la siguiente gradacién de mayor a
menor pérdida tras exposicidon a daifio 120 dB SPL >ruido 105 dB SPL > ruido

“laser” > grupo control.

o 2.3. El grupo expuesto a ruido “laser” muestra una pérdida de CC mas intensa
en los sectores apicales que se corresponden con la regidon de la cdclea

sintonizada con las frecuencias en torno a 10 kHz.

3. El descenso de los niveles de IGF-1 es un potencial marcador bioquimico de dafio celular

inducido por la exposicién a ruido excesivo en ratones CBA.

o 3.1. Existe una correlacién entre los niveles de IGF-1 en suero y el umbral
auditivo, de manera que a menor nivel de IGF-1, hay un mayor nivel de umbral

auditivo.
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Abstract: Hearing aids or cochlear implants constitute almost exclusively the treatment options currently available to
patients suffering from sensorineural hearing loss and related conditions, such as noise-induced hearing loss, ototoxicity
or autoimmune inner ear disease. While some systemic treatments exist, they generally exert adverse secondary effects
and their efficacy is hampered by the blood-cochlear barrier that limits drug access to the inner ear. Hence, the new thera-
pies that are being developed for hearing loss focus on strategies for direct drug delivery to the inner ear. The passive and
active methods for local delivery can be categorized into two general groups: intratympanic or intracochlear. The intra-
tympanic approach is a non-invasive method that preserves hearing and takes advantage of the permeability of the round
window to gain access to the cochlea. However, this technique is limited by not knowing the dose of the drug that reaches
the cochlea, (a handicap whichmight be overcome by the use of tagged drugs). While direct access to the inner ear by
intracochlear administration avoids this problem, this method requires surgery. Currently, laboratory animals are being
used to explore which therapeutic approaches are best suited to address this problem. These include cochleostomy and the
insertion of devices that pump drugs into the inner ear without inducing cochlear damage. In this article, we review the
different techniques under evaluation in animal models of deafness, and their potential use for drug delivery and treatment

of human inner ear diseases.

Keywords: Sensorineural deafness, intratympanic, intracochlear, local therapy, mutant mice, microcathether, round window,

osmotic pump, cochleostomy.

INTRODUCTION

Hearing impairment is a significant health-care problem
with tremendous socio-economic impact. Approximately
10% of the population suffers hearing difficulties, increasing
to over 25% for individuals over the age of 65. In children,
early hearing loss affects language acquisition, while
acquired hearing loss in adults impairs social integration [1].

The sense of hearing depends upon the integrity of the
sensory epithelia in the inner ear and when this tissue is dis-
rupted, hearing loss occurs [2]. Hearing deficits are generally
associated with the loss of the sensory “hair” cells and/or
neurons due to primary genetic defects or secondary to envi-
ronmental factors, including ototoxic damage, noise trauma,
ageing or interactions between these factors [3] (Fig. (1)).
Indeed, hearing loss due to noise trauma represents the third
most common occupational disease, and the impact of hear-
ing impairment is continuously growing due to increases
both in noise pollution and in the average age of the popula-
tion [4]. There are currently no specific pharmacological
treatments for sensorineural hearing loss and thus, the clini-
cal options are based on the use of prostheses, including
hearing aids, cochlear implants, middle ear implantable
devices and osseo-integrated implants.

*Address correspondence to this author at the University Hospital
Prince of Asturias, University of Alcala, Ctra. Alcala-Meco s/n, 28805 Alca-
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Given these limited treatment options, several new lines
of research are directed towards the development of treat-
ments to preventive and reparative strategies for sensorineu-
ral hearing loss, especially that of cochlear origin. Most of
the cochlear and spiral ganglia cells share a common devel-
opmental origin in the otic placode. As such, much interest
has focused on the growth and transcription factors that
modulate the early development of the inner ear. This devel-
opmental information is expected to provide clues for the
design of new therapeutic approaches based on trophic fac-
tors and the generation of otic cells [5-8]. Moreover, sys-
temic treatments appear to have limited efficacy for such
approaches since the cochlear blood-brain barrier limits drug
passage to the inner ear, requiring the use of high doses that
are associated with a large number of adverse side effects.
Consequently, there has been considerable interest in the
development of treatments that can be locally administered
to the inner ear using either intratympanic or intracochlear
routes of administration. Several such approaches are cur-
rently being explored in animal models and some intratym-
panic treatments are widespread clinical use gentamicin
instillation to treat Meniere's disease and of corticosteroids to
treat immune-mediated inner ear disease, sudden deafness
and Meniere's disease.

Here, we describe several forms of sensorineural hearing
loss that could benefit from the local administration of drugs,
and we discuss the different methods available for local drug
delivery to the inner ear.

© 2012 Bentham Science Publishers
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-Autosomal dominant (77%)
-Autosomal recessive (22%)
-X-linked (1%)
-Mitochondrial (0.1%)

Fig. (1). Classification of hearing loss and associated aetiology.

