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RESUMEN

En la actualidad, el implante coclear (IC) es uno de los dispositivos mas empleados
en el tratamiento de la hipoacusia neurosensorial de grado severo-profundo. A pesar de
las mejoras en la técnica quirtrgica y en las guias de electrodos empleadas, su colocacion
genera un dafno al oido interno, asi como un ambiente proinflamatorio que favorece el
aumento de las impedancias eléctricas y el empeoramiento de los niveles auditivos post-
operatorios. La reciente experimentacién en animales demuestra que la administracién de
corticoides a nivel intracoclear disminuiria la formacién de la capa fibrética en torno al
electrodo tras la implantacién, obteniéndose un mayor rendimiento del IC.

Dado que la céclea es un 6rgano relativamente aislado en el organismo, la administra-
cion sistémica de farmacos para el tratamiento de patologias auditivas no ha tenido hasta
ahora resultados satisfactorios. A su vez, los tratamientos intratimpanicos presentan un
efecto terapéutico limitado a largo plazo. Por esta razon, en las tltimas décadas se ha
estudiado la posibilidad de emplear un tratamiento basado en la asociacién de un IC con
farmacos o terapia génica. Para ello, se desarrollé un nuevo dispositivo de IC que cuenta
con una bomba de liberacién asociada a una canula, que permitiria tratar las pérdidas de
audicién por medio de un abordaje combinado de terapia farmacologica y estimulacion
eléctrica. Sin embargo, a dia de hoy ain no se conoce del todo la farmacocinética de los
liquidos cocleares. El adecuado conocimiento del comportamiento y distribucién de los
farmacos en el oido interno permitiria conocer la repercusion exacta que su administraciéon
supondria, asegurando un tratamiento a largo plazo, un control eficaz de la dosis y la
posibilidad de emplear distintos farmacos.

Dados los satisfactorios hallazgos obtenidos en otros animales de experimentacién
y los estudios recientes que demuestran la similitud existente, tanto a nivel anatémico
como fisiolégico, entre los primates y el ser humano, el traslado a la experimentacion en
Macaca fascicularis (Mf) permitirfa la futura extrapolacién de los resultados obtenidos
al ser humano, con el fin de conocer a fondo las caracteristicas farmacocinéticas de la
c6clea humana planteando asi dosis y terapias ttiles y con menores efectos secundarios
en el tratamiento de las distintas patologias auditivas. Asi, el objetivo fundamental de
esta tesis doctoral es establecer la dindmica de fluidos existente a nivel coclear en un
modelo experimental animal: Mf, demostrando la existencia de un flujo en direccion
apical, favorecido por distintos factores intracocleares e igualmente condicionado por los
mismos.

Este estudio se llevo a cabo siguiendo los principios bésicos que rigen la farma-
cocinética: el esquema LADME (Liberacién, Absorcién, Distribucién, Metabolismo y
Eliminacién). Se realizé un estudio prospectivo, longitudinal, experimental y comparativo
entre un total de 15 Mf a los que se les implanté un dispositivo preclinico, CI FElectrode
Array HL14DD, manufacturado por la compania Cochlear Ltd., asociado a una bomba de



liberacion cargada con Isotiocinato de fluoresceina, asociado a dextrano (FITC-Dextran).
Se crearon 3 grupos (5 Mf en cada uno), en funcién del tiempo de liberacién programado:
Grupo 2 horas, Grupo 24 horas y Grupo 7 dias. Se tomaron muestras de perilinfa (10
muestras, de 1 uL cada una) del apex coclear y se analizaron inmediatamente después
por medio de un espectrofluorimetro. Tras la eutanasia del animal, se realiz6 un analisis
histologico detallado del hueso temporal implantado. Los resultados obtenidos fueron
analizados, interpretados y comparados entre si, asi como con los hallazgos evidenciados
en otros animales de experimentacién, en estudios previos.

Estos resultados apoyan la viabilidad del Mf como modelo para el estudio de la far-
macocinética del oido interno, con la existencia de un flujo coclear en el Mf, en direccion
apical, asi como la necesidad de un tiempo de infusién de entre 2 y 24 horas para al-
canzar concentraciones maximas en el apex. Pasado este tiempo, una vez transcurrido
al menos un periodo de liberacién de sustancia comprendido entre 24 horas y 7 dias,
las concentraciones tienden a disminuir, correspondiéndose con el inicio del periodo de
“lavado” de la sustancia administrada a nivel intracoclear. También se sugiere que las
variaciones anatémicas del Mf y la existencia de posibles reservorios generados como
consecuencia de las comunicaciones existentes entre la escala timpanica, y los espacios
extracelulares (espacio modiolar, seno endolinfitico) pueden jugar un papel importante
en el mantenimiento de las concentraciones a lo largo de la toma de muestras.

Los importantes avances en las técnicas de imagen, asi como los buenos resultados
obtenidos en este estudio, promueven nuevas vias de investigacién, aplicando estos ha-
llazgos a otras regiones del oido interno. Técnicas minimamente invasivas de abordaje
al laberinto posterior permitirian no sélo ampliar el conocimiento en la administracién
local de farmacos, directamente a nivel del oido interno, sino también establecer nuevos
tratamientos que permitiesen un abordaje completo del conjunto de patologias que pue-
den comprometer la adecuada funcionalidad de este 6rgano de los sentidos, tanto a nivel
auditivo como vestibular.



ABSTRACT

At present, the cochlear implant (CI) is one of the most widely used devices to treat
severe-to-profound sensorineural hearing loss. Despite improvements in surgical techni-
que and electrode arrays, its placement leads to damage to the inner ear, as well as a
pro-inflammatory environment that favours increased electrical impedances and worsens
postoperative hearing outcomes. Recent animal experimentation reveals that intraco-
chlear corticosteroid administration would decrease the formation of the fibrotic layer
around the electrode post-implantation, which would enhance CI performance.

Given that the cochlea is a relatively isolated organ in the body, systemic adminis-
tration of drugs to treat auditory impairment has failed to yield satisfactory results thus
far. Furthermore, intratympanic treatments have a limited long-term therapeutic effect.
Therefore, the possibility of using a treatment based on the association of a CI with drugs
or gene therapy has been explored in recent decades. To this end, a new CI device with
a cannula-associated delivery pump was developed that would make it possible to treat
hearing loss through a combined approach of drug therapy and electrical stimulation.
However, the pharmacokinetics of cochlear fluids have yet to be fully understood. A
suitable knowledge of drug behaviour and distribution within the inner ear would provide
insight into the precise impact of drug administration, ensuring long-term treatment,
effective dosage control, and the possibility of using a variety of drugs.

Given the satisfactory findings in other experimental animals and the recent studies
that demonstrate the anatomical and physiological similarity between primates and hu-
mans, the translation to experimentation in Macaca fascicularis (Mf) would enable the
results obtained in the future to be extrapolated to humans, with the aim of gaining
in-depth knowledge regarding the pharmacokinetic characteristics of the human cochlea,
thereby establishing useful doses and therapies with fewer side effects to treat different
auditory pathologies. Thus, the main objective of this doctoral thesis is to establish the
existing fluid dynamics of the cochlea in an experimental animal model: Mf, evidencing
the existence of a flow in the apical direction, assisted by different intracochlear factors
and also conditioned by them.

This study was conducted according to the basic principles governing pharmacokine-
tics: the LADME (Liberation, Absorption, Distribution, Metabolism, and Elimination)
scheme. A prospective, longitudinal, experimental and comparative study was performed
in a total of 15 Mf implanted with a preclinical device, CI FElectrode Array HL14DD,
manufactured by Cochlear Ltd., associated with a release pump loaded with fluorescein
isothiocynate, associated with dextran (FITC-Dextran). Three groups (5 Mf each) were
formed based on the scheduled release time: Group 2 hours, Group 24 hours and Group 7
days. Perilymph samples (10 samples, 1 ul. each) were taken from the cochlear apex and
analysed immediately afterwards by spectrofluorimeter. After euthanasia of the animal, a



detailed histological analysis of the implanted temporal bone was conducted. The results
were analysed, interpreted, and compared with each other, as well as with findings from
previous studies in other experimental animals.

These results support the viability of the Mf as a model to study inner ear pharmacoki-
netics, with a cochlear flow in the Mf towards the apex, as well as the need for an infusion
time of between 2 and 24 hours to attain peak concentrations in the apex. Then, after a
period of at least 24 hours to 7 days of substance release, concentrations tend to decrease,
corresponding to the beginning of the “washout” period of the substance administered
intracochlearly. Furthermore, it is suggested that the anatomical variations in Mf and the
existence of possible reservoirs generated as a result of communications between the scala
tympani and the extracellular spaces (modiolar space, endolymphatic sinus) could play
an important role in maintaining concentrations throughout the sampling period.

Major inroads into imaging techniques, as well as the encouraging results obtained in
this study, promote new avenues of research, applying these findings to other regions of
the inner ear. Minimally invasive techniques to approach the posterior labyrinth would
not only enable us to broaden our knowledge regarding local delivery of drugs directly to
the inner ear, but also to establish new treatments that would provide a comprehensive
approach to the range of conditions that can compromise the proper functioning of this
sensory organ, both at the auditory and vestibular levels.



Indice general






Indice general

Indice de tablas

Indice de figuras

Indice de abreviaturas

1.

Introduccion
1.1. Ofdo Interno . . . . . . . . o

1.1.1.

1.1.2.

1.1.3.

Descripcion anatomo-fisiologica del oido interno del ser humano
1.1.1.1. Comunicacién entre ambas regiones del oido interno: cé-
clea y laberinto . . . . . ... ... oL
1.1.1.2. Comunicacién entre las estructuras del oido interno y la
region intracraneal . . . . . . ...
1.1.1.2.1.  Acueducto coclear . . . .. ... ... ... ...
1.1.1.2.2.  Saco endolinfatico . . . ... ... ... .. ...
1.1.1.3. Vascularizacion y drenaje linfatico del oido interno. Barre-
ra hemato-perilinfatica . . . . . . . ... .. ... ... ..
1.1.1.3.1.  Vascularizacion del oido interno . . . . . . . . ..
1.1.1.3.2.  Drenaje linfatico del oido interno . . . . . . . ..
1.1.1.3.3. Barrera hemato-laberintica . . . . . ... .. ..
Caracteristicas principales de los liquidos laberinticos en el ser hu-
mano: endolinfa y perilinfa . . . . ... ... 0000000
1.1.2.1. Localizaciéon de los liquidos laberinticos . . . . . . . . . ..
1.1.2.1.1. Escalas vestibular y timpanica . . . . . . . .. ..
1.1.2.1.2. Escala coclear o media . . . . . . . ... .. ...
1.1.2.2.  Produccién de los liquidos laberinticos . . . . . . . .. ..
1.1.2.2.1. Perilinfa . . . .. ... ... oL
1.1.2.2.2. Endolinfa . . . ... ... ... .. ... ...
1.1.2.3. Composicién de los liquidos laberinticos . . . . . . . . ..
1.1.2.4. Reabsorciéon de los liquidos laberinticos . . . . . . . . . ..
Comparacion anatomo-fisiologica entre los distintos especimenes re-
levantes en el estudio: roedores ( Guinea pig), primates (Macaca fas-
cicularis) y el ser humano . . . . ... ... L.

1.2. Experiencia en la liberacion de farmacos a nivel del oido . . . . . . . . ..

14

15

19

21
24
24



1.2.1. Experiencia en la liberaciéon de sustancias en animales de experi-

mentacion . . ... .. L 36
1.2.1.1. Principios de la farmacocinética coclear: el esquema LADME 36
1.2.1.1.1. Liberacién . . . . . . . ... ... ... ... .. 36
1.2.1.1.1.1.  Administraciéon por via intratimpanica . . 37

1.2.1.1.1.2.  Administracion directa a nivel del oido in-
terno . . . ..o 39
1.2.1.1.1.3.  Dispositivos de liberaciéon . . . . . . . . .. 40
1.2.1.1.2. Absorcién . . . . . . . . ... 43
1.2.1.1.3. Distribuciéon . . . . . ... ... 44
1.2.1.1.4. Metabolismo . . . .. .. ... ... ... .... 47
1.2.1.1.4.1.  Caracteristicas de la sustancia inyectada. . 48
1.2.1.1.5.  Eliminaciéon . . . . ... .. ... ... ... ... 49
1.2.1.2.  Anélisis de resultados. Técnicas de toma de muestras . . . 50

1.2.2. Experiencia en la liberaciéon de farmacos para el tratamiento de
diferentes entidades clinicas en humanos . . . . . . . ... ... .. 50
1.2.2.1. Enfermedad de Meniere . . . . .. ... .. ... ..... 51
1.2.2.2. Sordera subita . . . ... ... ... 53
1.2.2.3. Trastornos inmunomediados del oido interno . . . . . . . . 53
1.2.2.4. Actfenos . . . . .. . ... 54
2. Hipétesis y Objetivos 57
2.1. Hipdtesis . . . . . . . . 59
2.2. Enumeracion de las hipotesis especificas . . . . . . ... ... 59
2.3. Objetivos . . . . . oL 60
2.3.1. Objetivo principal . . . . . . . . ... L 60
2.3.2. Objetivos secundarios . . . . . . . . . . .. ..o 60
3. Materiales y métodos 61
3.1. Diseno del estudio. . . . . . . . . ... 63
3.2. Descripcion del animal de experimentacion . . . . . . . ... ... 64
3.2.1. Generalidades . . . . . . . . ... 64
3.2.2. Especimenes participantes en este estudio . . . .. ... ... ... 65
3.3. Dispositivo implantable y sustancia liberada a nivel intracoclear . . . . . . 65
3.4. Procedimiento anestésico . . . . . . . ... Lo 69
3.5. Procedimiento quirtrgico . . . . . . .. .. Lo 70
3.5.1. Procedimiento quirirgico de implantaciéon . . . . . . . ... ... 70
3.5.2. Procedimiento quirirgico de toma de muestras . . . . . . .. .. .. 73
3.6. Eutanasia y perfusién . . . . . . . ... oL 79
3.7. Extraccion del hueso temporal y procesamiento histolégico . . . . . . . .. 80
3.8. Analisis de las muestras obtenidas . . . . . . . ... ... 84
3.9. Anadlisis histologico . . . . . . .. 85

3.10. Estimacién de los volimenes intracocleares del Macaca fascicularis . . . . . 87



3.11. Analisis estadistico . . . . . . . . . s 88

4. Resultados 91
4.1. Resultados generales . . . . . . . . . ..o 93
4.1.1. Procedimiento quirurgico de implantaciéon . . . . . . . ... .. .. 93
4.1.2. Procedimiento quirtrgico de toma de muestras . . . . . . . .. . .. 96
4.1.3. Particularidades durante los procedimientos . . . . . . .. ... .. 100

4.2. Resultados en cada uno de los grupos a estudio . . . . . .. .. ... ... 100
4.2.1. Grupo2horas. . . . . . . . .. 100
4.2.1.1. Macaca fascicularis 1 (Mf1-2h) . ... ... ... ... .. 102

4.2.1.1.1. Datos demogréficos . . . . . .. .. ... .. ... 102

4.2.1.1.2. Procedimientos y hallazgos quirdargicos . . . . . . 102

4.2.1.1.2.1.  Implantacion. . . . . . . ... ... .. .. 102

4.2.1.1.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 103
4.2.1.1.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... . ... ... 103

4.2.1.1.3. Cuantificaciéon de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... .. .. 0. 103
4.2.1.1.4. Analisis histolégico . . . . . . . ... .. ... .. 103
4.2.1.2. Macaca fascicularis 2 (Mf2-2h) . . . ... .. ... .. 108
4.2.1.2.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. .. ... ... 108
4.2.1.2.2.  Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 108
4.2.1.2.2.1.  Implantacién. . . . . .. ... ... 108

4.2.1.2.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 108
4.2.1.2.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... ... .. .. 108

4.2.1.2.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... .. ... ... ... ... 109
4.2.1.2.4.  Andlisis histologico . . . . . . ... 109
4.2.1.3. Macaca fascicularis 3 (Mf3-2h) . . . . ... ... ... 113
4.2.1.3.1. Datos demograficos . . . . . . ... ... ... .. 113
4.2.1.3.2.  Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 113
4.2.1.3.2.1. Implantacion. . . . . . ... ... ... .. 113

4.2.1.3.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 113
4.2.1.3.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 113

4.2.1.3.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . .. .. ... 114
4.2.1.3.4. Analisis histolégico . . . . . .. ..o 114
4.2.1.4. Macaca fascicularis 4 (Mf4-2h) . . . . ... ... 118
4.2.1.5. Macaca fascicularis 4, oido derecho (Mf4-2h-OD) . . . . . 119
4.2.1.5.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. .. ... ... 119

4.2.1.5.2.  Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 119



4.2.1.5.2.1.  Implantacion. . . . . . . ... ... ... 119
4.2.1.5.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 119
4.2.1.5.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 119

4.2.1.5.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . .. ... ... 120
4.2.1.5.4. Anélisis histologico . . . . . ... ... 120
4.2.1.6. Macaca fascicularis 4, oido izquierdo (Mf4-2h-OI) . . . . . 124
4.2.1.6.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. ... ... .. 124
4.2.1.6.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos . . . . . . 124
4.2.1.6.2.1. Implantacion. . . . . . ... ... ... .. 124

4.2.1.6.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 124
4.2.1.6.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... ... .. .. 124

4.2.1.6.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... ... o0, 125
4.2.1.6.4. Anélisis histologico . . . . . .. ... 125
4.2.1.7. Macaca fascicularis 5 (Mf5-2h) . . . ... ... 129
4.2.1.7.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. ... ... 129
4.2.1.7.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos . . . . . . 129
4.2.1.7.2.1.  Implantaciéon. . . . ... ... .. ... .. 129

4.2.1.7.2.2.  Cocleostomia apical y toma de muestras. . 129
4.2.1.7.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... . ... ... 129
4.2.1.7.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . . ... .. 130
4.2.1.7.4. Anélisis histologico . . . . . . ... 130
4.22. Grupo 24 horas . . . . . .. .. 134
4.2.2.1. Macaca fascicularis 1 (Mf1-24h) . . . . .. ... ... ... 135
4.2.2.1.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. .. ... ... 135
4.2.2.1.2.  Procedimientos y hallazgos quirtrgicos . . . . . . 135
4.2.2.1.2.1. Implantacion. . . . . .. ... ... ... . 135

4.2.2.1.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 136
4.2.2.1.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... .. ... .. 136

4.2.2.1.3. Cuantificaciéon de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... ... 0. 137
4.2.2.1.4. Andlisis histolégico . . . . . .. ... 138
4.2.2.2. Macaca fascicularis 2 (Mf2-24h) . . . . .. ... ..., 142
4.2.2.2.1. Datos demograficos . . . . . .. ... ... ... 142
4.2.2.2.2.  Procedimientos y hallazgos quirurgicos . . . . . . 142
4.2.2.2.2.1. Implantacién. . . . .. ... .. ... ... 142

4.2.2.2.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 142



4.2.2.2.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 142

4.2.2.2.3. Cuantificaciéon de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . .. .. ... oL 143
4.2.2.2.4.  Anélisis histologico . . . . . ... ... 143
4.2.2.3. Macaca fascicularis 3 (Mf3-24h) . . . . ... ... ... 147
4.2.2.3.1. Datos demograficos . . . . . ... ... ... 147
4.2.2.3.2.  Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 147
4.2.2.3.2.1. Implantacion. . . . . . ... ... ... .. 147

4.2.2.3.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 147
4.2.2.3.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... . ... ... 147