SENSORINEURAL HEARING LOSS

Local drug administration has considerable potential to
treat sensorineural hearing loss of primarily cochlear origin,
including ototoxic-induced damage, immune-mediated inner
ear disease, sudden deafness, noise-induced hearing loss,
presbycusis and some vestibular diseases that can also affect
the cochlea (e.g., Meniere's disease).

Ototoxicity

Many substances, pharmaceuticals and industrial chemi-
cals can exert toxic effects on the inner ear and toxicity can
also occur as a side effect of certain metabolic diseases.
Among the main ototoxic drugs currently known, we can
find:

a) Aminoglycoside Antibiotics

These are water-soluble drugs that are mainly effective in
the treatment of infection caused by Gram-negative bacteria.
These compounds are toxic to both vestibular and cochlear
hair cells, and while streptomycin and gentamicin preferen-
tially target vestibular hair cells, neomycin, kanamycin and
amikacin primarily damage cochlear cells [9,10]. Auditory
and vestibular toxicity is caused by the progressive accumu-
lation of the toxin in the perilymph and endolymph of the
inner ear, the result of active transport through the vascular
stria. Moreover, the half-life of the toxins in the labyrinthine
fluids is five to six times higher than in the plasma. How-
ever, it is unclear if the levels of aminoglycoside accumula-
tion are directly related to their effects on inner hair cells
[11] and indeed, concentrations in the perilymph were found
to be similar to those obtained in other undamaged organs,

-Sudden deafness
‘Meniere’s syndrome
-Infections

-Immune diseases

such as the heart or lungs [12]. The toxicity of these com-
pounds also damages the stria vascularis, thereby compro-
mising endolymph homeostasis and causing sensory cell
injury secondary to an imbalance of cochlear homeostasis.
Upon cochlear insult, the outer hair cells are the first ele-
ments affected, with damage progressing toward the apex,
and from the inner to the outer row of outer hair cells. Sub-
sequently, the inner hair cells and the supporting cells are
damaged, followed by retrograde damage of the auditory
nerve. Nevertheless, the incidence of cochlear insult in hu-
mans is not well established and it is reported to range from
2.5-20%.

b) Erythromycin

This antibiotic can cause reversible hearing loss in hu-
mans, primarily affecting conversational and high frequen-
cies. Ototoxicity is believed to occur through the central
auditory pathway [13].

c) Loop Diuretics

Furosemide and bumetanide are among the most com-
mon examples of this type of compound that act on the
epithelial cells of Henle's loop where they inhibit the reab-
sorption of Na*, K* and CI" ions by the Na*/K* pump. These
diuretics cause an increase in the Na* concentration and a
decrease in K" ions in the endolymph, and they can also in-
hibit ion transport at the stria vascularis [14]. At the histopa-
thological level, loop diuretics produce interstitial oedema of
the stria vascularis, along with a decrease in the numbers of
intermediate cells and an increase in the volume of marginal
cells.
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d) Salicylates

These are stored in almost all body tissues, and they are
biotransformed in the liver and excreted by the kidneys. The
use of doses higher than 6-8 g/day can cause ototoxicity.
These compounds reach the cochlea quickly, attaining
maximum concentrations in the perilymph about 2 hours
after administration [15]. Associated histopathological
effects are observed at the vascular (bleeding inside the
semicircular canals and organ of Corti, vasoconstriction of
the capillaries in the stria vascularis) and cellular levels
(destruction of outer hair cells and impaired mitochondrial
strial cells).

e) Cisplatin

This is an antineoplastic agent that is effectively incorpo-
rated by the stria vascularis and that exhibits uptake into the
organ of Corti, exerting toxic effects on the marginal cells.
Outer hair cells are the first to be affected, mainly at the level
of the basal turn of the cochlea. Subsequently, the cilia of the
outer hair cells eventually disappear and the supporting cells
are also damaged, although inner hair cells are not usually
affected. Cisplatin also negatively affects the cochlear nerve,
and cisplatin-induced hearing loss is bilateral and can appear
during treatment administration or years later. Responses in
the high frequency range are initially affected and damage is
usually permanent, although some cases of partial or even
complete recovery have been described [16].

f) Industrial Ototoxicity

This occurs following exposure to organic solvents used
for industrial purposes in the manufacture of paints, var-
nishes, solvents and glues, as well as others used in petrol
blends, such as benzene. These solvents damage the outer
hair cells and alter cochlear micromechanics [17]. Indeed,
carbon monoxide primarily produces deafness as a result of
the neurological sequelae triggered by the elevated levels of
carboxyhemoglobin that accumulate [18]. Heavy metals such
as arsenic are frequently found in insecticides or rodenti-
cides, and they too can lead to degeneration of the stria vas-
cularis followed by hair cell loss.

g) Cellular Stress Secondary to Metabolic Diseases

Hyperbilirubinemia and alterations in glucose metabo-
lism are among the toxic endogenous stresses that can cause
hearing loss. Hyperbilirubinemia is a risk factor for neonatal
hearing loss, and high levels of bilirubin in the basal ganglia
are toxic and cause bilateral severe to profound sensorineural
hearing loss. In diabetes mellitus, cochlear microangiopathic
changes [19] are associated with poor blood supply, leading
to the degeneration of spiral ganglion neurons, auditory
nerve fibers and the sensory cells of the organ of Corti. Neu-
ropathy is also associated with several vascular disorders.

Immune-Mediated Inner Ear Disease

Immune-mediated inner ear disease can occur as either an
organ-specific or systemic disorder. Inner ear disease may
occur due to an autoimmune reaction against the membra-
nous labyrinth proteins themselves, or as a host defence reac-
tion against infection, tumours or toxins. It can occur secon-
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dary to a systemic disorder, either as a direct effect (e.g., the
production of autoantibodies against inner ear antigens in
other organs) or indirectly through the trapping of circulating
immune complexes, which alter local biochemical phenom-
ena or cause inflammatory destruction of blood vessels (vas-
culitis) in the inner ear [20]. This form of hearing loss exhib-
its a progressive or fluctuating pattern, and it is usually
asymmetrical, with or without associated vertigo. Occasion-
ally it is accompanied with elevated ear pressure and tinni-
tus, and while it normally develops progressively over weeks
or months, hearing loss may also occur suddenly. Medium or
high doses of glucocorticoids remain the treatment of choice
for almost all autoimmune diseases, either alone or in com-
bination with cytotoxic drugs [21]. The administration of
these glucocorticoids is typically systemic, either oral or
parenteral, and when systemic use is contraindicated or these
compounds are used as a rescue therapy, the intratympanic
route of administration is typically employed.

Sudden Deafness

Sudden deafness is defined as sudden sensorineural hear-
ing loss that develops in less than 72 hours, with a loss of
over 30 dB in at least three consecutive frequencies in tone
audiometry tests, and with no previous otologic history
[22-24]. Several theories have been proposed to explain idio-
pathic sudden deafness, the most documented of which is the
viral theory [25]. However, specific serological profiles have
not been described [26] and there is no evidence of positive
responses to antiviral treatments such as acyclovir [27].
Alternatively, the impact of disturbing inner ear microcircu-
lation was proposed on the basis of some prethrombotic ge-
netic susceptibility [28], while the incidence of sudden deaf-
ness may augment among patients with cardiovascular risks
of different aetiologies [29]. The involvement of the immune
system has also been proposed based on pathological studies,
spontaneous recovery and the response to steroid treatment
[23, 24, 30-33]. Several different causes of sudden deafness
have been described [22-24], including inflammation
(viruses, bacteria, syphilis), vascular and haematological
(anaemia, stroke) trauma, immune-mediated diseases
(Cogan’s disease, scleroderma, ulcerative colitis, sarcoido-
sis), endolymphatic hydrops or Meniere’s disease, diabetes,
ototoxicity, bone disease of the otic capsule, meningitis, mul-
tiple sclerosis and acoustic neuroma. The effects on hearing
can vary considerably, affecting only a specific region of the
cochlea, or resulting in alterations at all frequencies. Treat-
ment is based on the application of systemic steroids, usually
taken orally, occasionally supported by intratympanic corti-
costeroid administration as a rescue therapy [22]. It was
demonstrated recently that topic application of insulin-like
growth factor (IGF-1) using gelatin hydrogels is well toler-
ated and may aid hearing recovery in patients with sudden
sensorineural hearing loss that is resistant to systemic gluco-
corticoids [34]. IGF-I1 is a trophic factor that improves cell
function in many physiological scenarios. Indeed, its promise
as a therapy for hearing loss is based on the fundamental role
of IGF-I in inner ear development and function [35, 36],
although its therapeutic potential must be further demon-
strated.
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Noise-Induced Hearing Loss

Otologic injuries caused by acoustic insults are often
occupational diseases that are accompanied by the common
sequelae of hearing loss [37]. The ear damage resulting from
exposure to excessive noise is known as acoustic trauma
when the lesions are irreversible or listening fatigue in the
case of reversible lesions. Listening fatigue provokes altera-
tions in outer hair cells due to acoustic over-stimulation and
persistent or very intense loud noise can result in irreversible
acoustic trauma, which is classified as acute or chronic.
Acute acoustic trauma causes sudden and severe hearing loss
within a few minutes, accompanied by severe tinnitus that
usually ameliorates with time. The associated hearing loss
mainly affects the 4,000 Hz frequency, although if noise
exposure persists, this can be extended to affect higher acute
frequencies, and even up to 20,000 Hz, eventually affecting
all frequencies. Excessive sound pressure produces extreme
vibration of the cochlear mechanical system, mainly provok-
ing damage to the external and internal hair cells at the basal
turn of the cochlea. By contrast, chronic acoustic trauma is
caused by persistent exposure to noise, which can be harmful
to hearing upwards of 80 dB, depending on the exposure
time.