4.2.2.3.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... ... oL 148
4.2.2.3.4.  AnAlisis histolégico . . . . . . ... 148
4.2.2.4. Macaca fascicularis 4 (Mf4-24h) . . . . .. .. ... oL 152
4.2.2.4.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. ... ... .. 152
4.2.2.4.2. Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 152
4.2.2.4.2.1. Implantacion. . . . . .. .. ... ... .. 152

4.2.2.4.2.2.  Cocleostomia apical y toma de muestras. . 152
4.2.2.4.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 152

4.2.2.4.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . . ... .. ... .. 153
4.2.2.4.4. Analisis histolégico . . . . . .. ... 153
4.2.2.5. Macaca fascicularis 5 (Mf5-24h) . . . . .. ... ... . 157
4.2.2.5.1. Datos demograficos . . . . . . ... ... ... .. 157
4.2.2.5.2.  Procedimientos y hallazgos quirirgicos . . . . . . 157
4.2.2.5.2.1. Implantacion. . . . . ... . ... ... .. 157

4.2.2.5.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 157
4.2.2.5.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 157
4.2.2.5.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . .. .. ... L 158
4.2.2.5.4. Anélisis histologico . . . . . ... ... 158
4.23. Grupo7dias . . . . . . .. 162
4.2.3.1. Macaca fascicularis 1 (Mf1-7d) . . .. ... ... ... .. 163
4.2.3.1.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. ... .. ... 163
4.2.3.1.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos . . . . . . 163
4.2.3.1.2.1. Implantacion. . . . . .. ... ... ... . 163

4.2.3.1.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 164
4.2.3.1.2.3. Particularidades observadas durante los
procedimientos. . . . . . ... . ... ... 164



4.2.3.1.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-

Dextran . . . . . . ... ... L. 165

4.2.3.1.4. Anélisis histologico . . . . . .. ... 166
4.2.3.2. Macaca fascicularis 2 (Mf2-7d) . . . ... ... ... .. 169
4.2.3.2.1. Datos demogréaficos . . . . . . ... ... ... .. 169
4.2.3.2.2.  Procedimientos y hallazgos quirtrgicos . . . . . . 169
4.2.3.2.2.1. Implantacion. . . . . .. ... ... ... 169

4.2.3.2.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 170
4.2.3.2.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... ... .. .. 170

4.2.3.2.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... ... ... . 171
4.2.3.2.4. Analisis histolégico . . . . . .. ... 171
4.2.3.3. Macaca fascicularis 3 (Mf3-7d) . . . ... ... ... ... 174
4.2.3.3.1. Datos demogréaficos . . . . . .. .. ... ... .. 174
4.2.3.3.2.  Procedimientos y hallazgos quirirgicos . . . . . . 174
4.2.3.3.2.1.  Implantaciéon. . . . . . ... ... ... .. 174

4.2.3.3.2.2.  Cocleostomia apical y toma de muestras. . 174
4.2.3.3.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 175

4.2.3.3.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . .. .. ... oL 176
4.2.3.3.4.  Analisis histolégico . . . . .. ... 176
4.2.3.4. Macaca fascicularis 4 (Mf4-7d) . . .. . ... ... 180
4.2.3.4.1. Datos demogréficos . . . . . .. .. ... ... 180
4.2.3.4.2. Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 180
4.2.3.4.2.1. Implantacion. . . . . . . .. ... ... .. 180

4.2.3.4.2.2.  Cocleostomia apical y toma de muestras. . 180
4.2.3.4.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . ... . ... ... 180

4.2.3.4.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . ... ... 0. 181
4.2.3.4.4.  AnAlisis histolégico . . . . . ... 181
4.2.3.5. Macaca fascicularis 5 (Mf5-7d) . . . . ... ... ... 185
4.2.3.5.1. Datos demogréaficos . . . . . ... ... ... ... 185
4.2.3.5.2.  Procedimientos y hallazgos quirdrgicos . . . . . . 185
4.2.3.5.2.1.  Implantacion. . . . . . . ... ... .. .. 185

4.2.3.5.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. . 185
4.2.3.5.2.3. Particularidades observadas durante los

procedimientos. . . . . . . ... ... ... 185
4.2.3.5.3. Cuantificacion de las concentraciones de FITC-
Dextran . . . . . . . ..o 186

4.2.3.5.4. Analisis histolégico . . . . . .. ... L. 186



4.3. Comparacion y analisis de los resultados obtenidos en el conjunto de los

Tres grupos . . . . . . L L 190
. Discusion 193
5.1. Consideraciones generales . . . . . . . .. ... oL 195
5.2. Respecto al especimen a estudio . . . . . . . . ... ... 196
5.3. Respecto al dispositivo implantable . . . . . . . ... .. ... ... .... 197
5.4. Respecto al procedimiento quirdrgico y la técnica de toma de muestras . . 199
5.4.1. Traumatismo generado por la colocacion del implante . . . . . . . . 200
5.4.2. Cambio de presiones generado por la alteracién de las estructuras
que delimitan el oido interno . . . . . . . . . ... ... ... .. 201
5.4.2.1. Alteracion de la cadena de huesecillos, con desarticulacion
de la platina del estribo . . . . .. ... ... ... .. 201
5.4.2.2. Cambios generados a nivel de la ventana redonda . . . . . 201
5.4.2.3. Influencia de la presencia del dispositivo de implante co-
clear a nivel de la escala timpanica . . . . . . . . ... .. 203

5.4.2.4. Alteracién de la estructura anatomica de la capsula ética . 203
5.5. Respecto a los resultados de concentraciones obtenidos de las muestras

tomadas. Comparativa con otros estudios previos . . . . . .. .. .. ... 206

5.5.1. Esquema LADME . . .. ... ... ... ... ... ........ 208

5.5.2. Diferencias entre especies . . . . . . . . ... 212
5.5.2.1. Influencia de la entrada de liquido cefalorraquideo a través

del acueducto coclear . . . . . . .. ... 212

5.5.2.2. Existencia de posibles reservorios que condicionen la ten-
dencia a la estabilidad de las muestras obtenidas en el

Macaca fascicularis . . . . . . . . . ... 214

5.6. Respecto al andlisis histolégico. . . . . . . .. ... ... ... ... ... 220
5.6.0.1. Afectacién de las estructuras a nivel de la espira basal.

Cocleostomia a nivel del apex . . . . . ... ... ... .. 220

5.6.0.2. Acueducto coclear . . . . .. .. ... L. 221

5.6.0.3. Clasificacion de Eshraghi . . . . . .. .. ... .. .. ... 222

5.6.0.4. Hidrops endolinfatico. . . . . . ... ... ... .. .... 222

5.7. Nuevas vias de investigacion. Perspectivas de futuro . . . . . . .. .. . .. 224

5.8. Limitaciones del estudio . . . . . . . . ... ... ... L. 226

. Conclusiones - Conclusions 229

6.1. Conclusiones (en castellano) . . . . . . .. ... ... L 231

6.2. Conclusions (eninglés) . . . . . . .. ... Lo 232

. Bibliografia 233

. Anexos 257

8.1. Anexo 1: Informe del comité de ética . . . . . . .. .. ... ... ..... 259

8.2. Anexo 2: Resultados de los contrastes post-hoc (LSD) entre Muestras . . . 262



8.3. Anexo 3: Difusion de los resultados . . . . . . . . . ... 266

8.3.1.

8.3.2.
8.3.3.
8.3.4.

Articulos cientificos . . . . . . ... 266
8.3.1.1. Articulo principal . . . . . . . ... 266
8.3.1.2. Articulos complementarios . . . . . . ... ... ... ... 266
Comunicaciones en CONgresos . . . . . . . v v v v v e e 267
Premios . . . . . . ... 267

Proyectos de investigacion . . . . . . .. ... oL 267



Indice de tablas

1.1.
1.2.

1.3.
1.4.

3.1.
3.2.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9

4.10.

4.11

4.12.
4.13.
4.14.
4.15.
4.16.
4.17.
4.18.
4.19.
4.20.

4.21

4.22.

o.1.

8.1.
8.2.

Resumen detallado de la anatomia coclear . . . . . . . ... ... .. ... 26
Principales vias de liberacion de sustancias para el tratamiento de las pa-
tologias del oido: sistémica, intratimpanica e intracoclear . . . . . . . . .. 38
Liberacién de farmaco asociado a un implante coclear . . . . . . . . . . .. 44
Toma de muestras de perilinfa . . . . . . ... ... ... L. 51
Clasificacién de Eshraghi . . . . . . . . ... ... 0oL 86
Dimensiones del oido interno, en funcién de la especie a estudio . . . . . . 88
Estadistica descriptiva de los tiempos quirtrgicos . . . . . . ... .. ... 93
Resumen de los resultados obtenidos en el Grupo 2 horas . . . . . .. . .. 101
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-2h . . . . . . . .. . .. 104
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-2h . . . . . . . . . . .. 110
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf3-2h . . . . . . .. . . .. 115
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-2h-OD . . . . . . . . .. 121
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-2h-OI . . . . . . . . .. 126
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-2h . . . . . . . . . . .. 131
Resumen de los resultados obtenidos en el Grupo 24 horas . . . . . . . .. 134
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-24h . . . . . . . . . .. 138
. Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-24h . . . . . . . .. .. 144
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf3-24h . . . . . . . .. .. 149
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-24h . . . . . . .. . .. 154
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-24h . . . . . . . . . .. 158
Resumen de los resultados obtenidos en el Grupo 7dias . . . . . .. .. .. 162
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-7d . . . . . .. ... .. 166
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-7d . . . . . . . . .. .. 171
Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf3-7d . . . . ... ... .. 176
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-7d . . . . . .. ... .. 182
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-7d . . . . . ... .. .. 186
. Resultados del ANOVA factorial mixto . . . . . ... ... ... ... ... 191
Pruebas de contraste post-hoc (DMS) entre Grupos . . . . . . .. .. ... 192
Valoracion histolégica de la presencia de hidrops endolinfatico . . . . . . . 224
Pruebas de contraste post-hoc (LSD) Muestra a Muestra entre Grupos . . . 262

Pruebas de contraste post-hoc (LSD) entre Muestras del Grupo 2 horas . . 263



8.3. Pruebas de contraste post-hoc (LSD) entre Muestras del Grupo 24 horas . 264
8.4. Pruebas de contraste post-hoc (LSD) entre Muestras del Grupo 7 dias . . . 265



Indice de figuras

1.1. Variaciones en la morfologia del oido interno entre especies . . . . . . . . . 35
3.1. Diseno del estudio. . . . . . . . . .. ... 63
3.2. Sistema de dispositivo implantable y bomba de liberacién . . . . . . . . .. 68
3.3. Pulled plastic syringe. . . . . . . . . .. 75
3.4. Silicona . . ..o 75
3.5. Pickangle . . . . . . . 76
3.6. Apertura de la cocleostomia apical por medio del pick angle . . . . . . .. 77
3.7. Toma de muestras a nivel de la cocleostomia apical por medio de tubos
capilares . . . . .. L 77
3.8. Medicién de las muestras bajo control microscépico . . . . . . . ... ... 78
3.9. Tubos capilares . . . . . . . . . 78
3.10. Etiquetado de las muestras . . . . . . . .. ... 78
3.11. Almacenamiento de las muestras . . . . . . . . ... .. ... 79
3.12. Camara de vacio . . . . . . .. 81
3.13. Curado o endurecimiento . . . . . . .. ... 81
3.14. Marcado del cubo . . . . . . . ... 82
3.15. Molde de silicona . . . . . . . . .. 83
3.16. Pieza de pulidora . . . . . . . . ..o 83
3.17. Microscopio asociado a cadmara digital . . . . . . .. ... .00 84
3.18. Plano de seccién transmodiolar . . . . .. ..o 0oL 86
3.19. Divisiéon de la estructura coclear en cuatro cuadrantes . . . . . . . . . . .. 87
4.1. Exposiciéon de la ventana redonda e incisiéon a través de su membrana . . . 94
4.2. Guia de electrodos implantada y técnica de sellado de la ventana redonda . 95
4.3. Colocacién y fijacion del conjunto del dispositivo implantado . . . . . . . . 95
4.4. Cierre de la herida quirargica . . . . . . . . .. .. ... 96
4.5. Lecho quirtrgico. Canula y guia de electrodos a nivel de la ventana redonda 97
4.6. Exposicion del apex coclear . . . . . ... 98
4.7. Creacién del silicon cup y apertura de la capsula otica . . . . . .. .. .. 98
4.8. Toma de muestras por medio de tubos capilares . . . . . .. . .. ... .. 99
4.9. Interrupcion del flujo de liberacion y extraccion del dispositivo implantado 99
4.10. Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 2 horas . . . . . 102
4.11. Valoraciéon radiolégica tras la implantacion en el Mf1-2h . . . . . . . . .. 104
4.12. Guia de electrodos implantada en el Mf1-2h . . . . . .. . ... ... ... 105



4.13.
4.14.
4.15.
4.16.
4.17.
4.18.
4.19.

4.20.
4.21.
4.22.
4.23.
4.24.
4.25.
4.26.
4.27.
4.28.
4.29.
4.30.
4.31.
4.32.

4.33.
4.34.
4.35.
4.36.
4.37.
4.38.

4.39.
4.40.
4.41.
4.42.
4.43.
4.44.

4.45.
4.46.
4.47.
4.48.
4.49.
4.50.
4.51.

Estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el Mf1-2h . . . . 105

Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf1-2h . . . . . . .. 106
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-2h . . . . . . . .. . .. 106
Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf1-2h . . . . . . . .. 107
Visién general de la coclea en el Mf1-2h . . . . . . ... ... o0 107
Valoracion radioldgica tras la implantacién en el Mf2-2h . . . . . . . . .. 109
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf2-2h . . . . .. ..o 110
Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf2-2h . . . . . . .. 111
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-2h . . . . . . . . . . .. 111
Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf2-2h . . . . . . . .. 112
Visiéon general de la coclea enel Mf2-2h . . . . . . . .. ... ... ... .. 112
Valoracion radioldgica tras la implantacién en el Mf3-2h . . . . . . . . .. 114
Guia de electrodos implantada en el Mf3-2h . . . . . .. ... ... .. .. 115
Estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el Mf3-2h . . . . 116
Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf3-2h . . . . . . .. 116
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf3-2h . . . . . .. .. . .. 117
Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf3-2h . . . . . . . .. 117
Vision general de la cocleaenel Mf3-2h . . . . . . .. ..o 118
Valoracion radiolégica tras la implantacion en el Mf4-2h-OD . . . . . . . . 120
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf4-2h-OD . . . . . . . . . ... 121
Estado y localizaciéon de la cocleostomia apical en el Mf4-2h-OD . . . . . . 122
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-2h-OD . . . . . . . . .. 122
Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf4-2h-OD . . . . . . . 123
Vision general de la coclea en el Mf4-2h-OD . . . . . ... .. ... .. .. 123
Valoracion radiologica tras la implantacion en el Mf4-2h-OI . . . . . . . .. 125
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf4-2h-O1 . . . . . . . . . ... ... ... 126
Estado y localizacion de la cocleostomia apical en el Mf4-2h-OI . . . . . . 127
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-2h-OI . . . . . . . . .. 127
Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf4-2h-OI . . . . . . . 128
Vision general de la coclea en el Mf4-2h-O1 . . . . . . ... .. .. ... .. 128
Valoracion radiologica tras la implantacion en el Mf5-2h . . . . . . . . .. 130
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf5-2h . . . . . ... 131
Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf5-2h . . . . . . .. 132
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-2h . . . . . . . . .. .. 132
Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf5-2h . . . . . . . .. 133
Vision general de la coclea enel Mf5-2h . . . . . .. .00 0oL 133
Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 24 horas . . . . . 135
Valoracion radiologica tras la implantacion en el Mf1-24h . . . . . . . . .. 137
Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Mf1-24h . . . . . . . .. 137



4.52.
4.53.
4.54.
4.55.
4.56.
4.57.
4.58.
4.59.

4.60.
4.61.
4.62.
4.63.
4.64.
4.65.

4.66.
4.67.
4.68.
4.69.
4.70.
4.71.
4.72.
4.73.
4.74.
4.75.
4.76.
4.77.
4.78.

4.79.
4.80.
4.81.
4.82.
4.83.
4.84.
4.85.
4.86.

4.87.
4.88.
4.89.
4.90.

Guia de electrodos implantada y estado de la ventana redonda en el Mf1-24h139

Acueducto coclear en el Mf1-24h . . . . . . ... ..o 139
Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf1-24h . . . . . . .. 140
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-24h . . . . . .. .. .. 140
Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf1-24h . . . . . . . .. 141
Visién general de la coclea en el Mf1-24h . . . . .. .. ... ... 141
Valoracion radiologica tras la implantacion en el Mf2-24h . . . . . . . . .. 143
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf2-24h . . . . . ... 144
Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf2-24h . . . . . . .. 145
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-24h . . . . . . . . . .. 145
Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf2-24h . . . . . . . .. 146
Visién general de la coclea en el Mf2-24h . . . . . ... ... 0oL 146
Valoracion radioldgica tras la implantacién en el Mf3-24h . . . . . . . . .. 148
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf3-24h . . . . . ... 149
Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf3-24h . . . . . . .. 150
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf3-24h . . . . . . . . . .. 150
Visiéon general de las estructuras vestibulares en el Mf3-24h . . . . . . . .. 151
Vision general de la coclea en el Mf3-24h . . . . . . . ... 151
Valoracion radioldgica tras la implantacién en el Mf4-24h . . . . . . . . .. 153
Guia de electrodos implantada y estado de la ventana redonda en el Mf4-24h154
Acueducto coclear en el Mf4-24h . . . . . . .. ... 154
Estado y localizacion de la cocleostomia apical en el Mf4-24h . . . . . . .. 155
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-24h . . . . . . .. . .. 155
Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf4-24h . . . . . . . .. 156
Vision general de la coclea en el Mf4-24h . . . . . .. ..o 156
Valoracion radiolégica tras la implantacion en el Mf5-24h . . . . . . . . .. 158
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf5-24h . . . .. ... 159
Estado y localizacion de la cocleostomia apical en el Mf5-24h . . . . . . .. 160
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-24h . . . . . . . . . .. 160
Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf5-24h . . . . . . . .. 161
Vision general de la coclea en el Mf5-24h . . . . . . . ..o 161
Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 7 dias . . . . . . 163
Valoracion radiologica tras la implantacion en el Mfl-7d . . . . . . . . .. 165
Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Mfl-7d . . . . . . . .. 165
Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf1-7d . . . . . ... 167
Estado y localizacion de la cocleostomia apical en el Mfl-7d . . . . . . .. 167
Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-7d . . . . . .. ... .. 168
Vision general de las estructuras vestibulares en el Mfl-7d . . . . . . . .. 168

Vision general de la coclea en el Mf1-7d . . . . . .. ..o 169



4.91. Valoraciéon radiolégica tras la implantacion en el Mf2-7d . . . . . . . . .. 170
4.92. Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-

ducto coclear en el Mf2-7d . . . . .. ... 172
4.93. Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf2-7d . . . . . . .. 172
4.94. Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf2-7d . . . . . . . ... .. 173
4.95. Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf2-7d . . . . . . . .. 173
4.96. Vision general de la coclea en el Mf2-7d . . . . . .. ... ... 174
4.97. Valoracion radiolégica tras la implantacion en el Mf3-7d . . . . . . . . .. 175

4.98. Guia de electrodos implantada y estado de la ventana redonda en el Mf3-7d 177
4.99. Guia de electrodos implantada y estado del acueducto coclear en el Mf3-7d 177

4.100Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf3-7d . . . . . . .. 178
4.101Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf3-7d . . . . . . .. .. .. 178
4.102Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf3-7d . . . . . . . .. 179
4.103Vision general de la coclea en el Mf3-7d . . . . . .. ..o 179
4.104Valoracion radiolégica tras la implantacion en el Mf4-7d . . . . . . .. .. 181
4.105Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-
ducto coclear en el Mf4-7d . . . . . ..o oo 182
4.106Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf4-7d . . . . . . .. 183
4.107Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf4-7d . . . . . . .. .. .. 183
4.108Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf4-7d . . . . . . . .. 184
4.109Vision general de la coclea en el Mf4-7d . . . . . .. . ..o 184
4.110Valoracion radiolégica tras la implantacion en el Mf5-7d . . . . . . . . .. 186
4.111Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acue-
ducto coclear en el Mf5-7d . . . . ..o 187
4.112Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf5-7d . . . . . . .. 188
4.113Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-7d . . . . . . ... . .. 188
4.114Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf5-7d . . . . . . . .. 189
4.115Vision general de la coclea en el Mf5-7d . . . . . .. . ..o 189

4.116Comparacion de las concentraciones medias de cada muestra de FITC-
Dextran entre los 3 grupos de estudio: Grupo 2 horas, Grupo 24 horas, y

Grupo 7T dias . . . . . . . 190
5.1. Concentraciones de FITC-Dextran en el Guinea pig . . . . . . . . . . . .. 207
5.2. Vias de comunicacion entre la coclea y las principales estructuras vecinas . 216
5.3. Seno endolinfatico en el Guinea pig . . . . . . . . . ... 218

5.4. Regulacién de presiones por medio del seno y el saco endolinfatico . . . . . 219



Indice de abreviaturas

3D 3 dimensiones.