Other factors that affect the degree of cochlear damage
include a combination of genetic predisposition and envi-
ronmental influences. Thus, the extent of noise-induced
damage is related to the individual’s susceptibility due to
genetic factors [38], age [39], pre-existing ear disease [40]
and nutritional deficiencies such as vitamin B12 [41]. Expo-
sure to excessive noise is associated with an increase in oxi-
dative metabolism, increased oxygen consumption and the
production of toxic free radicals [42-45]. Currently, the only
available treatment for this form of hearing loss involves the
use of hearing aids. Animal models of otic damage caused by
noise exposure have been developed to study this phenome-
non, taking into account the different ranges of frequencies
at which rodents hear [46].

Presbycusis

Presbycusis, or age-related hearing loss is the most com-
mon form of hearing loss, affecting 40% of individuals over
65 in whom it is the most prevalent neurodegenerative dis-
ease [47]. The prevalence of presbycusis is thought to be
growing exponentially, due to the lack of preventive treat-
ment for hearing loss and the increasingly ageing population.
Presbycusis has a significant impact in the elderly as it de-
creases their ability to communicate and limits their auton-
omy and social participation. Presbycusis is classified as:
sensory (loss of outer hair cells), neural (loss of spiral gan-
glion cells), metabolic (strial atrophy), or mixed and inde-
terminate cochlear conductive or mechanical (stiffness of the
basilar membrane) that accounts for over 25% of cases [48-
50]. In addition to affecting the peripheral organ, presbycusis
can also cause alterations of a central origin (central presby-
cusis), and it may even involve altered middle ear behaviour
(conductive presbycusis).

Several factors have been related to the pathogenesis of
presbycusis, including genetic factors [51], age-related cellu-
lar processes, environmental factors and associated diseases.
While human genetic factors have not been clearly identi-
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fied, alterations to the ahl gene (age related hearing loss)
located on chromosome 10 have been described in C57 mice
[52], and in the cadherin 23 protein that is expressed in hair
cell stereocilia [53]. Acquired mitochondrial mutations are
also thought to contribute to presbycusis [54]. Recently, we
described premature hearing loss in the NMRI mouse, a
model of oculocutaneous human albinism (OCAL), when
compared with transgenic mice in which melanin synthesis
has been rescued [55]. Finally, IGF-1 levels decrease with
age in both mice and humans, a phenomenon that appears to
be correlated with hearing loss in a mouse model that exhib-
its stria vascularis degeneration and cochlear neuron loss
[56]. Screening of ENU-generated mouse mutants with hear-
ing or vestibular phenotypes has furthered our knowledge of
genetic deafness [57]. Several age-associated cellular
changes occur in the cochlea, including decreased prolifera-
tion of spiral ligament fibrocytes and stria vascularis cells
[58]. Moreover, cochlear sensory cells, neurons and hair
cells are not replaced in adult mammals. Hence, the repair
and maintenance of these cells is critical for hearing. These
processes may be intrinsically limited by the state of the mi-
tochondria, which is central to the production of energy, and
the generation of free radicals as metabolic by-products.
Thus, the loss of cochlear sensory cells with age may be the
result of accumulated mitochondrial damage, which leads to
decreased function and increased production of free radicals
as part of an accelerating age-related cycle of deterioration
[59]. The environmental factors most associated with pres-
bycusis are related to noise exposure.

Meniere's Disease

The aetiology of Meniere's disease is unknown, although
it is characterised by endolymphatic hydrops that occurs due
to the dysfunction of type | and Il of spiral ligament fibro-
cytes. The resulting alteration in the recycling of potassium
causes an osmotic imbalance and an expansion of the
endolymphatic compartment [60]. Symptoms include epi-
sodes of spontaneous recurrent vertigo accompanied by fluc-
tuating hearing loss and intermittent tinnitus. The hearing
loss is sensorineural and initially, it usually affects the low
frequencies before subsequently impacting on other frequen-
cies. Treatment of Meniere's disease involves the intratym-
panic administration of gentamicin and corticosteroids in
order to control episodes of vertigo, with generally good
results.

COCHLEAR PHARMACOKINETICS

The anatomy of the cochlea and the difficulties inherent
to the in situ analysis of this organ have hampered the accu-
mulation of relevant pharmacokinetic data. However, it is
plausible that the pharmacokinetic processes occurring at the
systemic level in the human body after administration of a
drug are similar to those that occur in inner ear fluids. As
such, the same parameters should be considered for efficient
treatment in both scenarios, namely liberation, absorption,
distribution, metabolism and elimination [61].

Liberation refers to the release of the drug under study as
a function of the dose administered. Current efforts in the
field of drug delivery therapies, specifically those targeting
the inner ear, are focused on the development of drugs and
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drug carriers that allow controlled release over a specific
time period. Several sustained release formulations have
been developed in recent years, including liposomes, biode-
gradable microspheres loaded with drugs and drug-polymer
conjugates, nanoparticles, gels, etc [62, 63]. The release of
drugs into the cochlea trough the perilymph and endolymph,
is influenced by concentration gradients, physical and Chem-
icals factors such as temperature and pH [61].

Absorption refers to the uptake of the drug at the site of
administration and its entry into the inner ear fluid. Moreo-
ver, the extracellular fluid spaces of the ear exhibit different
pharmacological characteristics (Fig. (2)). The perilymph is a
fluid with a similar composition to cerebrospinal fluid that is
mainly produced locally through the vascular supply to the
cochlea, providing a favourable environment for the function
of sensory cells and neurons. The endolymph is a fluid that
has a high concentration of potassium ions that provide the
electrochemical basis for sensory cell function. The
endolymph is mainly produced in the stria vascularis and it is
secreted by marginal cells of the stria vascularis to the scala
media. The extracellular fluid of the cochlear bone represents
the transition between the systemic circulation and per-
ilymph. Most of the structures of the cochlea are protected
from the systemic circulation by the haematoencephalic bar-
rier, a continuous capillary endothelium of blood vessels and
the main element influencing drug absorption. Systemic cir-
culation is largely confined to the stria vascularis, vessels
and capillaries. Thus, drugs entering through systemic circu-
lation would be expected to be distributed both inside and
outside the capillary endothelium; into the perilymph via the
marginal cells of the stria vascularis and the capillary wall of
the scala media; although this might reduce the endocochlear
potential [62]. The vascularity of the rest of the cochlea is
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relatively poor, with the exception of the modiolus and the
walls of the scala tympani [64]. The endothelial cells lining
the vessels are connected by tight junctions without fenestra-
tions [65,66]. The properties of the drugs themselves also
significantly influence their absorption. For example, high
molecular weight drugs with high liposolubility or negative
charges can spread more passively than drugs with positive
charges. Drugs with high protein binding are less likely to
cross. The unusual positive potential in the scala media poses
an additional constraint for drug entry. Drugs that are posi-
tively charged tend not to enter the scala media since the
electrical gradient of endocochlear potencial works against
them.

Distribution refers to the process by which drugs pass
through different fluid compartments (perilymph and
endolymph), and how they spread from the fluid spaces to
the different tissue compartments of the inner ear. Upon en-
tering the cochlear fluid, drugs are distributed potentially
homogeneously throughout the perilymph, and thus, they can
diffuse into the organ of Corti, which contains the hair cells,
nerve terminals and other specialized cells. The spiral gan-
glion and structures within the modiolus of the cochlea are
also bathed in perilymph, allowing continuous diffusion.
Drug distribution along the length of the cochlea and within
the inner ear depends on the point of drug entry, which may
be the scala tympani, near the round window niche and the
oval window. The inter-scala distribution is highly depend-
ent upon the particular drug administered [67, 68].

Drug distribution in the inner ear can be subdivided into
radial and longitudinal processes [65]. Most drugs adminis-
tered by intratympanic techniques act at the round window
niche, entering the cochlea by diffusion through the round
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Fig. (2). Schematic representation of a section of the cochlea showing the three scala.
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window and dispersion through the scala tympani. The trans-
fer of substances through the round window to the scala
tympani of the inner ear primarily appears to be a passive
process. This process also involves communications between
the round window, the scala and the vascular systems of the
endothelial cells [62, 66]. Drugs administered by intra-
cochlear methods do not act directly at the round window
and drug distribution occurs longitudinally. The diffusion of
the drug along the scala tympani and vestibule occurs
through the helicotrema, at the cochlear apex, and by the
open communication between the basal part of the scala ves-
tibuli and the vestibulum [67]. Thus, drugs can be distributed
over greater distances through round window niche, scala
timpani and longitudinal process.

Finally, metabolism is the chemical transformation of
drugs into active groups or compounds that are more easily
removed. Clearance is the removal of drugs or their metabo-
lites from the inner ear. Drug metabolism and elimination is
specific to each compound and some of the same barriers
that limit drug entry also limit their clearance, such as tight
junctions. Furthermore, the intracochlear plasma contains
enzymes of the esterase family that may alter the structure of
the drugs that enter the perilymph [69].