AC acueducto coclear.

CAE conducto auditivo externo.

CAI conducto auditivo interno.

CCE células ciliadas externas.

CCII células ciliadas internas.

CEEA Comité de Etica para la Experimentacién Animal.
CI intervalo de confianza.

CIMA Centro de Investigaciéon de Medicina Aplicada.
CSH canal semicircular horizontal.

CSP canal semicircular posterior.

dB decibelios.

DE desviaciéon estandar.

df grados de libertad.

DM diferencia de medias.

DMSO dimetil sulfoxido.

EIT trauma generado por la inserciéon del electrodo.
EM escala media o coclear.

EMA FEuropean Medicines Agency.

ET escala timpéanica.

EV escala vestibular.

F fascia del musculo temporal.

FDA Food and Drug Administration.
FITC-Dextran Isotiocinato de fluoresceina, asociado a dextrano.
Gp Guinea pig.

HE hidrops endolinfatico.

IC implante coclear.

LCR liquido cefalorraquideo.

LE ligamento espiral.

Mf Macaca fascicularis.

NMDA acido N-metil-D-aspartico.

OMS Organizaciéon Mundial de la Salud.

PBS buffer fosfato salino.

PLGA A4cido poli(lactico-co-glicolico).

rpm revoluciones por minuto.



Rx radiografia simple.

TCL tympanic covering layer.
TMPA trimetilfenilamonio.
VR ventana redonda.



1

Introduccion






1. Introduccion

El aumento de la esperanza de vida y los cambios en el estilo de vida, con una mayor
exposicion en la actualidad al ruido ambiental o la existencia de mayor exposicion a
farmacos ototoxicos, entre otros muchos posibles factores etiologicos, dirige la medicina
hacia el estudio de nuevos avances, con el objetivo de preservar las estructuras del oido
en el mejor estado posible [1].

La pérdida de audicién o hipoacusia, siendo la mas comin de las alteraciones senso-
riales en los seres humanos, es un grave problema de salud publica, no sélo por el impacto
en el desarrollo cognitivo, social y emocional de la persona afectada, sino también por
el elevado coste que genera en los sistemas sanitarios. Aproximadamente 1500 millones
de personas en el mundo viven con algin grado de pérdida de audicién [2], entendiendo
por pérdida de audicién aquella incapacidad para oir por uno o ambos oidos a umbrales
iguales o menores a 20 decibelios (dB) y clasificindose en leve, moderada o severa, en
funcién del grado de pérdida evidenciado en cada oido.

Distintas organizaciones recogen datos acerca de la alta prevalencia de la hipoacusia
a distintas edades, estimandose que, a lo largo de la vida, una de cada mil personas de la
poblaciéon general adquirird un determinado grado de hipoacusia, llegando a presentar el
8 % de la poblacion general dificultades en la discriminacion de la palabra hablada y, por
tanto, en la capacidad de mantener una conversacion en un tono de voz normal. En Espa-
na se estima que cada ano nacen entre 1800 y 2500 recién nacidos con pérdida de audicion.
De igual forma, y dado que la edad es considerada uno de los principales predictores de
hipoacusia, pues las personas pierden alrededor de 100 neuronas del ganglio espiral/afio
[3], a lo largo de la vida el porcentaje de personas con pérdida de audicién discapacitante
(superior a 30 dB en el oido con mejor audicién) va aumentando, duplicindose aproxi-
madamente su prevalencia en los adultos por cada década de vida. Se estima que estas
cifras se corresponden con unos valores aproximados de 2, 8.5 y 25-30 % de las personas
con edades comprendidas entre 45-54 anos, 55-64 anos y 65-74 anos, respectivamente. Por
encima de los 75 anos, estos valores alcanzan un rango de entre un 50 y un 80 %. Ademas,
es especialmente importante destacar que, en el conjunto de los paises desarrollados, el
porcentaje de personas con dano auditivo inducido por ruido alcanza el 50 % de la po-
blacién entre 12 y 35 afios, siendo este valor correspondiente al 25 % de la poblacién que
se encuentra en un rango de edad comprendido entre 20 y 65 afios [2][4][5][6]. Por otro
lado, se estima que para 2050, casi 2500 millones de personas padezcan algin grado de
pérdida de audicion, requiriendo aproximadamente 700 millones de personas algin tipo
de dispositivo de rehabilitacion auditiva [2]. Si bien los dispositivos mas empleados a lo
largo de la historia han sido los audifonos, en la actualidad su uso es rechazado por un
alto ntiimero de personas, siendo usuarias de los mismos tnicamente el 17 % de todas las
personas que podrian beneficiarse de ellos [2]. Por su parte, el nimero de usuarios de
implante coclear (IC) cada vez es mayor, a pesar de ser, al igual que los audifonos y el
resto de dispositivos de ayuda auditiva conocidos y empleados hasta la fecha, una terapia
paliativa y no curativa.

Asi, y si bien la medicina ha sufrido grandes avances recientemente, el tratamiento
definitivo de la hipoacusia atin requiere de una importante profundizacion en su estudio.
A dia de hoy, se estima que aproximadamente unos 430 millones de personas (equivalente
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a mas del 5% de la poblacién mundial) necesita servicios de rehabilitacién auditiva [2],
ya sea por medio del uso de audifonos o de otros dispositivos de ayuda auditiva, como
puede ser un IC. Si bien la etiologia de la pérdida de audicion es variable, desde causas
genéticas, o complicaciones en el parto, hasta ciertas enfermedades infecciosas, exposicién
a ruidos intensos, uso de medicamentos ototéxicos o, como se mencionaba previamente,
el propio envejecimiento, hasta la fecha, la practica clinica habitual en el tratamiento
de las hipoacusias neurosensoriales ha sido meramente paliativo, sin conseguir alcanzar
un tratamiento curativo, definitivo, de las mismas. Analisis llevados a cabo por la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) estiman que la profundizaciéon en la prevencion,
deteccién y tratamiento de las pérdidas auditivas serian intervenciones costo-eficaces y
supondrian grandes beneficios, no solo para las personas afectadas, sino también para su
entorno personal y social, y para los sistemas de salud [2]. Asi, y dado que incluso las
hipoacusias moderadas han demostrado constituir un factor de riesgo importante para el
desarrollo de deterioro cognitivo y demencia, en los tltimos anos ha habido un gran re-
punte en las técnicas de tratamiento local, a nivel del oido. Terapia celular, terapia génica,
farmacos antiapoptoticos o antiinflamatorios, entre otros, han sido la base de los estudios
recientes en el &mbito de la otologia [7]. De igual forma, la via de administracién ha sido
ampliamente estudiada. El flujo sanguineo que alcanza el oido, junto con la existencia de
la barrera hemato-laberintica [8][9] es limitado, por lo que la administracién de farmacos
sistémicos tiene un efecto limitado, ademés de un mayor niimero de efectos secundarios.
Por esta razdn, en los ltimos anos se han intentado estudiar y desarrollar nuevas terapias
locales, con el fin de alcanzar dosis maximas a nivel de las estructuras auditivas, evitan-
do la exposicion sistémica, que permitan una mejor y mas controlada administracion de
farmacos al 6érgano diana, en este caso, el oido interno. Uno de los mas destacados es la
administraciéon de una sustancia asociada a un IC.

1.1. Oido interno

1.1.1. Descripciéon anatomo-fisiolégica del oido interno del ser
humano

Con el fin de implementar terapias utiles en la proteccién y en el tratamiento del oido
interno, es fundamental el conocimiento pormenorizado de la anatomia del oido.

El primer texto que describe la anatomia de la coclea humana data de 1744 [10]. Desde
entonces, el conocimiento de la anatomia coclear se ha ido profundizando progresivamente,
siendo Corti, en 1851, el que descubre este 6rgano de los sentidos, con la descripcion de
lo que actualmente se conoce como el 6rgano de Corti [11] estructura bésica en el proceso
auditivo.

El oido interno es un érgano cuya anatomia es compleja. Estd embebido en el hueso
temporal, simétrico en ambos lados del organismo y en espejo, en relacion con su homélogo
contralateral. Asi como el oido medio esta relleno, en condiciones fisiologicas, de aire,
el oido interno es considerado como un espacio liquido [12] factor condicionante de la
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transmision del sonido.

El conjunto del oido interno esta recubierto por una capa désea conocida como capsula
otica. En su interior, se encuentra compartimentado por la existencia de unas estructu-
ras recubiertas de una capa membranosa, el laberinto membranoso. El espacio que rodea
el laberinto membranoso estd banado por la perilinfa, cuyo limite méas externo seria la
previamente mencionada, capsula oOtica. Es igualmente importante resaltar que, a nivel
histopatoldgico, esta capsula 6tica esta compuesta por un total de tres capas. La mas
externa, conocida como periostio, estd separada de la mas interna, el endostio, por una
capa media compuesta por una combinacién de hueso endocondral e intracondral. Habi-
tualmente, la osificacion de esta capa endostial tiene lugar en la mitad de la gestacién,
pudiendo la capa media permanecer inicamente calcificada durante la gestacion, alcan-
zando la osificacion en el feto cercano a término y/o en los primeros afios de vida [13].

Por otro lado, clasicamente el oido interno, se divide en dos partes: 1) el laberinto, que
corresponde a la region més posterior y que se encarga principalmente del mantenimiento
del equilibrio; y 2) la coclea o caracol, que, encontrandose en la parte més anterior,
desempena las funciones relacionadas con el proceso de la audicién. A su vez, cada una de
estas estructuras cuenta con sucesivas divisiones. De esta forma, el laberinto se compone de
los 6rganos otoconiales: utriculo y século, y de los tres canales semicirculares: posterior,
lateral u horizontal y anterior o superior. Estos tltimos conectan directamente con el
utriculo. El interior de la estructura coclear esta igualmente dividido por las estructuras
membranosas, en tres rampas o escalas: la escala timpéanica (ET), la escala media o coclear
(EM) y la escala vestibular (EV).

Cabe remarcar que la coclea es una estructura dispuesta en espiral, compuesta por
aproximadamente entre dos y cuatro vueltas o espiras [14]. Esta forma caracteristica
de la coclea determina un eje central, denominado modiolo, que le da sustento y que
contiene todas las estructuras que se ocupan de la unificacion de los estimulos recogidos
por las estructuras nerviosas distribuidas por las distintas regiones de la coclea. El ser
humano cuenta con aproximadamente 35.000 neuronas aferentes, bipolares, encargadas de
transmitir los estimulos hacia los nicleos cocleares, a través de estas estructuras nerviosas,
cuyo soma, localizado en el nervio espiral, se encuentra embebido en una estructura osea,
el canal de Rosenthal, dispuesto en la espira basal de la coclea, en el espesor del modiolo
[12]. Por otro lado, se estima que la longitud total de la estructura coclear en el ser humano
ronda los 42 mm, correspondiendo el 53 % de esta longitud (unos 23 mm) a la longitud
de la espira basal [12]. Este aspecto es especialmente relevante a la hora de valorar el
procedimiento quirtrgico, la influencia y la posible repercusion de la colocacion de un
IC. Tgualmente interesante es el hecho de que, en los primeros anos de vida, existe una
pequena modificacién de la orientacién de la céclea, debido a cambios en el receso facial,
que condicionan el angulo de insercion y la orientacion durante la implantacién [15].

Profundizando un poco mas en la anatomia coclear, en la Tabla 1.1 se recogen las
estructuras principales que delimitan cada una de estas regiones anatémicas que componen
la céclea, las escalas o rampas, asi como sus principales componentes [16].

Dentro de estas estructuras, previamente mencionadas, cabria destacar especialmente
el 6rgano de Corti y el ligamento espiral (LE). A lo largo de toda la EM, dispuesto
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Tabla 1.1: Resumen detallado de la anatomia coclear.

Escala Limite medial = Limite lateral = Limite Limite inferior  Liquido
superior laberintico
Vestibular Lamina espiral Porciéon Céapsula Otica  Membrana de Perilinfa
Osea, superior del Reissner
alcanzando el ligamento
modiolo espiral
Media o Stria Membrana de Membrana Endolinfa
coclear vascularis y Reissner basilar, con el
ligamento Organo de
espiral Corti sobre ella
Timpéanica  Lamina espiral Porcién Membrana Endotelio Perilinfa
6sea, inferior del basilar y escamoso  que
alcanzando el ligamento ldmina espiral recubre la
modiolo espiral Osea Céapsula Otica

sobre la membrana basilar, se encuentra el érgano de Corti. Esta estructura constituye
la base del funcionamiento de este 6rgano de los sentidos en la transmision del sonido.
Esté compuesto por tres filas de células ciliadas externas (CCE) y células ciliadas internas
(CCI) abarcando un total aproximado de 15000 células ciliadas y permitiendo gracias a su
distribucion tonotopica a lo largo de la coclea, distinguir sonidos de distintas frecuencias
[17]. Asi, las células ciliadas se encargan de liberar los neurotransmisores responsables
de la activacién nerviosa, al detectar el estimulo sonoro pertinente. De esta forma, el
organo de Corti, con los distintos componentes celulares y nerviosos que lo conforman,
serd el encargado de transformar dichos estimulos sonoros y enviar esta nueva informacion
eléctrica, a través de la lamina espiral ésea al ganglio espiral [12]. Por otro lado, el LE
constituye el limite lateral de las tres escalas que componen la estructura coclear. Esta
estructura, siendo un tejido altamente implicado en el metabolismo de la coclea, juega un
papel fundamental en la fisiologia de los liquidos laberinticos. Ademas, a nivel de la EM,
esta estructura supone el anclaje de la membrana basilar a la capsula 6tica [12].

1.1.1.1. Comunicaciéon entre ambas regiones del oido interno: céclea y labe-

rinto

La conexién entre ambas regiones del oido interno, el laberinto y la céclea, se lleva
a cabo a través de distintas estructuras, en funciéon del liquido laberintico que contenga.
De esta forma, la endolinfa que bana el érgano de Corti en toda la extension de la EM
queda comunicada a través del ductus reuniens, que relaciona la porcién més basal de
la céclea con el saculo. A su vez, la endolinfa contenida en esta estructura se comunica
con aquella procedente del utriculo por medio del ducto endolinfatico, a través de dos
estructuras, el ducto sacular y el ducto utricular, que provienen del saculo y del utriculo,
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respectivamente [18]. Por su parte, la perilinfa procedente de las ET y EV, y tras haberse
comunicado entre si en la porcidon mas apical de la céclea, el helicotrema, alcanzaria el
laberinto desde la porcién mas basal de la EV, mezclandose con la perilinfa que rodea las
estructuras previamente mencionadas de esta porcién méas posterior del oido interno [16].

Centrandonos en la region més anterior del laberinto, y si bien el helicotrema constituye
la tinica regiéon anatémica donde la ET y la EV entran en contacto directo, pues se
corresponde con el punto de continuacién de una escala con la otra, la perilinfa que cada
una de dichas escalas contiene presenta mas relaciones entre si, existiendo, a lo largo de
la estructura coclear, otros puntos de interconexién de la perilinfa procedente de una y
otra escala. Asi, mientras que en un primer momento se pensé que la comunicacién entre
la perilinfa de la ET y la EV sélo tenia lugar a nivel del helicotrema, quedando separadas
en el resto de regiones de estas escalas gracias a estructuras como el tejido conectivo
del LE, actualmente se sabe que esta division no es del todo hermética. Este tejido del
posee una serie de porosidades, que se cree permitirian un contacto entre la perilinfa de
ambas escalas [16]. La relacién entre ambos liquidos, asi como su influencia en los procesos
funcionales del oido interno, seran explicados mas adelante.

1.1.1.2. Comunicacién entre las estructuras del oido interno y la regién in-
tracraneal

Como bien ha sido previamente mencionado, el oido interno se encuentra embebido en
el espesor del hueso temporal, en la porciéon petrosa del mismo, existiendo pequetios limites
oseos, como puede ser el tegmen timpani, que lo separa de las estructuras intracraneales. Si
bien algunos autores consideran como posibles vias de entrada de liquido cefalorraquideo
(LCR) al oido interno estructuras como el conducto auditivo interno (CAI) y el nervio
vestibulococlear [7] existen dos dreas anatomicas, que permiten la libre comunicacién entre
estas dos regiones del cuerpo humano, favoreciendo un correcto mantenimiento de sus
funciones fisiolégicas. Esta conexion se realiza fundamentalmente a través de la regulacion
de los liquidos del oido interno, endolinfa y perilinfa, junto con el LCR, procedente del
espacio subaracnoideo [16].

Asi, las principales estructuras, conocidas hasta el momento, son:

A. El acueducto coclear: perilinfa-LCR.
B. El saco endolinfatico: endolinfa-LCR.

1.1.1.2.1. Acueducto coclear

El acueducto coclear (AC) es una estructura 6sea, estrecha, en forma de “S”, que co-
necta en mamiferos el espacio subaracnoideo de la fosa craneal posterior, a través de su
apertura en la porcion anterior del foramen yugular (en estrecha relacién con el nervio glo-
sofaringeo), con la porciéon més basal de la ET, a escasos milimetros de la ventana redonda
(VR) [16]. La parte mas estrecha del AC se encuentra en aquella zona correspondiente a
la entrada en la capsula 6tica [19]. Esta principalmente encargada de la regulacion de las
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presiones a nivel del oido interno e intracraneal. A través de él circula el LCR, entrando
en contacto con la perilinfa de la ET.

Si bien algunos autores refieren que esta estructura permanece permeable durante la
vida fetal y la infancia [19][20], correspondiendo tnicamente a un 20-44 % de los adultos
entre 20 y 60 anos de edad [21] otros han demostrado histolégicamente su persistencia,
asi como su permeabilidad en el intercambio de fluidos entre el espacio subaracnoideo
y la ET, en todos los huesos temporales analizados [22]. Actualmente, la permeabilidad
del AC sigue siendo un tema controvertido. Estudios més recientes refieren que a partir
de los 50 anos puede producirse una reduccion en el diametro del AC. Esta progresiva
disminucién de su diametro tendria lugar en gran medida a lo largo de edades tempranas
de la vida, principalmente condicionado por procesos de osificacion, asi como por los
cambios anatomofisiolégicos, correspondientes principalmente a la fosa yugular y a la
pneumatizacién perilaberintica [19]. Este mismo grupo de trabajo afirma que, dada la
estrecha relacion que esta estructura tiene con el foramen yugular, la permanencia de
permeabilidad del AC puede verse comprometida en aquellos casos en los que la fosa
yugular se encuentra localizada en porciones mas cefalicas, por lo que la localizacion de
la fosa yugular podria implicar una determinada orientacién del AC, condicionando la
cantidad de fluido que alcance la ET a través de él. Por otro lado, la revision bibliogréafica
llevada a cabo por el grupo de trabajo de Rask-Andersen [23] recoge las dificultades
existentes a la hora de extrapolar los resultados sobre el AC de la experimentacion animal
al ser humano, dadas sus diferencias anatémicas.