METHODS OF LOCAL ADMINISTRATION

Local therapy in the inner ear of humans was first used
more than half a century ago for the treatment of Meniere's
disease with local anaesthetics [70,71]. Since then, it has
been widely used for the treatment of vestibular symptoms
associated with this disease through the local application of
gentamicin [72, 73]. In addition to aminoglycosides and
anaesthetics, a variety of drugs have been administered by
application to the human round window niche, including
neurotransmitters for tinnitus, monoclonal antibodies for
autoimmune diseases of the ear or inhibitors of apoptosis
(AM-111) for noise-induced hearing loss [74]. However, the
most common use of local drug application in the inner ear is
for glucocorticoid administration for the treatment of
Meniere's disease [75], sudden deafness [76-78], autoim-
mune disease inner ear [79] and tinnitus [80]. The corticos-
teroids most frequently used in humans are dexamethasone,
methylprednisolone and hydrocortisone, of which methyl-
prednisolone shows the best diffusion through the round
window [81-84]. Intratympanic administration of corticos-
teroid achieves a higher cochlear dose compared to safe dos-
ing via systemic, oral or intravenous administration [85].
Corticosteroids decrease the response of non-lymphoid
inflammatory cells such as neutrophils, macrophages and
mast cells, as well as decreasing the activity of T and B cells,
protecting the fibroblasts and the endothelial cells. On the
other hand, some corticosteroids exert a regulatory effect on
the Na'/K*-ATPase enzyme in the stria vascularis, which
plays an important role in regulating intracochlear water bal-
ance [86].

In addition to the concentration and pharmacokinetic
characteristics of the drugs themselves, several additional
factors influence the level of drug that reaches the per-
ilymph. These include the permeability of the round window
niche (which in turn is affected by fibrosis at the niche), the
speed with which the drug is eliminated from the round win-
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dow, the local pH and temperature, the diffusion of the drug
through the mucosa of the middle ear and temporal bone
spaces, and drug absorption through the eustachian tube. One
key parameter influencing drug concentration is the duration
of contact between the drug and the round window niche
[87]. This variable is particularly difficult to control, often
necessitating the use of high drug doses [78,88] and under-
scoring the current need to develop new materials for con-
trolled drug administration.

Several methods are used to deliver drugs into the inner
ear, classified primarily according to the site at which the
drug is introduced (i.e., intratympanic or intracochlear:
(Fig. (3)). Additionally, these methods can be classified as
passive or active, depending on the mode of drug dissemina-
tion. Intratympanic administration involves less surgical
trauma than the intracochlear route, as surgical access to the
middle ear is relatively simple and general anaesthesia is not
required. Several such approaches are currently under devel-
opment, although they have only been tested in laboratory
animals to date.

Intratympanic Administration

Local drug application at the round window niche
through minimally invasive surgery or injection through the
eardrum can be achieved by several different methods. Drugs
can be administered directly to actively penetrate the round
window niche or indirectly via the middle ear, using carriers
that permit passive diffusion. Different protocols for active
intratympanic application can involve a single direct injec-
tion (one-shot), repeated injections (three times per week) or
continuous application through a microcatheter [74,89]. De-
spite the increased cochlear drug concentrations and the re-
duced side effects associated with local therapy as opposed
to systemic delivery methods [87,89], several major impedi-
ments to the development of controlled and reproducible
intratympanic administration remain. The limitations of di-
rect intratympanic injection include limited control of the
residence time and the local concentration of the drug admin-
istered, which is affected by the exact site of infusion, the
presence/absence of residual fluid in the middle ear and the
permeability of the eustachian tube [74]. To overcome these
problems, several devices have been developed for sustained
drug release at the round window, including microcatheters,
acetate wicks and semi or fully implantable osmotic infusion
pumps. In turn, these strategies can be divided into two
groups, depending on whether application is directly to the
round window niche or into the middle ear.

a) Direct Action at the Round Window Niche

Round window microcatheters (M-Cath™ and e-Cath™)
are available in different diameters for drug infusion or fluid
extraction, and they contain an electrode to monitor signals
from the ear. The tip of the catheter system is compressible
and it is designed specifically to block the round window
niche [78, 90-92] (Fig. (3)).

Polyvinyl acetate wicks (MicroWick Silverstein™) are
strips of 1 mm in diameter and 9 mm in length, which absorb
the externally administered medication and transport it di-
rectly to the round window. These strands are inserted
through a vent pipe passing through the tympanic membrane
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Fig. (3). Schematic representation of the ear showing the two strategies described for local drug delivery: intratympanic and intracochlear.

after myringotomy, a procedure that can be performed under
local anaesthesia. In humans, this approach was first used to
administer gentamicin to treat the vertigo crisis associated
with Meniere's disease [93]. Subsequently, it has been used
to administer dexamethasone to treat sudden deafness and
immune-mediated inner ear disease [93, 94]. Before select-
ing this procedure certain considerations should be taken into
account, including earwax removal, the extrusion of the ven-
tilation tube and the interactions with topical antibiotics in
cases of otorrhea.

The permanence time of an actively administered drug
can be increased in the presence of polymers or other com-
pounds in the round window [95, 96]. Drugs can be adminis-
tered within matrices or contained in deposits with layers of
polymers or nanoparticles. These are known as passive
methods, despite acting on the round window. Drug admini-
stration via hydrogels may facilitate drug access to the inner
ear, although these gels are influenced by a number of fac-
tors including chemical (pH, ionic bonds or the presence of
certain molecules) and physical reactions (such as tempera-
ture, pressure or electrical potential). These factors will af-
fect how the hydrogel releases the drug, and those used for
the treatment of inner ear diseases should be biodegradable,
often consisting of hyaluronic acid or glutaraldehyde poly-

mers combined with collagen [97-99]. Moreover, it is impor-
tant to note that maintaining the concentration of the drug
depends on the specific kinetics of polymers and the degra-
dation characteristics of the carrier [99-101]. The first biode-
gradable polymer system used for drug administration con-
sisted of a polylactic acid/polyglycolic acid copolymer and a
gelatin sponge complex (Gelfoam®) or alginate polymers.
Gentamicin-soaked Gelfoam provides optimal results in re-
ducing vertigo and tinnitus [100].