En 1968, Neiger llevé a cabo un estudio en Macaca rhesus, dada su proximidad con el
ser humano, con el fin de conocer a fondo la anatomia y funcién del AC. En su estudio
concluye que se trata de un canal 6seo, en forma de “didbolo”, con dos aperturas en
forma de embudo, una a nivel endocraneal y la otra a nivel de la base de la coclea. Esta
recubierto por una capa de tejido conectivo, mas grueso en su porciéon endocraneal que
se prolonga, con un grosor variable, hasta alcanzar la apertura del AC a nivel de la ET,
formando la membrana limitans. Esta ultima estructura podria igualmente condicionar
la permeabilidad del AC y, por tanto, la entrada de LCR a la ET a través del mismo,
influenciado por la diferencia de presiones existentes entre el espacio subaracnoideo y la
ET. Basandose en estos hallazgos, Neiger concluyé que cuando la coclea se encuentra en
unas condiciones fisiolégicas, no existe flujo de LCR a través del AC hacia la ET, pues
no existe diferencia de presiones entre ambas estructuras. Sin embargo, la alteracién de la
anatomia con la apertura de la capsula 6tica si generaria un flujo de liquido condicionado
por una caida brusca de la presion a nivel de la ET. En este caso, el flujo generado estaria
influido por la longitud y el didmetro del AC de la especie a estudio [24].

Por otro lado, se han descrito dos estructuras que discurren en estrecha relacién con el
AC: el primer canal accesorio y el segundo canal accesorio, presente este ultimo en todos
los recién nacidos. Por cada uno de ellos discurre una estructura venosa. En el caso del
primer canal accesorio, esta vena es la vena coclear inferior. Su proximidad al AC hace
que el mayor o menor didmetro de este canal también pueda condicionar la permeabilidad

del AC [19].
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1.1.1.2.2. Saco endolinfatico

El saco endolinfatico es una estructura intradural, considerado como una extension
intracraneal del laberinto membranoso, que comunica con el 6rgano otolitico, utriculo y
saculo, a través del conducto endolinfatico. Se cree que tiene una funcién absortiva y
fagocitica, jugando un papel importante en la regulacion del volumen y la presion de
la endolinfa [25]. Cabe resaltar que la falta de una adecuada regulacién de este liquido
laberintico conlleva alteraciones no sélo a nivel del equilibrio, sino también a nivel auditivo.

Reforzando esta hipétesis en el mantenimiento de la presién endolinfatica, Portmann
mencioné por primera vez la influencia que el dafio en esta estructura conlleva en el
desarrollo y posterior evolucion de la enfermedad de Meniere, condicionando el exceso de
endolinfa caracteristico de esta patologia, y siendo la hipoplasia del saco endolinfatico la
anomalia mds frecuentemente encontrada [26]. Actualmente algunos autores consideran
el drenaje quirtrgico del saco endolinfatico como un tratamiento 1til en la enfermedad de
Meniere [27], si bien esta afirmacion atn resulta controvertida [28].

La comunicacion con el laberinto membranoso se realiza a través del canal endolinfa-
tico, embebido en un conducto éseo que recibe el nombre de acueducto vestibular.

1.1.1.3. Vascularizacion y drenaje linfatico del oido interno. Barrera hemato-
perilinfatica

1.1.1.3.1. Vascularizacién del oido interno

La vascularizacién del oido interno es fundamental para mantener un correcto fun-
cionamiento de esta estructura. Alteraciones en el aporte sanguineo, especialmente en la
stria vascularis, han demostrado condicionar la aparicién de diversas patologias a nivel
del oido interno, como puede ser la sordera stubita o la presbiacusia [8][29].

Desde el primer estudio acerca de la vascularizacion del oido interno, que data de 1887
[30], diversos autores han profundizado en este tema a lo largo de la historia. En 2018,
el grupo de trabajo de Mei [29] demostré por medio de reconstrucciones tridimensionales
este complejo sistema vascular. Asi, a dia de hoy se sabe que la vascularizacién arterial
del oido interno depende de una unica arteria, la arteria laberintica, también conocida
como arteria auditiva interna, que proviene en la mayoria de los casos (83.6 %) de la arteria
cerebelosa anteroinferior, correspondiéndose su origen en el 12.3 % de los casos a la arteria
basilar. Una vez alcanzado el CAI, la arteria laberintica clasicamente se divide en tres
ramas: 1) la arteria vestibular anterior, 2) la arteria cocleo-vestibular, que posteriormente
se ramifica en direcciones opuestas para alcanzar la coclea y el vestibulo, respectivamente,
y 3) la arteria coclear, siendo considerada como la arteria dominante en la mayoria de los
casos y anatomosandose con la rama coclear proveniente de la arteria cécleo-vestibular,
discurre a lo largo del modiolo, enviando arteriolas que entran a la EV para formar la
stria vascularis. Asi, las distintas ramificaciones de la arteria laberintica se distribuyen a lo
largo de toda la estructura del oido interno, a través de las porosidades de la capsula otica,
alcanzando el laberinto membranoso en sus distintas regiones [7][17][29]. La regién con
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mayor cantidad de capilares a nivel coclear se localiza en la pared lateral, correspondiente
a la stria vascularis y al LE, en el ganglio espiral y las células del limbo espiral, y, en
menor medida, en la membrana basilar y en la lamina espiral ésea [9].

Por su parte, el drenaje venoso ocurre a través de unas estructuras que discurren
paralelas a los acueductos coclear y vestibular, conocidos como canal accesorio coclear y
vestibular, respectivamente. Si bien el drenaje venoso no sigue un patrén tan claro como
el aporte arterial, se ha descrito que el drenaje de los canales semicirculares tiene lugar a
través del canal accesorio del acueducto vestibular, mientras que el drenaje del vestibulo
junto con el de la coclea es dependiente fundamentalmente de la vena coclear inferior.
Asi, tanto las venas modiolares espirales anterior y posterior, como las venas vestibulares
anterior y posterior, convergen en otras progresivamente mayores a nivel de la VR y la
region mas basal del LE de la ET, formando la vena coclear inferior, que discurre paralela
al AC, a través de un pequeno canal 6seo, hasta desembocar en el seno petroso inferior y,
posteriormente, la vena yugular interna [7][17]]29].

1.1.1.3.2. Drenaje linfatico del oido interno

Al igual que la vascularizacién, el drenaje linfatico a nivel del oido interno también
contribuye en gran medida a la adecuada homeostasis y funcionamiento de esta estructura,
gracias a su abundante circulaciéon entre las células y permitiendo la transferencia de
metabolitos desde el LCR [17].

Por un lado, antiguamente se consideraba que la actividad inmune del oido interno
quedaba restringida a la actividad del saco endolinfatico, estructura situada en la porcién
petrosa del temporal, donde se encontraban las células inmunes. El primero en describir
la presencia de este tipo de células (leucocitos, interacciones linfocitos-macréfagos, células
plasmaéticas. .. ) en el saco endolinfatico fue Guild, en 1927. La capacidad inmune de esta
estructura fue estudiada mas a fondo en afios posteriores, confirmando su importancia en
las respuestas inmunoldgicas del oido interno [31][32], asi como la presencia de macréfagos
en otras estructuras que conforman este 6rgano de los sentidos, como es el caso del VIII
par craneal [33].

A dia de hoy, el oido interno es considerado un 6rgano relativamente “inmunoprivi-
legiado”, condicionado igualmente en gran medida por la accién de la barrera hemato-
laberintica. Sin embargo, esta alta capacidad inmune puede tener repercusion en el de-
sarrollo de algunas de las patologias auditivas. La abundante cantidad de macréfagos
existente a nivel del oido interno, con su alta capacidad fagocitica y de presentacién de
antigenos, asi como la entrada de monocitos, posteriormente transformados en macréfa-
gos adicionales en respuesta a dafios a este nivel, como puede ser un trauma acustico o
la propia degeneracion asociada a la edad, contribuyen a la defensa de este 6rgano de los
sentidos, asi como a la generacion de diferentes respuestas inflamatorias, incluyendo el
desarrollo de enfermedades autoinmunes que condicionen el correcto funcionamiento del
oido interno [34].

Esta reaccion inflamatoria en respuesta a estimulos externos, asi como la abundan-
te presencia de macrofagos, es especialmente importante en algunos de los aspectos mas
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relevantes en las investigaciones del oido a dia de hoy. Por un lado, su conocimiento per-
mitiria entender a fondo los cambios generados a nivel del oido por los distintos estimulos
que se le presentan, ya sea la degeneracion con la edad o la exposicion a ruidos intensos
o farmacos ototdxicos, ya sea el dano generado por las técnicas actuales de tratamiento
de hipoacusia, como es la colocaciéon de un IC. Por otro lado, esta respuesta inflamatoria
puede ser considerada como una diana en el tratamiento local, a nivel del oido interno,
con los beneficios demostrados por el tratamiento corticoideo o inmunomodulador a este
nivel [35][36].

En cuanto a las vias de drenaje linfatico del oido, antiguamente se consideraba que la
conexion del oido interno con el sistema linfatico se producia principalmente a través del
oido medio, drenando en los ganglios linfaticos cervicales y comunicandose el oido interno
con éste por medio de los canales linfaticos de la mucosa del oido medio, principalmente.
En 2001, Yimtae et al. demostraron en Guinea pig (Gp) la existencia de una comunicacién
linfatica directa entre el oido interno y dichos ganglios linfaticos, mas concretamente, los
ganglios linfaticos ventrales superficiales y parotideos [37].

1.1.1.3.3. Barrera hemato-laberintica

La barrera hemato-laberintica juega un papel fundamental en la homeostasis de los
liquidos laberinticos y, por tanto, en la farmacocinética coclear, siendo por primera vez
descrita en los anos 80 y ampliamente estudiada por diversos autores en los tltimos anos.

Con el fin de comprender mejor esta estructura, se hace referencia a la barrera hemato-
laberintica, como aquella estructura que separa la vascularizacion sistémica de los liqui-
dos del oido interno. A su vez, esta barrera puede clasificarse en hemato-perilinfatica y
hemato-estrial /hemato-endolinfatica, en funcién de si la regién a la que hace referencia
comunica un compartimento externo al oido interno, la circulaciéon sanguinea sistémica,
con un compartimento interno correspondiente bien a todas las estructuras que componen
el oido interno banadas por perilinfa, o bien a aquellas que contienen el fluido intersticial
intraestrial, directamente relacionado con la endolinfa, respectivamente [9]. Asi, la relacién
entre el sistema vascular y la endolinfa queda limitada por el compartimento intraestrial,
eléctricamente polarizado (oscilando entre +90 y +120 mV), que contiene el liquido inters-
ticial intraestrial. Este espacio queda delimitado a nivel externo por la luz de los capilares
con sus células endoteliales estriales y, a nivel interno, por uniones estrechas entre células
epiteliales marginales, células intermedias y células basales endoteliales, separandolo del
compartimento endolinfético [8][9]. Asi mismo, en los tltimos anos se ha profundizado en
el estudio de la regulacion del flujo sanguineo en relacion con las fibras nerviosas adya-
centes a la arteria modiolar espiral, formando la denominada barrera hemato-nerviosa e
interviniendo en dicha regulacién por medio de sustancias como péptidos vasoactivos [8].

De esta forma, la barrera hemato-laberintica, compuesta principalmente por uniones
estrechas y células endoteliales vasculares, y cuya permeabilidad y propiedades varian a
lo largo del oido interno (siendo méas compleja a nivel estrial), juega un papel importante
no sélo en el acceso al oido interno de las sustancias provenientes a través del aporte
sanguineo sistémico, contribuyendo especialmente a la composicion de la endolinfa a través
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de la stria vascularis, como mas tarde serd detallado, sino también en la defensa inmune
de este 6rgano, gracias a la presencia de macréfagos tanto a nivel del LE, como a nivel de
las ya mencionadas células intermedias [8].

1.1.2. Caracteristicas principales de los liquidos laberinticos en
el ser humano: endolinfa y perilinfa

Los liquidos laberinticos, endolinfa y perilinfa, son esenciales para el mantenimiento
de las principales funciones del oido interno: la audicion y el equilibrio. La alteracion en
la. composicién de uno u otro repercute directamente en el correcto funcionamiento del
mismo [§].

1.1.2.1. Localizacion de los liquidos laberinticos

1.1.2.1.1. Escalas vestibular y timpanica

Estas estructuras contienen perilinfa. Estdn comunicadas entre si por el helicotrema,
asi como por las porosidades existentes a lo largo del LE [16]. El empleo de la microscopia
electrénica en el estudio de la anatomia coclear ha permitido evidenciar estas porosidades
en el espesor del LE, contribuyendo a la verificacién de la existente conexion entre la
perilinfa de la ET y la EV [12].

1.1.2.1.2. Escala coclear o media

Esta estructura contiene endolinfa, procedente de la stria vascularis. Igualmente esta
compuesta por un conjunto de células: células marginales (encargadas de los intercambios
de K+, componente principal de la endolinfa), células basales y células intermedias, que
desempenian un cierto papel en los procesos fisiologicos de la audicién [38].

1.1.2.2. Produccién de los liquidos laberinticos

1.1.2.2.1. Perilinfa

En un primer tiempo, se consideré que la perilinfa podria ser un ultrafiltrado del plas-
ma [39][40]. Sin embargo, las pequenas diferencias existentes en la composicién de ambas
(perilinfa y plasma), llevaron a la generacién de nuevas hipdtesis, que establecieran otros
posibles origenes de la misma. Igualmente se considerd la posibilidad de que la perilinfa
de la ET y de la EV tuvieran distintos origenes. Asi, la perilinfa de la EV provendria
principalmente del plasma, a través del endotelio de la barrera hemato-perilinfatica y del
epitelio del limbo espiral, mientras que aquella correspondiente a la ET estaria compuesta,
en un 80 % aproximadamente, de la influencia del LCR, a través del AC [40]. La influencia
que el LCR tiene en la formacion de la perilinfa de la EV, se cree que seria menor al 10 %
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[16]. Otra de las hipdtesis planteadas a lo largo de la historia es que la perilinfa pueda
provenir de los espacios perivasculares o perineurales del CAT [40].

1.1.2.2.2. Endolinfa

La endolinfa se produce fundamentalmente en dos regiones. Por un lado, se cree que
la endolinfa vestibular puede formarse a partir de las células epiteliales cilindricas oscu-
ras que recubren la pared del laberinto membranoso que conforma el vestibulo, gracias
principalmente a la actividad de la bomba Na+/K+ ATPasa [16]. A nivel coclear, la
stria vascularis, limite lateral de la EM, seria la principal productora de endolinfa, depen-
diente principalmente de una bomba de K+, encargada de generar el potencial positivo
caracteristico de la endolinfa. Asi, el LE tiene una gran importancia en el mantenimiento
del balance iénico entre la perilinfa y la endolinfa, gracias a estas bombas de Na+/K+
ATPasa, que toman K+ de la perilinfa y lo transportan a la endolinfa [12].

1.1.2.3. Composicion de los liquidos laberinticos

A la hora de estudiar el funcionamiento y la dinamica de los liquidos que componen
las estructuras del oido interno, es imprescindible conocer su composicion exacta. Como
se vera mas adelante, el equilibrio entre los distintos liquidos laberinticos juega un papel
fundamental en la farmacocinética coclear. Ambos liquidos, endolinfa y perilinfa, difieren
en su composicién, lo que genera una diferencia de potencial, denominado potencial endo-
coclear (100-120 mV), mediado en gran medida por la stria vascularis [12], que constituye
la base de la activacion electrofisiologica de las células neurosensoriales del oido interno,
en el érgano de Corti [41].

De esta forma, mientras que la composicién de la endolinfa es especialmente depen-
diente del K+, asemejandose a los liquidos intracelulares (N+: 1-5 mEq/L, K+: 110-145
mEq/L, Cl-: 130 mEq/L y proteinas: 0.3-0.6 mEq/L), la perilinfa es rica en Na+, tal y
como es caracteristico de los liquidos extracelulares (plasma ultrafiltrado) (N+: 140-150
mEq/L, K+: 3.5-7T mEq/L, Cl-: 110 mEq/L y proteinas: 1-1.5 mEq/L) [38].

Sin embargo, cabe igualmente destacar que existen pequenas diferencias, correspon-
dientes a la perilinfa de la ET y de la EV, como bien se mencionaba previamente. Se ha
observado que la concentracién de K+, glucosa, algunos aminoacidos y proteinas, es algo
mayor en la perilinfa contenida en la EV. Esto se cree que es debido, en gran medida, a la
entrada de LCR en la porcién basal de la ET, a través del AC. Cuando se obstruye esta
estructura, se puede apreciar una igualaciéon de la composicion de la perilinfa de ambas
escalas, a expensas de cambios en la perilinfa de la ET [16].

1.1.2.4. Reabsorcion de los liquidos laberinticos

Como se mencionaba previamente, y tal y como describe Allen en su teoria del equi-
librio de presiones (The theory of pressure balance) [42], se ha demostrado que las dos
estructuras que influyen principalmente en esta regulacién son el AC y el saco endolinfa-
tico. Asi, la regulacion de presiones endolinfa-perilinfa se produce gracias a la accion del
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saco endolinfatico, para la endolinfa, y del AC, para la perilinfa, si bien también existe
alguna influencia del sistema vascular [42], condicionando asi la reabsorcion de ambos
liquidos. Numerosos estudios se llevaron a cabo con el fin de demostrar este hecho. De
esta forma, en 1965 Kimura y Schuknecht evidenciaron que la destruccién del saco endo-
linfatico podia ser consecuencia de la generacién de un hidrops endolinfitico (HE) [43].
Igualmente, Carlborg y Farmer (1983) elaboraron un estudio en gatos en el que demos-
traron (aumentando la presién intracraneal con infusién subaracnoidea de LCR) que, a
pesar de la obliteracion del AC, existe una regulacion de las presiones de los liquidos
laberinticos gracias a la funcion del saco y conducto endolinfaticos, siendo esta regulacion
menor y més lenta que aquella dependiente del AC [21]. Por otro lado, el LE también es
considerado como un punto de reabsorcion de perilinfa, alcanzando ésta el sistema venoso
a través del mismo [40].