The use of nanoparticles has emerged as a promising new
strategy for sustained and controllable drug delivery to the
inner ear. The procedure used for application in the round
window niche is similar to that described above, although to
date these techniques have only been tested in laboratory
animals. Nanoparticles can consist of biodegradable or non-
biodegradable materials, depending on the application and
the desired pharmacokinetic profile. Nanoparticles have a
diameter ranging typically up to 300 nm and they are pre-
pared from a range of material types and through a variety of
methods — one example being a 50/50 ratio of lactic acid and
glycolic acid. The drug of choice is introduced into this ma-
trix for delivery into the inner ear. Silica matrices containing
a dispersion of electromagnetic molecules have also been
used for this purpose. Once exposed to magnetic fields, these
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molecules indicate the exact location of the deposits within
the turns of the cochlea [102, 103]. Nanoparticles have been
investigated as an alternative to viral vector systems, the
latter of which are considered to be promising for the treat-
ment of diseases of the inner ear but are limited by biosafety
issues, and they do not allow accurate cellular and tissue-
specific delivery. Liposomes are also used as drug delivery
vehicles and they represent a promising system for gene
therapy methods, particularly as they can be mixed with
DNA to transfect numerous cell types and they can be intro-
duced into the cochlea by microinjection [103, 104]. In most
of these cases, the presence of the drug within the cochlea
can be demonstrated by immunohistochemistry.

b) Indirect Action at the Round Window Niche through
Drug Application to the Middle Ear

Implantable osmotic pumps provide a steady, continuous
and controlled supply of drugs, and they are minimally inva-
sive due to their small size (Alzet, TI-DDS®) [105-107]. In
general, access to the round window is achieved via a hole in
the bulla (bullostomy), allowing placement of either the
pump itself or a microtube connected to a reservoir im-
planted subcutaneously [105]. The pump typically holds a
volume of 100pl, 200ul or 2 ml with flow rates ranging from
0.11 to 10 I/h. The pump has an outer semi-permeable mem-
brane surrounded by an osmotic conductive agent, which in
turn houses an impermeable drug reservoir. The entry of
water into the chamber of the osmotic agent exerts pressure
on the reservoir of the drug, which is then forced out through
the cannula [102, 105, 107]. Depending on the model, these
pumps allow 1 day to 6 weeks of continuous infusion (Al-
zet®). To date, this approach has only been used in animals
to investigate novel therapies.

Despite the significant advances in this field [67, 78, 108,
109], further progress is hindered by the inability to define
standard operation procedures to recover and analyse fluid
samples from the inner ear during preclinical studies in ani-
mals. Indeed, most of the results from clinical studies do not
include the measurement of drug concentration at the round
window or in the middle ear, rather using the rate of liquid
clearance to estimate the approximate concentration. Even in
preclinical animal experiments, the measurement of intra-
cochlear drug concentrations is difficult. Thus, methods must
be developed and improved further to efficiently quantify
drug concentrations in both the medium and in the inner ear.

Table 1.
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Intracochlear Administration

The second means of local drug administration to the
inner ear is the intracochlear method (Fig. (3)), which pro-
duces better drug bioavailability (the percentage of drug that
enters the inner ear) than extracochlear administration. Di-
rect injection of drugs into the perilymph is expected to yield
100% bioavailability and as such, it is comparable to intra-
venous delivery. However, 100% bioavailability cannot be
achieved by intracochlear administration due to leakage at
either the site of application or at other sites of fluid exit,
such as the cochlear aqueduct. While sealing the injection
site in the otic capsule with bone powder, fat or fascia may
be effective, the possibility that leakage will affect the per-
ilymphatic drug concentration should be borne in mind [87,
89] (Table 1).