1.1.3. Comparacion anatomo-fisiolégica entre los distintos espe-
cimenes relevantes en el estudio: roedores (Guinea pig),
primates (Macaca fascicularis) y el ser humano

El grado de dispersiéon de una determinada sustancia a través de las estructuras co-
cleares, motivado por la difusién pasiva, ha demostrado estar en gran medida influenciado
por la especie a estudio y el tamano de la céclea [44][45]. Diversos estudios se llevaron
a cabo a lo largo de la historia con el fin de conocer a fondo las distintas estructuras
que componen el oido interno de varios mamiferos. Sin embargo, y si bien las dimen-
siones de cada una de estas estructuras que conforman este 6rgano de los sentidos han
sido ampliamente estudiadas por numerosos autores en los seres humanos [44][46][47] y
en especies como el Gp [7][12][14][48], las investigaciones hasta la fecha no aportan tanta
informacién sobre las dimensiones del oido interno en otras especies superiores, como el
Macaca fascicularis (Mf) [24][49][50]. Recientemente, el grupo de trabajo de Salt estable-
ci6 una comparativa de las dimensiones aproximadas del oido interno en distintas especies
animales [51]. A continuacién, se muestra de forma grafica dicha comparativa entre las
especies que conciernen este estudio (Figura 1.1), de forma que los anélisis realizados
puedan adecuarse a las caracteristicas concretas de cada espécimen, pudiendo en un fu-
turo extrapolar los resultados obtenidos al ser humano con la mayor exactitud posible.
Asi mismo, la Tabla 3.2, recogida en el apartado: Material y métodos, recopila para estas
especies las dimensiones de las principales estructuras del oido interno, implicadas en el
estudio de la farmacocinética coclear. De esta forma, tal y como se puede observar y dada
su proximidad filogenética, el oido interno del Mf y del ser humano presentan importantes
similitudes, ya demostradas en estudios previos [12][50][52].
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Ser humano Macaca fascicularis Guinea pig

Figura 1.1: Variaciones en la morfologia del oido interno entre especies. Iméagenes en 3 dimensiones
(3D), generadas mediante microscopia de imégenes laser de ldmina fina (TSLIM- thin-sheet laser imaging
microscopy) del oido [51]. Imagen por cortesfa del Prof. Alec Salt.

1.2. Experiencia en la liberacién de farmacos a nivel
del oido

La posibilidad de llevar a cabo tratamientos locales para paliar las patologias del oido
interno estd siendo cada vez mas estudiada, siendo uno de los objetivos del tratamiento
farmacolégico local, a nivel del oido interno, la regeneracién de las CCI [53]. En los
ultimos anos, diversas lineas de investigacién en animales de experimentacién demuestran
los beneficios que supone el empleo de dexametasona a nivel coclear: reduccion del dano
producido por agentes ototéxicos como kanamicina [54] o cisplatino [55], proteccién frente
al trauma causado por exposicién a ruido [56] o mantenimiento de la audicién residual al
trauma generado por la insercion del electrodo (EIT) durante la implantacién coclear [57,
58, 59, 60, 61], entre otros. Sin embargo, a dia de hoy atin no existe mucha experiencia
en la liberacién de sustancias a nivel intracoclear asociadas a un IC en seres humanos.

La administraciéon intracoclear de farmacos requiere de un analisis detallado, no sélo de
la anatomia de la céclea, sino también de las caracteristicas de la propia sustancia inyecta-
da. El anélisis del comportamiento de una determinada sustancia constituye una rama de
la farmacologia denominada farmacocinética. No se puede asumir que los compartimentos
perilinfaticos sean homogéneos a lo largo de toda la coclea. Asi, se ha demostrado que
la constante de flujo estda més condicionada por las dimensiones anatéomicas de la coclea
(principalmente el cross-sectional area o érea de seccién transversal) en las diferentes zo-
nas que la componen, que por las propias caracteristicas fisiologicas de los tejidos. Esta
diferencia en el didmetro a lo largo de la coclea dificulta igualmente la obtencién y el
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mantenimiento de una concentracion estable y homogénea de farmaco a lo largo de toda
esta estructura, con la administracion de sustancia a un flujo constante [62]. Este hecho
viene condicionado por las caracteristicas anatémicas del espécimen a estudio, siendo un
factor importante, por tanto, en la posible extrapolaciéon de determinados resultados al
ser humano.

Un adecuado conocimiento de la farmacocinética coclear y de sus principios basicos: el
esquema LADME (Liberacion, Absorcion, Distribuciéon, Metabolismo, Eliminacién) orien-
tara y determinard la eleccion, la dosis, el tiempo y la velocidad de administracion del
farmaco, asi como la estrategia de liberacién y la eleccion de una correcta via de admi-
nistracion a la hora de valorar el probable éxito o beneficio de una determinada terapia.
También proporcionard informacién sobre los posibles obstaculos que puedan surgir du-
rante su aplicacion.

Si bien la mayoria de estudios se han llevado a cabo en animales de experimenta-
cion, especialmente en Gp, algunas sustancias ya han sido aprobadas para su uso en el
ser humano, siendo la administracion de alguno de estos tratamientos considerados como
procedimientos de rutina en la préactica clinica diaria de una consulta de Otorrinolaringo-
logia.

1.2.1. Experiencia en la liberaciéon de sustancias en animales de
experimentacion

En los ultimos anos, se han ido estudiando y desarrollando, especialmente en distintos
animales de experimentacion, nuevas sustancias y técnicas de liberacion especificas para
el oido interno con el fin de tratar las distintas patologias que afectan a este érgano de
los sentidos. Sin embargo, el futuro desarrollo y diseno de nuevos estudios farmacociné-
ticos y la precisa interpretacion de los resultados obtenidos en ellos, atin requiere de una
mayor profundizacién en estos d&mbitos [63]. Asi, para poder estudiar adecuadamente la
farmacocinética coclear, es fundamental conocer los principios basicos de esta rama de la
farmacologia.

1.2.1.1. Principios de la farmacocinética coclear: el esquema LADME

Asi, en 2009 Salt y Plonkte [64] aplicaron por primera vez al oido el principio basico
de la farmacocinética, el esquema LADME:

1.2.1.1.1. Liberacién

“La Liberacion es un proceso mediante el cual un principio activo presente en una
forma de dosificacion llega a estar disponible para su absorcion” [65].

La eleccién del méas adecuado método de liberacion de sustancia juega un papel funda-
mental en la farmacocinética coclear. A la hora de establecer las posibles vias de liberacién
de una determinada sustancia en el oido interno, es imprescindible tener en cuenta la im-
portancia de mantener todas las estructuras que componen este 6rgano de los sentidos en
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las mejores y mas fisiolégicas condiciones posibles, poniendo especial hincapié al mante-
nimiento de la integridad de la capsula otica. Esta estructura, a su vez, es considerada,
junto con la barrera hemato-laberintica, la principal limitaciéon anatémica y fisiologica a
la liberacion de farmacos en el oido interno.

Asi, los tres principales métodos para administrar farmacos al oido son: sistémico, in-
tratimpanico e intracoclear. La Tabla 1.2 resume las principales ventajas e inconvenientes
de cada uno de ellos.

De esta manera, la sustancia puede alcanzar el oido interno por distintas vias, en
funciéon de la forma administraciéon de la misma:

1.2.1.1.1.1. Administracién por via intratimpanica

La cavidad del oido medio no es un compartimento estanco. Posibles pérdidas de
sustancia pueden ser observadas, principalmente a través de la trompa de Eustaquio,
pero también a través de vasos sanguineos y linfaticos. Ademas, el propio epitelio que
recubre estas estructuras favorece las pérdidas y el “lavado” de las sustancias inyectadas,
dado que esta parte del oido esta fisiologicamente preparado para ser una cavidad rellena
de aire, con el fin de conseguir una correcta transmision del sonido. Se asume que una
sustancia, inyectada en el oido medio, por via transtimpéanica, permanecera alli durante
30 minutos, en gran parte favorecido por las pautas de aplicacién a seguir: el paciente
debe permanecer tumbado durante unos 20-30 minutos, con la cabeza lateralizada hacia
el lado contralateral al tratado. Pasado este tiempo, comenzara el declive de la misma
[66].

A nivel del oido medio se ha apreciado también la existencia de un flujo radial, que
condiciona igualmente la difusion de la sustancia desde esta zona hacia la perilinfa del
oido interno [67][68]. Asi, las principales vias por las que el farmaco se distribuiria desde
el oido medio hacia el oido interno serian bien a través de la VR, alcanzando la ET
o bien a través de la platina del estribo, accediendo directamente al vestibulo y a la
EV [66]. Se ha demostrado incluso la existencia de dreas de escaso espesor 6seo a lo
largo de la capsula ética que también podrian suponer una via de comunicacién directa
con el oido interno [69]. Por su parte, el ligamento anular que rodea el estribo se cree
que constituye una importante via de entrada hacia los 6rganos vestibulares [67][68],
habiendo sido demostrado por algunos autores una mayor permeabilidad de la ventana
oval en relacién con la VR [70]. Kang et al. (2016) demostraron, en huesos temporales
humanos, que este tipo de administracion a nivel de la ventana oval también podria generar
un flujo hacia las regiones apicales de la coclea [71]. Este hecho condiciona la toxicidad
que determinadas sustancias pueden tener sobre el sistema vestibular, como en el caso
del uso de Gentamicina para el tratamiento de la enfermedad de Meniere avanzada, asi
como la pérdida de audicion que se produce en algunos pacientes como efecto secundario
a la administracién de la misma [72]. Actualmente se estd estudiando la posibilidad de
utilizar implantes a nivel de la ventana oval, destinados especialmente al tratamiento de
determinadas patologias vestibulares [73], buscando disminuir las posibles repercusiones
que determinados farmacos administrados por via intratimpéanica puedan tener sobre el
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Tabla 1.2: Principales vias de liberacién de sustancias para el tratamiento de las patologias

del oido: sistémica, intratimpanica e intracoclear.

Vias de liberacion Ventajas

Inconvenientes

Sistémica Facil administracion

Dosis conocidas

Intratimpanica Facil administracién

No condicionado por la
barrera hemato-laberintica

Amplia experiencia en
patologias como la enfermedad
de Meniere o la sordera subita

Intracoclear Maéaximas dosis a nivel del
oido interno

No condicionado por la
barrera hemato-laberintica

Se evitan los efectos
secundarios sistémicos

Efectos secundarios a nivel
sistémico

Menor concentracién de
farmaco que alcanza el oido por la
barrera hemato-laberintica

Abundantes pérdidas a través del
oldo medio

Riesgo de generar un dano a
nivel del oido medio por la propia
inyeccién [62]

Entrada de la sustancia al
oido interno limitada por dos
estructuras: ventana oval y VR

Falta de control en los lugares de
distribucién de la sustancia (ej:
pérdida auditiva en el tratamiento
del vértigo con Gentamincina por
enfermedad de Meniere), lo que
condiciona una falta de precision
en los resultados obtenidos con el
tratamiento

Dificil administracion, tratamiento
quirtrgico

Falta de experiencia en ser
humanos

sistema auditivo.

La técnica de acceso al oido interno a través del oido medio y, mas concretamente, de

38



1. Introduccion

la VR ha sido estudiada por numerosos autores a lo largo de la historia. Kelso et al. fueron
los primeros en llevar a cabo microperforaciones a nivel de la VR del Gp, demostrando
un aumento de difusiéon de la sustancia administrada (en este caso, Rhodamine B), al
ser liberada en un espacio que representaba la caja timpanica y, por tanto, simulaba el
proceso de liberacién intratimpanica [74]. Desde entonces, diversas microagujas (microse-
rradas, doble hoja...) han sido empleadas con el fin de lograr la méxima precisién en la
administracion de las sustancias, generando las menores repercusiones posibles, tanto a
nivel anatémico como fisiolégico.

1.2.1.1.1.2. Administracion directa a nivel del oido interno

Como se mencionaba previamente, la administracion directa al oido interno permite
minimizar las pérdidas condicionadas principalmente por la absorcién a nivel de la barrera
hemato-perilinfatica, de la VR y de la ventana oval.

Al igual que a nivel del oido medio, en el oido interno también se estudio la posibilidad
de utilizar sistemas portadores (carriers-systems), con el fin de facilitar la permanencia y
distribucion de los farmacos, inyectados directamente a este nivel, con resultados igual-
mente satisfactorios [75, 76, 77]. Los dispositivos de células encapsuladas para el trata-
miento de la pérdida de audicién que contienen células humanas modificadas, liberadoras
de factores neurotréficos, constituyen otro importante avance reciente en este campo [78],
asi como el tratamiento local con vectores adenovirales [62].

Por otro lado, para acceder al oido interno alterando lo menos posible las estructuras
que lo componen, se han establecido tres vias principales: a través de la VR, a través de la
ventana oval o con la realizacién de una cocleostomia a nivel basal. El objetivo es alcanzar
la perilinfa, pues la administracion directa a nivel endolinfatico conlleva grandes riesgos
a nivel auditivo [79]. También se llevaron a cabo estudios en Gp en los que el acceso
al oido interno se realizé a través del apex de la céclea o a través del canal semicircular
horizontal (CSH) [80][81]. Lichtenhan et al. demostraron que, al aplicar la sustancia a nivel
del apex, ésta se distribuye hacia la base de la céclea, a través de la E'T, proporcionando
mayores beneficios en el tratamiento de las pérdidas auditivas de frecuencias graves con
esta localizacion de administracion, dada la mayor concentracién de farmaco que entra
en contacto con estas regiones mas apicales de la céclea [81]. Por otro lado, la liberacién
intracoclear de sustancia a nivel del CSH ha demostrado en Gp que, en esta localizacion,
la influencia del LCR es menor, dada su mayor lejania con respecto al AC [80]. Asi, si bien
los resultados farmacocinéticos fueron satisfactorios, especialmente para la aplicacién a
nivel apical, la aplicacion a través de la VR supone una menor alteracion de las estructuras
anatémicas cocleares, siendo ademas mas accesible en la practica clinica diaria.

Al analizar las caracteristicas de distribucion de una sustancia inyectada a nivel in-
tracoclear, se concluyé que el flujo de volumen generado por las condiciones de infusion
del farmaco, junto con la propia difusiéon pasiva inherente a la estructura coclear, como
mas tarde sera explicado, juegan un papel fundamental en este aspecto. La influencia de
la difusion pasiva en la farmacocinética coclear fue corroborada al evidenciar que la sus-
tancia difunde mejor hacia regiones méas apicales de la coclea en aquellos casos en los que
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la liberacién se hacia en cantidades constantes, durante mayores periodos de tiempo, en
relacién con aquellos casos en los que se inyectan grandes cantidades de volumen, en un
corto espacio de tiempo [66]. Este hecho supone que el cambio de concentraciones inducido
en la perilinfa con la inyeccion de la propia sustancia condiciona su posterior distribucién,
generando un flujo longitudinal, asociado a cambios en la propia difusion pasiva, hacia las
regiones méas apicales de la coclea. Asi, estudios recientes inciden en descubrir la via y el
dispositivo de administracion intracoclear del farmaco méas adecuado para conseguir tra-
tar de forma completa, eficaz y con los menores efectos secundarios posibles las distintas
patologias que condicionan el adecuado funcionamiento de este 6rgano de los sentidos.

1.2.1.1.1.3. Dispositivos de liberacién

Por otro lado, y si bien atn estan siendo estudiados, habiendo sido la mayoria utilizados
Unicamente en experimentacién animal, Borenstein llevé a cabo una revision bibliografica
en la que clasificé los dispositivos de liberacién intracoclear de farmacos, a través de
su colocacién a nivel del oido medio, en dos grupos, pasivo o activo, segun el tipo de
administracion y la asociacion del dispositivo a controles eléctricos. Estos dispositivos
activos pueden ser a su vez subdivididos en funciéon de si la infusiéon supone un flujo
constante o si el dispositivo controla el flujo de forma reciproca, es decir, capaz de liberar
y a su vez recoger la sustancia en cuestion [82].

A continuacién se recoge algun ejemplo de los principales dispositivos de liberacién
activa, empleados hasta la fecha:

» Microbombas o bombas de jeringa (Micropumps/Syringe pumps):

En 2008, Fiering et al. demostraron los beneficios proporcionados por la aplicacion
de farmaco al oido interno a través de dispositivos de tipo microfiuidic system capa-
ces de liberar una determinada sustancia de forma automaética, en pulsos, durante
un periodo de tiempo y a unas cantidades establecidas, de forma que se alcancen
altas concentraciones de la misma en el area deseada, con la posterior retirada de
una determinada cantidad de volumen, manteniendo asi los liquidos cocleares en
concentraciones y volimenes estables, sin detener la infusion de la sustancia, con
resultados satisfactorios [83]. Otros autores utilizaron dispositivos similares igual-
mente en experimentacion animal. Estos dispositivos, compuestos por bombas digi-
tales asociadas a una canula colocada en el lugar de inyeccion deseado (en este caso
a nivel de la ET) liberan sustancia a un flujo previamente establecido, sin dispo-
ner del circuito de extraccién y recogida presentado en el dispositivo anteriormente
mencionado. En estos casos, para evitar un aumento excesivo de la presién a nivel
perilinfatico, se analiz6 previamente el flujo y la velocidad de infusiéon mas adecuada
[84].

= Bombas osmoéticas:

Si bien son pequenas y flexibles, y no requieren de dispositivos externos para su
funcionamiento, su duracion es limitada y una vez colocadas e iniciadas, no se puede
modificar el proceso de liberacién. Su principal utilidad reside en la liberacién de
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moléculas de gran tamario, proteinas y péptidos [82].
Silicone-based ear cubes:

Dispositivos que se colocan a nivel de la ventana oval. Cuentan con un reservorio,
situado a nivel del oido medio, y una porcion cilindrica, insertada en el oido interno
a través de la ventana oval. Han demostrado beneficios significativos en el mante-
nimiento de la sustancia inyectada (en este caso, Dexametasona) durante anos, sin
efectos secundarios, como inflamacién o erosién de la zona implantada [85].
Liberacién intracoclear asociado a un dispositivo de 1C:

En 2008, Hendricks et al. analizaron las diferentes técnicas de administracion de
farmacos que podian ser integrados en los nuevos sistemas protésicos auditivos [86].
La administracion directamente a nivel coclear, integrada a los nuevos dispositivos
auditivos, ha demostrado ser una técnica efectiva y segura que aporta ventajas
frente a la administraciéon sistémica: mayor control y acceso al oido interno, con una
menor dosis requerida, menores efectos secundarios y menor ototoxicidad, y mejores
resultados terapéuticos [87].

En la actualidad, el IC es uno de los dispositivos mas empleados en el tratamien-
to de la hipoacusia neurosensorial severo-profunda [88][89]. Se trata de una técnica
con buenos resultados clinicos y segura para el paciente [90]. Buscando preservar el
mayor nivel auditivo posible, en las tiltimas tres décadas se han introducido cambios
tanto en la técnica quirirgica de implantacién del dispositivo como en el empleo
de electrodos mas flexibles y de menor volumen. Sin embargo, la propia cirugia de
colocaciéon de un IC genera invariablemente un traumatismo a nivel del oido interno,
mayor o menor en funciéon de la técnica y el dispositivo empleados, produciéndose
un ambiente proinflamatorio que favorece el aumento de las impedancias eléctricas
y el empeoramiento de los niveles auditivos postoperatorios [91, 92, 93, 94, 95].
Asi, si bien en un primer momento la colocaciéon de un IC buscaba tnicamente la
rehabilitacién auditiva, el paso de los anos va orientando hacia la busqueda de la
preservacion de restos auditivos, asi como la proteccion e incluso la posible regene-
racion neural. En 2017, se demostraron los beneficios que factores neurotréficos o
farmacos antioxidantes, entre otros, generan a nivel auditivo al ser aplicados bien
sea antes, durante o después de la colocacién del dispositivo de IC [84]. El empleo
de agonistas del receptor de glucocorticoides ha demostrado reducir el niimero de
mediadores que promueven la fibrosis. Resultados hasta la fecha demuestran, en
distintos especimenes, incluyendo entre ellos el Mf y el ser humano, que su admi-
nistraciéon disminuiria la formacién de la capa fibrética en torno al electrodo tras
la implantacion, con la consiguiente reduccion de las impedancias, y contribuiria al
mantenimiento de la densidad neural, obteniéndose un mayor rendimiento del 1C
[35][96][97]. A su vez, si bien los tratamientos intratimpénicos han demostrado tener
grandes beneficios en la preservacion de la audicion en los periodos postoperatorios
iniciales [98], su efecto terapéutico es limitado, no pudiendo suprimir los procesos
de inflamacién crénica secundarios. Por esta razon, en las ultimas décadas se ha
estudiado la posibilidad de combinar un IC con farmacos o terapia génica, lo que
permitiria tratar las pérdidas de audicién por medio de un abordaje combinado de
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terapia farmacoldgica y estimulacién eléctrica. Asi, los dispositivos de liberacion
de farmaco intracoclear asociados a un IC, suponen un beneficio frente a las otras
técnicas previamente mencionadas. Al mismo tiempo que restauran la audicién
por estimulacion directa del nervio auditivo, la aplicacién de farmacos asociados al
mismo supone un beneficio afiadido en la posible restauracién de la funcionalidad
de las células auditivas y, especialmente y a nivel farmacologico, este método de
administracion favorece la distribucion y permanencia del farmaco a nivel del oido
interno, gracias a la posibilidad de perfundir la sustancia a un flujo determinado
y durante un tiempo establecido. Esto evita igualmente cambios bruscos en el vo-
lumen coclear, que pudieran alterar la adecuada farmacocinética fisiologica de la
misma.