Intracochlear methods create a means of access by punc-
ture through the round window or by cochleostomy, and they
do not involve significant drug activity at the round window
niche. Access to the cochlea has also been described via sur-
gery of the most medial part of the lateral semicircular canal,
and even in the endolymphatic sac [89], allowing the drug to
be distributed via the capillary endothelium of blood vessels
to the organ of Corti and stria vascularis. A variety of tools
for these procedures has recently been developed for pre-
clinical studies, including syringes, osmotic pumps and other
devices. A simple method for drug delivery to the inner ear
involves the direct injection of drugs into the cochlea using a
syringe [74,87], which allows the pharmacological effects to
be studied without complications. This method has been used
both in clinical studies and animal research. Currently, direct
intracochlear injection has been used clinically prior to elec-
trode insertion of cochlear implants, in a research study. Di-
rect injection has the potential to disrupt endolymph homeo-
stasis and should be limited to cases where hearing does not
depend on this. The trauma generated by the electrode along
the scala tympani provokes reactive fibrosis that can increase
electrode impedance. Direct injection of steroids at the time
of insertion of the prosthesis reduces fibrosis and ensures the
optimal performance of the implant [110,111]. Direct drug
administration has also been used in laboratory animals after
cochleostomy to explore the transfer and effects of new
therapies for the inner ear [112-114], such as when using
adenoviruses, liposomes with DNA plasmids, glutamate an-
tagonists and inhibitors of the apoptotic cascade, like the
Jun-N-terminal kinase antagonist, D-JNKI-1 [78,87,113]. A
variation on the direct injection method involves sealing the

Advantages and Disadvantages of Intratympanic and Intracochlear Administration

Intratympanic

Intracochlear

Easy access

Advantages

Minimal risk of hearing loss
Less surgical trauma
Local anesthesia

Dose control
Increased bioavailability
Minor residual loss
Ideal method in conjunction with cochlear implants

Disadvantages

Lower bioavailability
Variability in dosage control
Round window niche fibrosis

Difficult to Access
General anesthesia
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cochlea after implanting the cannula connected to a drug
infusion pump. Through programming such a pump could
permit consistent drug delivery. These experiments have
only been performed in animals under general anaesthesia
and the surgical procedure usually involves creating a hole in
the apex of the cochlea. Several pharmacokinetic studies
have been carried out with ions and microspheres using this
procedure [67, 115, 116].

As with intratympanic methods, osmotic pumps are im-
portant elements in intracochlear drug administration and
have been proven to be safe and effective in laboratory ani-
mals. This approach has been used to study residual hearing
after cochleostomy by analyzing brainstem evoked potentials
3 and 7 days after implantation of a minipump containing
different toxins that diffuse into the perilymph [117]. Such
controlled drug delivery through osmotic pumps has been
useful to study the effect of various drugs on neuronal con-
servation and otoprotection, demonstrating (for example) the
effectiveness of intracochlear steroid therapy in preventing
hearing loss after acoustic trauma [118]. Steroids prevent
hair cell death after exposure to ototoxic substances and they
provide tissue protection after mechanical trauma produced
by electrode arrays in cochlear implants [118, 119]. Osmotic
pumps have also allowed new treatments to be studied, such
as growth factor-mediated preservation of hair cells and neu-
rons in the inner ear. Accordingly, neurotrophins such as
BDNF, D-JNKI-1 (a peptide inhibitor of the apoptotic path-
way) and BN82270 (an inhibitor of peroxidation that can
reduce free radical production) have been studied as a poten-
tial treatments to preserve neurons and protect the cochlea in
rodents [89, 119, 120].

Since the first use of cochlear prostheses, continuous
efforts have been made to increase their effectiveness. Co-
chlear implants stimulate the auditory neurons in the cochlea
via an electrode inserted into the scala tympani. Accumulat-
ing evidence suggests that better results might be obtained if
drugs could be used in combination with the electrode [121-
124]. The combination of a drug delivery platform (e.g., to
administer neurotrophic factors) with electrode implantation
could effectively prevent degradation of the neural circuit.
This in turn could improve innervation, increasing neuronal
survival and ultimately enhancing the effectiveness of co-
chlear implants for long-term use [124]. In addition, the ad-
ministration of steroids and other compounds could prevent
the growth of tissues on the electrode and maintain the low
electrode impedances [87, 122, 124].

Multiple pump devices are currently being developed,
including a microinjector and a drug delivery device
[78,125]. Indeed, a micro-injection syringe equipped with a
system to regulate the volume of the drug infused was tested
in laboratory animals [89]. This device uses a fluid exchange
system with a cannula implanted directly in the scala tym-
pani, acting both as the input and outlet. The drug is concen-
trated in this fluid, which is diffused and mixed with the per-
ilymph in the scala tympani. During withdrawal, an equiva-
lent volume is returned to the device. This pulsing method
can protect hair cells from disruptive changes in cochlear
volumes and increases in pressure, while creating a net in-
crease in drug concentration. Several electronically con-
trolled drug delivery methods are also currently under devel-
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opment, which can provide precise control of delivery vol-
umes and allow multi-dose drug delivery and administration
routines in time [111, 123, 126].

CONCLUSION

Current research is focused on the development of ad-
ministration procedures for local, controlled drug delivery
without damaging the inner ear. Laboratory animals are a
fundamental tool for the development of these approaches,
which aim to reduce variability in dosage and increase drug
bioavailability. Improvements in local drug administration to
the inner ear will benefit patients with hearing impairments
by offering better treatment options with reduced side ef-
fects, and hence, a better quality of life.
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