Asi, y a modo de resumen, las principales ventajas que presenta la liberacion de
una sustancia directamente a nivel perilinfatico, es decir, intracoclear, por medio de
un dispositivo de IC, se recogen a continuacion:

1. Evita los factores dependientes de la VR, como puede ser el area de la misma,
su disposicién (especialmente en relacién con la resistencia que puede generar
a nivel del AC) [99] o su permeabilidad.

2. Permite seleccionar el flujo deseado. La posibilidad de emplear un pequeno
flujo (menor de 0.01 pL/min), contribuye a la mayor fiabilidad de los resultados
obtenidos, pues el flujo longitudinal no se veria condicionado por los parametros
de inyeccion [45].

3. Supone, hasta el momento, el método de liberacién de sustancias en el espacio
perilinfatico mas preciso.

De esta forma, en los ultimos afios se estudiaron y desarrollaron distintas posi-
bilidades de liberacion de farmaco asociado a un IC, pudiendo destacar:

A. Eluting CI electrode array

Por un lado, se ha estudiado la posibilidad de llevar a cabo la liberacién de
sustancia a través del recubrimiento de la porcién implantable del propio dispo-
sitivo, por medio de biopolimeros asociados al farmaco, que han demostrado su
utilidad en la reduccion de las fuerzas de insercién [100]. Asi, en 2016, Roemer
et al. [101], llevaron a cabo un estudio en seres humanos en el que liberaron a
nivel intracoclear células procedentes de la médula 6sea, dadas sus propiedades
antiinflamatorias y neuroprotectoras, de los propios pacientes a estudio. Para
ello, generaron “electrodos biohibridos”, recubriendo la silicona que envuelve
los electrodos del IC de una mezcla formada a partir de las células procedentes
de la médula 6sea y de adhesivo fibrilar. Un total de 3 individuos, portadores
de un IC en el oido contralateral, fueron incluidos, siendo cada uno de ellos su
propio control. La comparacion de este dispositivo “biohibrido” con el implante
convencional, no mostré mayores repercusiones a nivel de la discriminacién de
la palabra hablada ni de las impedancias. La biocompatibilidad del adhesivo
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fibrilar, asi como los beneficios de la administracion de estas células fue igual-
mente demostrado. De igual forma, los buenos resultados obtenidos con este
tipo de liberacion intracoclear de sustancia a través de un dispositivo de IC
equipado con un dexamethasone-eluting component demostraron también en
otras especies superiores, Mf, los beneficios a nivel auditivo a largo plazo que
proporciona, asi como la disminucion de la reaccién inflamatoria a nivel del
tejido neural tras la implantacién [97].

B. Pump and cannulated CI electrode array

Por otro lado, se esta valorando igualmente la posibilidad de integrar al
dispositivo bombas de infusién activa. De esta forma, este otro tipo de dispo-
sitivo empleado es un IC que cuenta con una céanula asociada a una bomba de
liberacion, cargada, previa a la cirugia, con la sustancia a estudio. El grupo de
trabajo de Salt demostrd, en Gp, la eficacia del uso de este tipo de dispositivos
[84]. Segtin algunos autores afirman, estos dispositivos suponen un beneficio
especialmente en el tratamiento de pacientes con pérdidas de audicién menos
severas, pues permiten el empleo de electrodos de menor longitud, que alcancen
unicamente aquellas zonas mas afectadas de la coclea, coincidiendo en la ma-
yoria de los casos, con las frecuencias mas agudas, distribuidas en las regiones
mas basales de la cdclea [82]. Este hecho reafirma la importancia de alcanzar un
profundo conocimiento de la farmacocinética coclear, con el fin de ser capaces
de hacer llegar la sustancia administrada a todas las regiones del oido interno,
pudiendo asi tratar cualquier regién del mismo, condicionada por la existencia
de una determinada patologia, ya sea auditiva y/o vestibular [102].

La Tabla 1.3 resume las principales ventajas e inconvenientes del empleo de una u
otra posibilidad.

1.2.1.1.2. Absorcion

La absorcién de una determinada sustancia a nivel sistémico se entiende como aquel
proceso por el que el farmaco en cuestion alcanza la via sanguinea desde el sitio admi-
nistrado, condicionada principalmente por su biodisponibilidad y la capacidad de dicha
sustancia para atravesar las membranas bioldgicas. Sin embargo, a nivel del oido, el con-
cepto de absorcién queda representado por el paso de la sustancia al oido interno tras su
aplicacién en un lugar externo al mismo, como puede ser la administracién sistémica, a
través de la vascularizacion, o la administracién directa a nivel del oido medio, a través
de las distintas barreras biolégicas que delimitan esta region con el oido interno [66]. De
esta forma, se podria concluir que la liberacion directa de la sustancia a nivel de la ET,
asociada, por ejemplo, a la colocacién de un IC, supondria un beneficio, dado que este
tipo de liberacién no condicionaria los resultados farmacocinéticos cocleares obtenidos,
pues éstos no dependerian de la influencia de la absorcion de la sustancia a nivel del oido
medio.

43



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

Tabla 1.3: Liberacion de farmaco asociado a un implante coclear.

FEluting CI electrode Pump and canulated CI elec-
array trode array
Ventajas Procedimiento quirtrgico Mayor control de la dosis

sencillo. administrada.
Posibilidad de administrar
diferentes sustancias a través de
un dnico dispositivo.
Liberacién a largo plazo.

Inconvenientes Variabilidad en el control de Procedimiento quirtrgico mas

la dosis administrada. complejo, especialmente para la
colocacion de la bomba.

Liberacién a corto

plazo. Obstruccién  y/o acodamiento
de la canula de liberacion.

Imposibilidad de

administrar diferentes Potenciales problemas a la hora

sustancias a través de un de rellenar de mas cantidad o de

tnico dispositivo. una nueva sustancia la bomba de
liberacion.

1.2.1.1.3. Distribucién

A nivel del organismo, la distribucion de una determinada sustancia es la capacidad que
tiene la misma de difundirse desde la circulacién sistémica hacia otros fluidos intersticiales
o intracelulares [66].

Como bien se mencionaba previamente, una de las principales dificultades a la hora de
analizar la farmacocinética coclear es conocer la diferente distribucién que una sustancia
tiene a través de las distintas estructuras implicadas. Se ha demostrado que las sustancias
aplicadas a nivel del oido interno no se distribuyen de manera uniforme a través del mismo
[103]. De esta forma, a la hora de analizar la farmacocinética coclear, Salt establece tres
principales factores que van a condicionar la distribucién de cualquier sustancia inyectada
en la perilinfa: 1. Difusion pasiva; 2. Flujo de volumen longitudinal; 3. pérdidas hacia
compartimentos adyacentes [45].

1. Difusién pasiva:
Se sabe que, incluso en ausencia de un flujo de volumen, cualquier sustancia
inyectada en la céclea, tenderd a distribuirse por difusién pasiva, desde el sitio de
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mayor concentracion, en este caso la base, al sitio de menor concentracién, el apex.
Esta diferencia de concentraciones es generada principalmente por la diferencia del
area de seccién transversal (cross-sectional area) a lo largo de la coclea, asi como
por el “lavado” generado a nivel de la perilinfa. De esta forma, Salt y Thalmann
analizaron en Gp, mediante un marcador inerte, como es el tetrametilamonio, la
existencia de un movimiento de fluidos, tanto de endolinfa como de perilinfa [104].
Gracias a la difusion pasiva, se puede demostrar un movimiento de ambos liquidos
laberinticos, independiente de la existencia de un flujo de volumen endococlear. En
el Gp se ha demostrado que esta difusién pasiva es el principal factor que interviene
en la farmacocinatica coclear [45]. Sin embargo, la influencia que la difusién pasiva
tiene siempre sera limitada, independientemente del tamafno y las caracteristicas
de la molécula introducida. Asi, cuando la céclea estd en condiciones fisiologicas
(“sellada”), el flujo tanto de perilinfa como de endolinfa es muy lento y limitado
[45], dependiente unicamente de la propia difusién pasiva. Sin embargo, cuando
la estructura coclear es alterada, creando una perforacion de la capsula 6tica, se
produce un cambio de presiones cocleares que favorecen un movimiento de fluidos
mucho mas rapido y de mayor volumen, ampliamente condicionado por la entrada
de LCR a través del AC.

. Flujo de volumen longitudinal:

La distribuciéon de una sustancia gracias al flujo longitudinal también ha sido
ampliamente estudiada. En 1988, Ohyama et al. demostraron en Gp que este flujo
longitudinal de perilinfa es muy lento, menor de 2 nL/minuto [105]. Diversos estu-
dios concluyeron que, si bien la aportaciéon de este fenémeno es muy limitada en
condiciones fisioldgicas, es decir, cuando la coclea esta anatémicamente inalterada,
correctamente sellada, la realizacién de una perforacién a nivel de la capsula 6tica
condicionaria un gran aumento de este flujo longitudinal, superando a la influencia
de la difusién pasiva en la distribucion de una determinada sustancia a través de las
estructuras del oido interno [45][82]. Cabe remarcar que existe también evidencia de
autores que emplean, asociado a la cocleostomia para la liberacién de la sustancia,
una canalostomia a nivel, por ejemplo, del canal semicircular posterior (CSP), con
el fin de reducir el gradiente de concentracién a nivel intracoclear, favoreciendo asi
la distribucion de la sustancia aplicada hacia las regiones mas apicales de la céclea
[106]. Por otro lado, la inyeccion de una determinada sustancia, a un flujo deter-
minado, también se considera responsable de la generacién de un aumento de este
flujo longitudinal [66].

. Flujo de volumen radial. Pérdidas hacia compartimentos adyacentes:

Las comunicaciones existentes entre la ET y las estructuras adyacentes tam-
bién juegan un papel fundamental a la hora de estudiar y conocer los factores que
condicionan la distribucién de las sustancias inyectadas [45].

a) Comunicacion con otras escalas: vestibular y media.
Si bien algunos autores afirman, mediante estudios llevados a cabo con
trimetilfenilamonio (TMPA), que no existe difusién de esta sustancia entre la
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perilinfa y la endolinfa, la distribucién desde la ET (zona de inyeccion de la sus-
tancia) a la EV (zona no perfundida), principalmente a través del helicotrema
(flujo longitudinal) y del LE (flujo radial), si ha sido ampliamente demostrada
[7][67][68]. Por otro lado, estos mismos estudios demostraron que la distribu-
cién de una sustancia a través de la perilinfa esta favorecida por una direcciéon
determinada, siendo mayor la distribucién al inyectar la sustancia en la ET
(apreciando su desplazamiento hacia el vestibulo), que a la inversa.

A pesar de la controversia existente en el pasado en la posible o no comu-
nicacién entre la ET y la EM, Angelborg corroboré, por medio de la inyeccion
de Thorotrast en la perilinfa del Gp, su distribuciéon hacia el érgano de Corti
[107]. Este hecho defiende el posible desplazamiento de la sustancia inyectada
hacia la EM. El espacio perilinfatico esta delineado por una capa de células
mesoteliales, que forman uniones estrechas entre si, con el fin de evitar el flujo
intercelular. Glueckert et al., al analizar la posible influencia que la microanato-
mia coclear puede tener en el flujo de sustancias a través de las estructuras del
oido interno, concluyeron que esta capa de células mesoteliales es mas gruesa a
nivel de la membrana basilar, recibiendo el nombre de tympanic covering layer
(TCL) [7]. Sin embargo, y a pesar de su mayor grosor, se ha demostrado que no
existe un sellado completo entre las células que la componen, existiendo canales
que permiten el libre paso a través de la membrana basilar. Estas células tienen
la capacidad de secretar sustancias que actian como lubricantes y tienen alta
capacidad fagocitica, facilitando el transporte de fluidos y el “lavado” de la luz
de la ET. Ha sido igualmente demostrado que esta estructura es mas promi-
nente en regiones mas apicales de la coclea. Asi, si bien en la regién apical de
la céclea, la membrana basilar es mas ancha y delgada, la TCL es mas gruesa.
En la regién basal de la coclea seria a la inversa. Este hecho podria condicionar
la diferente farmacocinética de una sustancia en funcién de la localizacién de
la aplicacién de la misma.

Comunicacion con los espacios liquidos del modiolo.

En 2006, Rask-Andersen et al. demostraron la existencia de una libre comu-
nicacién entre el espacio perilinfatico y modiolar [23], que puede condicionar
el paso de sustancias entre una y otra region. Anos mas tarde se han descrito
unas cavidades, denominadas Stomata (3-12 pm), en las uniones entre las cé-
lulas mesoteliales, que permiten acceso directo desde la ET al drea del modiolo
y la rapida eliminacién de sustancias a través de ellos [7].

Comunicacién con otras estructuras y con los espacios liquidos de la cédpsula
oOtica.

El oido interno se considera limitado, a nivel vascular, fundamentalmente
por la existencia de dos barreras: la barrera hemato-perilinfatica y la barre-
ra hemato-estrial. Estas estructuras, a diferencia de la membrana de la VR,
compuesta por un total de tres capas celulares (capa externa epitelial, capa
de tejido conectivo y capa interna epitelial) [108], se cree que presentan mayor
limitacién al paso de sustancias. Este hecho supone una limitacién, no sélo en
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la entrada de sustancias a nivel del oido interno tras su administracion sisté-
mica, sino también en la salida de las mismas, tras su administracion directa
intratimpanica y/o intracoclear. En 2012, el grupo de trabajo de Salt corroboré
la gran influencia que las pérdidas sanguineas tienen a la hora de interpretar y
conocer los principios basicos de la farmacocinética coclear [80]. De esta forma,
y tras haber analizado a fondo la anatomia de la estructura coclear, centrando-
se en las comunicaciones de la ET con las regiones adyacentes y basandose en
estudios previos de otros autores, se concluyé que la vascularizacion del ganglio
espiral constituye el principal condicionante de los procesos de homeostasis de
la perilinfa, interviniendo por tanto en los procesos farmacocinéticos cocleares.

Por otro lado, los espacios liquidos de la capsula otica también juegan un
papel fundamental. Estudios previos han demostrado la existencia en la capsu-
la 6tica de un sistema lacuno-canalicular que permite el paso de determinadas
sustancias a través del mismo [109]. Si bien la cépsula 6tica es mas densa en
humanos que en animales de experimentacion, en 2009 Mikulec et al. demos-
traron en Gp que, al administrar una sustancia a nivel de la bulla timpénica,
ésta alcanzaba la perilinfa a través de los espacios existentes en la capsula 6tica,
distribuyéndose hasta el apex coclear [69]. La administracién a este nivel en el
Gp se considera equivalente a la administracion intratimpénica en humanos.
De esta forma, el paso de sustancias a través de la capsula 6tica también debe
ser considerada a la hora de interpretar la farmacocinética coclear, no sélo por
la posibilidad de los farmacos de alcanzar por esta via la perilinfa del oido
interno, sino también por las pérdidas de sustancia que se puedan producir a
través de la misma.

Igualmente, la existencia de la vena de la VR podria condicionar el mayor
o menor drenaje de sustancias aqui administradas, asi como su posible lesion

durante el fresado o la manipulacién de la zona en el proceso de colocacién de
un IC [29].

1.2.1.1.4. Metabolismo

El metabolismo de una determinada sustancia ha demostrado desempenar un impor-
tante papel en la distribucién y posterior actuacion del farmaco administrado. Dado que
hasta el momento no se ha demostrado la existencia de un transporte activo de sustan-
cias entre las distintas estructuras del oido [66], el transporte a este nivel es considerado
fundamentalmente pasivo, por lo que las caracteristicas estructurales de las membranas
bioldgicas, asi como las de la propia sustancia, van a tener una gran repercusion en la
farmacocinética coclear. De esta forma, y siendo entendido este proceso como la biocon-
version o transformacién quimica de la sustancia, se seleccionard una u otra formulacién
farmacologica en funcién del objetivo que se pretenda conseguir con una determinada
terapia. Asi, centrandonos en la sustancia a liberar, cabe resaltar distintos conceptos que
a continuaciéon se detallan.
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1.2.1.1.4.1. Caracteristicas de la sustancia inyectada. En 2015, el grupo de
trabajo de Salt demostrd que cualquier farmaco, inyectado a nivel del oido interno, pre-
senta caracteristicas y efectos distintos, principalmente en funcién de su flujo de entrada
a través de la VR, su distribucién a lo largo de la ET, la influencia de la entrada de LCR
a través del AC, asi como las posibles pérdidas, bien hacia compartimentos adyacentes
(como el LE o el érgano de Corti), bien hacia la sangre a través de la vascularizacion de los
tejidos circundantes [103]. De esta forma, y analizando los hallazgos evidenciados hasta
la fecha, Plonkte y Salt, afios mas tarde, establecieron los principales puntos a tener en
cuenta a la hora de profundizar en el estudio de la farmacocinética coclear, con la admi-
nistracién local de farmacos a nivel del oido interno [66]. La eleccién, posologia, tiempo y
velocidad de administracion del farmaco, asi como la estrategia de liberacion y la eleccion
de una correcta via de administracion constituirian los principales conceptos destacables
que deberian ser estudiados a la hora de analizar el posible beneficio de una determinada
terapia, asi como los posibles obstaculos que podrian surgir durante la aplicaciéon de la
misma.

Si bien la permeabilidad vascular, el flujo sanguineo o su capacidad de uniéon a tejidos
o proteinas plasmaticas intervienen en el proceso de distribucién de una sustancia [66],
los dos factores fundamentales que condicionan la facil difusiéon del farmaco a través de
una barrera natural, como puede ser la barrera hematoencefdlica y la intestinal, viene
condicionada por la polaridad y la lipofilicidad de la sustancia a estudio, siendo el tamano
de la misma otro factor a tener en cuenta (a mayor tamafio del soluto empleado, menor
difusiéon del mismo) [110]. De esta forma, se ha demostrado que aquellas moléculas pe-
quenas, lipofilicas y con pocos grupos polares son aquellas capaces de atravesar barreras
membranosas biologicas con mayor facilidad [111].

Uno de los grupos de farmacos mas empleados en la actualidad para el tratamiento
de las patologias auditivas son los corticoides. Sin embargo, si bien se conoce que su ad-
ministracién a nivel sistémico cuenta con un metabolismo rapido y eficaz, la obtencién
de estos mismos beneficios para el tratamiento de las patologias auditivas y su correcta
administracion y distribucién a nivel del oido requiere unas consideraciones especiales. En
2020, Salt y Plontke llevaron a cabo un estudio en el que remarcaron la importancia de
establecer una correcta nomenclatura en el uso de corticoides para el tratamiento local
de las patologias auditivas, en funcién de la féormula farmacolégica especifica empleada.
Tal y como este grupo de trabajo afirma:“Pequenos cambios en la molécula farmacolé-
gica pueden conllevar enormes diferencias en las propiedades fisicas, que influencian la
farmacocinética, indudablemente afectando a la eficacia de la sustancia al ser aplicada
al oido” [111]. Asi, la correcta descripcion y eleccion de la sustancia ofreceria y permiti-
ria corroborar sus propiedades de difusién concretas y la mayor o menor retenciéon de la
misma en el area de administracién. En general, estas formas farmacologicas a las que se
hace referencia son conocidas como pro-farmacos. Se tratan de formas inactivas que, en
el organismo, y gracias a la existencia de diversos encimas capaces de metabolizar estos
componentes, se convertirian en sus formas activas. Un ejemplo a destacar seria el uso de
dexametasona-fosfato. Este compuesto presenta mayor peso molecular y es menos lipo-
soluble por ser mas polar que la dexametasona aislada, por lo que atraviesa las barreras
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mas lento y permanece durante més tiempo en la zona inyectada. Cuando alcanza su
forma activa (pierde el fosfato), se vuelve menos polar y, por tanto, atraviesa mas rapido
las barreras bioldgicas. Aplicando estos conceptos a la liberacion a nivel del oido, cabe
destacar que la administracion de una sustancia a nivel del oido medio no presentara los
mismos resultados que la administracion directa a nivel del oido interno. Asi, siguiendo
con el ejemplo de la dexametasona-fosfato, al ser aplicada a nivel intratimpéanico, y dadas
sus caracteristicas farmacocinéticas previamente expuestas, atraviesa muy lentamente la
VR (el grupo fosfato le confiere mayor polaridad, siendo menos liposoluble), por lo que
entra muy poca cantidad de farmaco a la ET. Ademads, una vez se encuentra en la ET,
se convierte, gracias a la fosfatasa, en su forma activa: menos polar y de menor peso
molecular, atravesando mas facilmente las barreras y, por tanto, eliminandose con mayor
facilidad de la perilinfa de la ET. Estos hechos hacen que la administracion intratimpéa-
nica de dexametasona-fosfato no sea muy 1util, pues la cantidad que alcanza la coclea es
pequena y no llega a las regiones mas apicales, por su rapida eliminacién. En cambio, la
aplicacion directa de la dexametasona-fosfato a nivel del oido interno, es decir, la apli-
cacion intracoclear, permite la administracion de una mayor concentraciéon, con menor
variabilidad y una distribucién mas uniforme a lo largo de la ET [66].

Estos hallazgos son fundamentales a la hora de establecer la posologia de una deter-
minada sustancia, pues la dosis a emplear variara en funcién de la velocidad a la que ésta
sea capaz de atravesar las membranas y, sobre todo, en funcién de su solubilidad y, por
tanto, su capacidad de eliminacién, controlando asi la posible toxicidad que su “retencién”
durante un largo periodo de tiempo podria generar.

1.2.1.1.5. Eliminaciéon

En el organismo, la eliminacién de una sustancia a nivel sistémico consiste en su ex-
pulsién por via renal, pulmonar y/o biliar. En el oido, este proceso tiene lugar a distintos
niveles. Salt afirma que las posibles pérdidas de sustancia constituyen el factor que mayor
influencia tiene sobre su distribucién y retencién en el ambito de la farmacocinética co-
clear [45]. A mayor cantidad de pérdidas, menor concentracion de farmaco serd capaz de
alcanzar el area deseada. Asi, estas pérdidas a nivel del oido interno, ya sea por ejemplo
a través de la vascularizacion, del AC o del oido medio (en caso de incorrecto sellado de
la VR), si bien son dificiles de cuantificar, deben ser analizadas en detalle a la hora de
valorar la repercusiéon farmacocinética de una determinada sustancia [66].

Dada la mayor facilidad para liberar farmaco a nivel del oido medio en relaciéon con el
oido interno, diversos estudios se llevaron a cabo tratando de investigar alguna sustancia
que favoreciera la retencién de los farmacos administrados a nivel del oido medio, con
el fin de facilitar una menor eliminacion, gracias a un mayor tiempo de permanencia de
la sustancia en cuestién. Péptidos de penetracién celular, menores de 30 aminoacidos,
acido hialurénico o microesferas de acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA), son algunos
de los medios empleados que, sin causar danos a nivel auditivo, favorecen la mas lenta
eliminacién (alcanzando hasta 30 dias de permanencia) de las sustancias a nivel del oido
medio y, por tanto, su mayor distribucién hacia el oido interno [112, 113, 114, 115]. Estos
hallazgos, entre otros, han sido recogidos en revisiones bibliograficas recientes [62]. Sin
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embargo, el empleo de otras sustancias, como hidrogeles termosensitivos que gracias a su
alta viscosidad disminuyen la eliminacion a través de la trompa de Eustaquio, se ha visto
que puede conllevar alteraciones de la capacidad auditiva en el Gp [116]. Se analizé igual-
mente la repercusion de la introduccion de estas nanoparticulas, aplicadas generalmente
a nivel del oido medio, en el oido interno a través de un campo electromagnético externo,
con resultados satisfactorios en animales en la repercusion de la ototoxicidad generada por
cisplatino [117]. Incluso, y tal y como se describe previamente, se estudio la posibilidad de
depositar a nivel del oido medio dispositivos reabsorbibles que liberasen de forma activa y
progresiva una determinada sustancia, con el fin de conseguir una eliminacién mas lenta
de la misma [118].

Por otro lado, el anélisis de la farmacocinética coclear requiere de la toma de muestras
de los liquidos cocleares para la cuantificaciéon de la sustancia a estudio en las distintas
regiones del oido interno. Este procedimiento se puede considerar parte de la eliminacion
de la sustancia, pues condiciona una pérdida de la misma procedente de los liquidos del
oido interno.

1.2.1.2. Andlisis de resultados. Técnicas de toma de muestras

En los ultimos anos, diversos autores analizaron las posibles localizaciones donde po-
dria llevarse a cabo esta recogida de muestras, buscando alterar lo minimo posible las
estructuras del oido interno, de forma que los resultados farmacologicos obtenidos fueran
lo méas exactos posibles, en relaciéon a las condiciones fisiologicas de una coclea inalterada.
Asi, la Tabla 1.4 recoge las principales posibilidades hasta el momento estudiadas, a la
hora de llevar a cabo la toma de muestras de perilinfa, cuando la administracién se realiza
a través de la VR o de la espira basal de la coclea.

1.2.2. Experiencia en la liberaciéon de farmacos para el trata-
miento de diferentes entidades clinicas en humanos

Si bien muy pocos farmacos han sido empleados en el ser humano a nivel local para el
tratamiento de patologias auditivas, Borenstein recoge las principales patologias para las
que podria ser mas beneficioso el tratamiento local, a nivel del oido interno, basandose,
entre otras cosas, en la incidencia y prevalencia en la poblacién general, asi como el
espectro de tratamiento existente hasta la fecha [82]. Asi, los criterios de eleccién de
dichas patologias quedan resumidos a continuacion:

A. Patologias que afectan a un nimero considerable de la poblacién general, como son
la pérdida de audicién neurosensorial, incluyendo aquellas inducidas por el ruido y
por la edad, especialmente las de mayor repercusion en la edad pediatrica, como la
pérdida de audicién inducida por ototoxicidad farmacolégica (proteccion frente al
tratamiento con cisplatino), asi como la enfermedad de Meniere, los actfenos o la
ototoxicidad asociada a radioterapia (especialmente en canceres de cabeza y cuello).

B. Patologias que requieren tratamiento inmediato y a altas dosis, como es el caso de
la sordera subita, y/o continuado, como los trastornos autoinmunitarios del oido

30



1. Introduccion

Tabla 1.4: Principales hallazgos en la toma de muestras de perilinfa, en funcién de su

localizacién a nivel del oido interno.

Lugar de toma Ventajas Inconvenientes Literatura previa
Espira basal Fécil acceso. Contaminacion
por LCR [62].
CSH Facil acceso. Dificultad para establecer Se demostro
[119] la procedencia exacta de distribucion de la
las muestras obtenidas. sustancia a nivel del
vestibulo, EV, ET,
y LCR.
Menor
contaminacion
por LCR.
Apex coclear Menor Se demostro la
[102][120][121]  contaminacién existencia de un flujo en
por LCR. direccién apical,

favorecido por la entrada
de LCR a través del AC.

La sucesiva toma de
muestras, representa
una determinada regién
dentro de la ET, desde
mas apical a mas basal.

CSH: canal semicircular horizontal; LCR: liquido cefaloraquideo; AC: acueducto coclear;
EV: escala vestibular; ET: escala timpanica.

interno, dadas las fluctuaciones que esta entidad puede presentar.
C. Como alternativa a un tratamiento quirtirgico que suponga grandes secuelas a nivel
de este 6rgano sensorial: neurinoma del VIII par craneal.

Sin embargo, a dia de hoy estos tratamientos ain son limitados, siendo los mas em-
pleados en el momento actual los aminoglucésidos y los glucocorticoides, y teniendo la
mayor experiencia en las patologias que a continuacion se recogen brevemente.

1.2.2.1. Enfermedad de Meniere

La enfermedad de Meniere es una patologia caracterizada por la combinacién de epi-
sodios de vértigo giratorio recurrentes, de minutos-horas de duracién, fluctuaciones audi-
tivas, con progresiva hipoacusia neurosensorial y sensacion de plenitud ética, y actfenos.
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Esta patologia, asociada a la existencia de un hidrops endolinfatico, condicionado por
alteraciones de la regulacion de la endolinfa-perilinfa, e influenciado por factores internos
y externos, como cambios hormonales o de presiéon barométrica o estrés, y cuya etiologia y
fisiopatologia atin no es del todo conocida [122][123], condiciona en gran medida la calidad
de vida de los pacientes. Por esta razén y dado su cardcter progresivo, diversos tratamien-
tos han sido estudiados y empleados a lo largo de la historia, con el objetivo de conseguir
un adecuado control de la enfermedad, sin existir en el momento actual una terapia con-
siderada curativa. Desde dietas bajas en sodio, cafeina, alcohol o teina, o farmacos como
diuréticos, betahistina, benzodiacepinas o corticoides, hasta técnicas quirirgicas como la
descompresion del saco endolinfatico, laberintectomias o seccion del nervio vestibular, han
sido empleados a lo largo de la historia [123][124]. En ocasiones, la enfermedad llega a ser
incapacitante, especialmente debido a los episodios de vértigo intenso recurrente. En es-
tos casos, la administracion intratimpéanica de aminoglucésidos, considerada como terapia
ablativa dado su cardcter ototoxico, consigue una abolicion parcial o completa de la fun-
cionalidad del laberinto ipsilateral, con sus consecuentes repercusiones en la estabilidad
del paciente.

El éxito del tratamiento de la enfermedad de Meniere con antibiéticos ototoxicos por
via intratimpdnica fue por primera vez descrito en 1956 [125]. Sin embargo, es conocido
que la toxicidad de estos tratamientos puede afectar gravemente a los niveles auditivos
del paciente. Por esta razén, desde entonces numerosos estudios han ido dirigidos a la
busqueda de nuevos farmacos administrados a nivel local, con el fin de obtener beneficios
en el tratamiento de esta patologia, sin las repercusiones previamente descritas. Asi, y dado
el cardcter inmunomediado de la enfermedad que algunos autores describen [124][126], los
corticoides se han convertido actualmente en uno de los pilares del tratamiento. En 2017,
Patel llevd a cabo una revision bibliografica en la que quedan patentes los beneficios
del tratamiento de la enfermedad de Meniere con corticoide intratimpénico, con escasos
efectos secundarios [127].

Sin embargo, y a pesar de la evolucion favorable que el paciente presenta a la admi-
nistracion de corticoide por via intratimpanica, el cardcter recurrente y progresivo de la
enfermedad de Meniere hace en muchas ocasiones necesario llevar a cabo varias instila-
ciones a lo largo de los anos. Ademas, y a pesar de haber seguido distintos protocolos de
administracion de corticoide por via intratimpanica en la enfermedad de Meniere, estudios
recientes llegaron a la misma conclusién: a mayor concentracion de corticoide que alcanza
el oido interno, mayor control de la sintomatologia vertiginosa [124]. Por esta razén, la
posibilidad de administrar corticoide a través de una bomba incorporada a un dispositivo
de liberacion directa a nivel intracoclear permitiria, entre otros beneficios, administracio-
nes repetidas con mayor control de la dosis y menores dafios a las estructuras auditivas,
como es el caso de la membrana timpéanica, en funcién de las fluctuaciones presentadas
por el paciente y la evolucién de su enfermedad.
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1.2.2.2. Sordera subita

La sordera subita es considerada como una de las patologias mas frecuentes en el 4m-
bito de las urgencias otorrinolaringolégicas. Se caracteriza por una pérdida de audicién
rapida (> 30 dB en tres frecuencias consecutivas), en un corto periodo de tiempo (< 72
horas) [128]. Dado que en la mayoria de los casos (aproximadamente 70 %) esta patolo-
gia es considerada idiopatica, pudiendo identificarse la causa subyacente en tinicamente
un 10-12% de los casos, y que aproximadamente entre un 32-65 % de los casos los pa-
cientes se recuperan espontdneamente [129, 130, 131], se han estudiado y administrado
diversos tratamientos a lo largo de la historia, sin resultados concluyentes. Sin embargo,
los corticoides siguen siendo, a dia de hoy, el tratamiento més utilizado [132]. La via de
administraciéon mas eficaz aiin no esta clara. Si bien en la mayoria de los casos los corti-
coides son administrados por via oral, este tipo de liberacién requiere altas dosis, con sus
consecuentes posibles efectos secundarios, y no siempre se consigue la recuperacion de los
niveles de audicién. Asi, se valoré la posibilidad de administrar el tratamiento corticoi-
deo por via intratimpénica, en lugar de por via oral o bien en combinacién con ella, sin
alcanzar diferencias significativas entre la mejoria con una u otra via de administracion
[133, 134, 135]. Sin embargo, algunos autores han demostrado los mayores beneficios en
la recuperacion de la audicién en las sorderas stuibitas con la administracion de corticoides
por via intratimpdnica a altas dosis [132][136], llegando incluso a ser considerada esta via
de administracién de corticoides como el tratamiento primario de elecciéon en la sordera
stbita [137][138]. Dados estos hallazgos, se estima que la administracién directa a nivel
intracoclear de corticoides supondria una mayor efectividad, pudiendo administrar mayo-
res dosis, sin producir los efectos secundarios que la administracién sistémica a altas dosis
puede conllevar.

1.2.2.3. Trastornos inmunomediados del oido interno

Los trastornos inmunomediados del oido interno fueron descritos por primera vez en
1979 [139]. Se tratan de entidades poco frecuentes, en cuyo diagndstico participa la sos-
pecha clinica, junto con una adecuada respuesta a la terapia inmunosupresiva, siendo
aun a dia de hoy el corticoide a altas dosis la primera linea de tratamiento a emplear. La
hipoacusia neurosensorial bilateral progresiva es el sintoma predominante, pudiendo igual-
mente acompanarse de sintomatologia vestibular. El inicio precoz del tratamiento resulta
fundamental para tratar de controlar la progresion de la enfermedad, con las consecuentes
secuelas irreversibles que pudieran desencadenarse. En 2009, Buniel et al., llevaron a cabo
una revision de la terapia inmunosupresiva en la enfermedad autoinmune del oido interno,
analizando los resultados obtenidos con distintos farmacos administrados por via sisté-
mica e intratimpanica, la mayoria en animales de experimentacion, concluyendo que la
terapia corticoidea por via sistémica sigue siendo la principal recomendacion [140], a pesar
de la limitaciéon existente dada la necesidad de extrapolar la mayoria de los resultados
obtenidos al ser humano.

Asi, si bien el tratamiento por via sistémica seria ventajoso en aquellas patologias
inmunomediadas del oido interno que asocien enfermedad a nivel sistémico, la afectacion
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exclusiva del sistema auditivo y/o vestibular requeriria igualmente de altas dosis de far-
maco, sin poderse alcanzar altas concentraciones a nivel del oido interno. La posibilidad
de administrar el tratamiento directamente al oido interno permitiria no sélo disminuir los
efectos secundarios sistémicos derivados de este tratamiento inmunosupresivo, sino tam-
bién la posibilidad de administrar dosis méas precisas, con mejores resultados posteriores,
asi como la posibilidad de llevar a cabo variaciones en las dosis administradas en funcién
de las posibles fluctuaciones de la enfermedad con el paso de los anos.

1.2.2.4. Acufenos

Los acufenos se describen habitualmente como aquella sensacion de sonido, ya sea
“zumbido” o “pitido”, que un determinado individuo percibe en ausencia de cualquier
sonido externo, condicionando, en ocasiones, la calidad de vida del paciente. A dia de hoy,
su prevalencia ronda el 15 % de la poblacién adulta [141]. Pueden clasificarse en subjetivos
u objetivos, en funcion de si ese sonido es producido o no por alguna estructura anatémi-
ca. De esta forma, una vez descartado que se trate de un actfeno objetivo, como pueden
ser espasmos de la musculatura del oido medio, pues su tratamiento seria el propio de
la etiologia de base, se debe incidir sobre la mejoria de la calidad de vida del paciente.
Si bien no todos los actfenos presentan un origen auditivo, un gran ntimero de ellos se
considera asociado a pérdidas de audicién, siendo algo mas del 50 % descrito por el pa-
ciente como un ruido procedente del oido [142]. Por otro lado, y dado el componente de
ansiedad o depresiéon que suele acompanar a los acufenos, se recomienda un tratamiento
multidisciplinar, incluyendo audifono, terapia de adaptaciéon al actifeno o de relajaciéon, o
tratamientos farmacologicos para favorecer el adecuado descanso nocturno. En 2017 Ma-
kar et al. llevaron a cabo una revision bibliografica con el fin de analizar las estrategias de
tratamiento no farmacoldgico de los actfenos [143]. Sin embargo, aquellos pacientes cuya
calidad de vida se ve condicionada por esta patologia (desarrollando ansiedad, depresién
o incluso ideacién suicida [141]) y/o no obtienen el suficiente beneficio con este tipo de
terapias, buscan de la mano de distintos especialistas, ya sea el otorrinolaringélogo, el
neurdlogo o el psiquiatra, algin farmaco o tratamiento quirirgico que pueda aliviarles.
A pesar de la prevalencia de esta patologia y de los esfuerzos llevados a cabo, a dia de
hoy atin no se conoce una terapia definitiva ni farmacos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) o por la European Medicines Agency (EMA) para su tratamiento
[144][142]. Diversos farmacos han sido estudiados a lo largo de los anos, desde modula-
dores de los canales de potasio o benzodiacepinas, hasta vasodilatadores o antipsicéticos
y antidepresivos. Si bien algunos resultados han sido prometedores, el tamafio muestral
sigue siendo limitado y su potencial beneficio atin no ha sido del todo demostrado [142].

Los primeros estudios del tratamiento intratimpanico de los actfenos datan de los
anos 40, con el empleo de morfina. Posteriormente, a lo largo de los anos, fueron desa-
rrollandose distintos estudios con diversos farmacos administrados a este nivel, como es
el caso de la lidocaina o la dexametasona [145]. Dado que en la actualidad se considera
como una de las principales explicaciones fisiopatologicas del actfeno la activacion exce-
siva a nivel de las sinapsis de las células ciliadas internas de los receptores de glutamato,
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subtipo de acido N-metil-D-aspartico (NMDA), los tltimos tratamientos intratimpanicos
estudiados para pacientes con acufenos van encaminados a actuar como antagonistas de
estos receptores NMDA, pudiendo destacar entre ellos farmacos como AM-101 o como
OTO-313. Los resultados prometedores presentados en ensayos clinicos controlados con
placebo promueven la continuacién de la investigacién en este d&mbito [146][147].

Asi, y si bien atiin se considera necesario llevar a cabo mas estudios sobre el tratamiento
de los aciifenos, se estima que aquellos actifenos subjetivos, con posible origen a nivel
auditivo, especialmente aquellos asociados a pérdida de audicion, podrian beneficiarse de
un tratamiento local, a nivel del oido interno, asociado a la colocacién de un IC. De esta
forma, se llevaria a cabo un abordaje combinado, consiguiendo una mejora en los niveles
auditivos junto con la abolicién del actfeno, y evitando los posibles efectos secundarios
que la administracion sistémica conlleva, asi como la necesidad de realizar instilaciones
intratimpéanicas repetidas que, en paciente portador de audifono, podrian aumentar la
posibilidad de infecciones o complicaciones derivadas.

Por otro lado, recientes estudios han demostrado el posible componente hereditario
relacionado con esta patologia, si bien las conclusiones ain son limitadas y requieren de
més profundizacién en su estudio [141]. El conocimiento de estas alteraciones genéticas,
con la posibilidad de realizar estudios genéticos bien de los actifenos como sintomatologia
aislada, bien de aquellos asociados a otras patologias como la migrana vestibular o la
enfermedad de Meniere, permitirian alcanzar un mas concreto diagnéstico de los mismos,
asi como desarrollar nuevos tratamientos con el objetivo de no solo paliarlos, sino de, en
un futuro, poder alcanzar un tratamiento curativo.
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1. Hipoétesis

Los beneficios ofrecidos a nivel auditivo en el tratamiento de la hipoacusia neuro-
sensorial severo-profunda con un dispositivo de IC, asi como los nuevos avances tanto
tecnolégicos como farmacoldgicos de los que la sociedad dispone actualmente, dirige la
medicina hacia el estudio de nuevas técnicas de tratamiento que permitan potenciar los
resultados obtenidos en las terapias orientadas a la resolucién de las distintas patologias
auditivas.

El beneficio demostrado con la liberacion de farmacos o el empleo de terapia génica
a nivel auditivo en la preservaciéon del buen estado coclear, asi como en la preservaciéon
de las frecuencias auditivas graves tras la administracion de dichas sustancias, supone un
importante avance en el tratamiento de la pérdida de audiciéon. Ademas, la administracién
local, directamente a través de una canula incorporada al dispositivo de IC, supondria
una liberaciéon mas estable y uniforme de farmaco, favoreciendo, por tanto, la accion
farmacologica de la sustancia, asi como la reduccion de los posibles efectos secundarios
desencadenados, en relacién con la administracién sistémica.

La existencia de un flujo coclear apical, dependiente de diversos factores, como la di-
fusion pasiva o la influencia de la entrada del LCR a través del AC, ha sido demostrada
previamente en roedores. La comparacion de estos resultados, junto con los aqui estudia-
dos, puede facilitar la interpretacién de los mismos, asi como la posibilidad de establecer
unas caracteristicas farmacocinéticas similares para las distintas especies dentro de los
mamiferos.

Por otro lado, y basandonos en la experiencia clinica, estimamos posible llevar a cabo
la toma de muestras en el apex de la coclea, con el objetivo de medir la concentracion
obtenida a este nivel, tras su administracién a nivel basal. Esto corroboraria la existencia
de un flujo apical, que permitiria el estudio de la distribuciéon de una sustancia, junto con
la perilinfa, a través de la coclea.

Dada la similitud filogenética del Mf con el ser humano, se propone este espécimen
como modelo animal experimental para llevar a cabo este estudio.

2.2. Enumeracién de las hipé6tesis especificas

Asi, las hipotesis especificas planteadas en este estudio se recogen a continuaciéon:

1. El Mf es un modelo experimental animal adecuado para el estudio de la farmacoci-
nética coclear, dada su proximidad filogenética con el ser humano.

2. El empleo de un dispositivo de IC asociado a una bomba de liberacién, permitiria
la administracién constante de una sustancia, manteniendo concentraciones estables
durante el periodo de administracion.

3. La toma de muestras a nivel del dpex coclear permitiria demostrar la existencia de
un flujo de sustancia a nivel intracoclear.

4. La administracion de una sustancia a nivel de la base de la coclea genera un flujo
en direccién apical.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo principal

El objetivo fundamental de este proyecto es establecer la dindmica de fluidos existente a
nivel coclear en el Mf, demostrando la existencia de un flujo en direccién apical, favorecido
por distintos factores intracocleares e igualmente condicionado por los mismos.

Ademas, se evaluara el espécimen Mf y la anatomia del mismo en relacion a la anatomia
de la coclea humana para asi poder extrapolar, con el menor error posible, los resultados
obtenidos de uno a otro.

2.3.2. Objetivos secundarios

De esta forma, se definen los siguientes objetivos secundarios:

1. Establecer las bases principales de la farmacocinética coclear del Mf, asi como los
posibles factores anatémicos y fisiolégicos que puedan influir no sélo en los resultados
obtenidos tras la liberacion de una determinada sustancia a nivel intracoclear, sino
también en su adecuada interpretacién.

2. Determinar la viabilidad del uso de un dispositivo de IC asociado a una canula de
liberacion para la administracién de sustancia a nivel de la espira basal de la céclea.

3. Comparar las concentraciones de Isotiocinato de fluoresceina, asociado a dextrano
(FITC-Dextran) obtenidas tras su administracién a nivel basal durante distintos
periodos de tiempo, por medio de la realizacién de una cocleostomia apical, con el
fin de establecer la existencia de un flujo de sustancia intracoclear.

4. Conocer la distribucion del FITC-Dextran a nivel intracoclear tras su administracion
en la espira basal de la céclea.
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3.1. Diseno del estudio

De acuerdo con lo establecido en las guias de buenas préacticas y calidad cientifica,
este proyecto ha recibido la aprobacién del comité de ética correspondiente al Ambito de
aplicacién, el Comité de Etica para la Experimentacién Animal (CEEA) de la Universidad
de Navarra: protocolo nimero 083/2018. Se trata de un estudio prospectivo, longitudinal,
experimental y comparativo entre un total de 15 especimenes que componen tres grupos,
distribuidos en funcién del tiempo de administracion intracoclear de sustancia.

La Figura 3.1 resume graficamente el diseno de este estudio.

Adaptacién Implante Obtencic?n muestras
o4m . coclear >, > Eutanasia
HL14 Andlisis
N=5
Adaptacion  |mplante Obtenci(?n muestras
24m . coclear o4, > Eutanasia
HL14 Analisis
N=5
Adaptacion  Implante Obtencic’?n muestras
o4m . coclear > Eutanasia
HL14 Analisis
N=5

Figura 3.1: Diseno del estudio. Se realiz6 un estudio prospectivo, longitudinal, experimental y comparativo
entre un total de 15 Mf. A su llegada al animalario, los animales fueron mantenidos en un periodo de
cuarentena sanitaria, que ademéas permitié su adaptacién a su nuevo hébitat. Se crearon 3 grupos (5 Mf
en cada uno), en funcién del tiempo de liberacién programado: 2 horas, 24 horas y 7 dias. En un primer
tiempo quirtrgico, se realizé la implantaciéon de un dispositivo preclinico, CI FElectrode Array HL14DD,
manufacturado por Cochlear Ltd., asociado a una bomba de liberacién cargada con FITC-Dextran. Una
vez finalizado el periodo de liberacién, en un segundo tiempo quiriirgico, se tomaron muestras de perilinfa
(10 muestras, de 1 pLi cada una) del dpex coclear y se analizaron inmediatamente después por medio de
un espectrofluorimetro. Tras la toma de muestras, se procedi6 a la eutanasia del animal.

En los 15 especimenes (Mf) se llevé a cabo un procedimiento quirirgico, con el fin de
colocar un IC dotado de una cédnula y una bomba de perfusion, sobre uno de los oidos.
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Este dispositivo fue cargado con FITC-Dextran (Fluorescent dextran, FW -4000, Sigma-
Aldrich, St. Louis USA) a una concentracién previamente establecida, y programado en
funcién del tipo de liberacion correspondiente a cada uno de los sujetos animales a estudio.

Los 15 especimenes fueron agrupados en tres grupos (Grupo 2 horas, Grupo 24 horas
y Grupo 7 dias), en funcién del tiempo de administracién de farmaco a nivel intracoclear.
De esta forma, los cinco primeros fueron intervenidos y sacrificados a las dos horas de
comenzar la liberacion del farmaco. A los cinco siguientes se les colocé el IC y el tiempo
de liberacion de farmaco se prolongd a 24 horas. Finalmente, los cinco restantes, fueron
sacrificados a los 7 dias de la colocacién del IC y, por tanto, del inicio de la liberacion del
farmaco a nivel intracoclear.

Tras la cirugia de colocacion del 1C, se realizé un estudio radiolégico mediante radio-
grafia simple (Rx), con el fin de asegurar el correcto posicionamiento del dispositivo, asi
como la ausencia de otras posibles alteraciones que pudieran condicionar, a posteriori, los
resultados obtenidos.

Previo al sacrificio, se intervinieron nuevamente los 15 especimenes, con el fin de ex-
poner el apex coclear y realizar la toma de muestras de perilinfa a dicho nivel. El analisis
de las muestras obtenidas se realizé en el Centro de Investigacion de Medicina Aplicada
(CIMA) de la Universidad de Navarra, inmediatamente después de su obtencién.

Tras el sacrificio del animal, el hueso temporal implantado de cada uno de ellos fue
extraido para su posterior andlisis histologico. Con los resultados aqui obtenidos, se realiz6
igualmente un andlisis comparativo para descartar posibles alteraciones que condicionasen
las diferencias de resultados obtenidos entre los distintos sujetos a estudio.

La interpretacion final de los resultados se realiz6 gracias a la comparacion de los tres
grupos a estudio, asi como a experiencias previas en otros animales de experimentacion.

3.2. Descripcion del animal de experimentacion

3.2.1. Generalidades

El Mf es una especie animal perteneciente a la familia Cercopithecidae (del subor-
den Arthropoidea) [148]. La anatomia coclear del Macaca, asi como su relacién anatomo-
fisioldgica con el ser humano, ha sido ampliamente estudiada a lo largo de los anos [12][50].
Si bien un mayor niimero de estudios han sido llevados a cabo en Macaca rhesus, este es-
pecimen pertenece igualmente a la familia Cercopithecidae, por lo que existe una cierta
similitud entre éste y el Mf que permite la extrapolacién de los resultados de uno a otro
[148][149]. Ademas, y dada su similitud y proximidad filogenética con el ser humano, per-
teneciente al mismo orden y suborden que éste y presentando frente a otros especimenes
animales, por tanto, una mayor proximidad filogenética con los humanos [52], constituye
un adecuado especimen para el estudio comparativo y su posible extrapolaciéon posterior
a la practica clinica, razon por la cual fue esta subespecie elegida para llevar a cabo este
estudio.
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3.2.2. Especimenes participantes en este estudio

Este trabajo se realizé en concordancia con un protocolo aprobado por el CEEA de
la Universidad de Navarra (expediente ntimero 083/18). De acuerdo con el Reglamento
de la Unién Europea (Normativa 86/609), los animales fueron importados, cuidados y
mantenidos en el animalario de la Universidad de Navarra, bajo la supervision de vete-
rinarios, especialistas en la materia, con experiencia en la anestesia y cuidados pre- y
post-quirtrgicos de esta especie animal.

Este estudio experimental se llevo a cabo en un total de 15 animales de la especie de
primates Mf, con las caracteristicas que a continuacion se recogen: 9 machos y de 6 hem-
bras, de entre tres y cuatro anos de edad, criados en cautiverio en granjas homologadas
del sudeste asiatico, con un peso de entre 1.850 y 3.550 kg. Tras su importacion desde
Asia a través de proveedores britanicos, fueron mantenidos en un periodo de cuarentena
sanitaria, que ademas permitié su adaptacién a su nuevo habitat. Al llegar a las instala-
ciones del Servicio de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Navarra (animalario
de Investigacién de la Universidad de Navarra), fueron sometidos a controles sanitarios
adicionales. Durante el periodo de estudio fueron alojados en jaulas individuales de acero
inoxidable de 120 x 75 x 100 cm. Se alimentaron con pienso especifico para primates (BK
Universal) y tuvieron acceso a agua, fruta fresca y frutos secos a voluntad. En todo mo-
mento permanecieron en condiciones controladas de iluminacion (luz artificial desde las
8:00 horas hasta las 20:00 horas), temperatura (22 £ 1 °C) y humedad ambiental (55 £
10 %). En las manipulaciones de los animales de experimentacién, el personal investigador
actud de acuerdo con las medidas de aislamiento respiratorio y de contacto recomendadas:
mascarilla, guantes, bata y calzas.

Para su adecuada clasificacion, cada uno de los especimenes fue denominado, siguiendo
una determinada nomenclatura. De esta forma, en primer lugar, se menciona el niimero de
especimen correspondiente, seguido del grupo de liberacién de farmaco al que pertenece.
Asi, el primer Macaca del Grupo 2 horas, se corresponde con Mf1-2h, el segundo con
Mf2-2h. .. y asi sucesivamente, hasta completar el total de sujetos animales a estudio. Lo
mismo sucederia con aquellos especimenes pertenecientes a los grupos de 24 horas y de 7

dfas (MfL1-24h, Mf2-24h. .. o MfL-7d, Mf2-7d...).

3.3. Dispositivo implantable y sustancia liberada a
nivel intracoclear

Los numerosos trabajos en experimentacién animal realizados hasta la fecha han per-
mitido llevar a cabo grandes avances en los dispositivos de liberacion local de sustancias
a nivel del oido. En 2011, el equipo de Shepherd llevé a cabo una investigacién preclinica
en un modelo experimental animal (gatos), centrada en la comparacién entre un nuevo
dispositivo de IC, CI Electrode Array HL14, de caracteristicas similares a los empleados
en la practica clinica en humanos, comparandolo con otros ya comercializados [150]. Por
otro lado, Salt et al. [84] llevaron a cabo un estudio en el que analizaron la farmacocinética
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coclear en el Gp, a través de la liberacion de FITC-Dextran por medio de un dispositivo
de IC asociado a una canula y a una bomba de liberacion, similar al aqui empleado, pero
compuesto Unicamente por un total de 8 electrodos. Los buenos resultados obtenidos en
estos dos estudios, es decir, tanto con el empleo de este nuevo dispositivo CI FElectrode
Array HL14, especialmente en relacién al minimo traumatismo generado durante su in-
sercién mas alld de la espira basal de la céclea [150], asi como el éxito en la liberacion de
sustancias a través de una canula asociada al IC [84], nos ha llevado a considerar como el
dispositivo més adecuado a emplear en este estudio aquel constituido a partir del conjunto
de las caracteristicas de ambos dispositivos, previamente expuestos.

De esta forma, y siendo manufacturado por la compania Cochlear Ltd. con fines de
investigacion, el dispositivo empleado en este estudio estaba compuesto de un total de
14 electrodos, con una longitud total de 11.5 mm, desde la regiéon mas basal de la guia
de electrodos hasta su porcion més distal, trazado sobre la longitud coclear total de uno
de los animales investigados en este estudio, segin la distribucién tonotépica del animal
establecida por Moody [151]. Este dispositivo, de corte seccional eliptico, presentaba una
disminucién progresiva de su calibre a lo largo de sus 11.5 mm de longitud en el segmento
intracoclear: la porciéon mas proximal mostraba unos didmetros de 0.5 y 0.35 mm, mientras
que la porcion mas distal presentaba unos didmetros de 0.35 y 0.25 mm. Por su parte,
la canula de liberacién utilizada, también de corte seccional eliptico, presentaba unos
didmetros de 0.35 y 0.25 mm, y se encontraba en el interior de la guia de electrodos
previamente descrita. Cabe remarcar que la punta de la canula, donde se produciria la
liberacion del FITC-Dextran, se encuentra a 4 mm de la VR.

Este dispositivo cuenta ademéas de una bomba de liberacién, asociada a la canula.
Dicha micro-bomba de infusién (iPRECIO SMP-200 ®, Tokyo, Japan) fue, previo a la
cirugia, cargada con una soluciéon de 10 mM FITC-Dextran (FW-4000, Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), preparada bajo condiciones estériles en MEM sin rojo fenol (Minimal
FEssential Medium, ref. 51200-038, Invitrogen, Paisley, UK).

La eleccién de FITC-Dextran, como sustancia a liberar en este trabajo, viene condicio-
nada por los estudios llevados a cabo por el grupo de trabajo de Salt [80]. La comparacién
de los resultados obtenidos tras la liberacion a nivel intracoclear de FITC-Dextran con
otras sustancias empleadas en estudios de experimentacién animal previos, como es el
TMPA o la fluoresceina sin combinar con dextrano, concluyeron que el FITC-Dextran
es eliminado mas lentamente de la perilinfa, lo que facilita la interpretaciéon de los re-
sultados obtenidos [103]. Ademaés, se demostré igualmente que esta sustancia no sélo no
produce dafnos a nivel de las estructuras del oido interno, sino que la fluoresceina podria
proporcionar incluso beneficios en la funcién coclear [80].

Por tanto, una vez preparada y siguiendo las indicaciones previamente expuestas, su
incorporacion a la bomba de liberacion se realizé empleando una jeringuilla de 1 mL, con
una canula de aguja 27 G. Dicha bomba fue rellenada con un volumen total aproximado
de 1175 uL. de FITC-Dextran. La canula de silicona por la que discurre el FITC-Dextran
fue recortada, previa incorporacién del acoplador de acero inoxidable (SS Coupler), hasta
obtener una longitud de 2.5 cm. Este tamano evité la formacién de posibles bucles que
pudieran condicionar la liberacién de la sustancia a lo largo del estudio. En todos los
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casos se llevé a cabo una comprobacion detallada del adecuado relleno de dicha bomba,
asi como de la ausencia de burbujas de aire en todo el conjunto del recorrido por el que
discurre el FITC-Dextran en el dispositivo a implantar. Igualmente se corroborod, previa
implantacion y activacion de la bomba, la adecuada colocacion del acoplador de acero
inoxidable empleado como nexo de unién entre la canula y la guia de electrodos del IC.
Por 1ltimo, la programaciéon de la liberacion de esta sustancia a nivel coclear se realizo,
previo a la implantacién del dispositivo, siguiendo un flujo y unos parametros establecidos
a través de un sistema informatico (iPRECIO software), a un flujo constante de 2 uL /h.

La Figura 3.2 muestra a continuacién informacién detallada de las distintas estructuras
que componen el dispositivo de IC empleado en este estudio.
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Figura 3.2: Sistema de dispositivo implantable y bomba de liberacién. El dispositivo utilizado en este
estudio consiste en una guia de electrodos de IC HL1/ (Cochlear Ltd.), compuesta por 14 electrodos, con
una longitud total de 11.5 mm y un didmetro maximo de 0.5 mm. Incluye una bomba, donde se introducira
el FITC-Dextran. Un tubo de silicona conecta esta bomba con un acoplador de acero inoxidable que se
une a la salida de la canula de la guia de electrodos. La cdnula incorporada sale a 4 mm del marcador
blanco, localizado a nivel basal. La profundidad alcanzada en caso de insercién completa corresponde a
11 mm, trazada sobre la longitud coclear total con la distribuciéon tonotépica del animal segin Moody
[151]. Imagen HL1/ DD. Electrode array, cortesia de la companfa Cochlear Ltd.
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3.4. Procedimiento anestésico

Siguiendo el protocolo de actuacion disenado expresamente para la realizacion de ex-
perimentos previos en esta especie animal [152], todos los animales fueron anestesiados,
bajo continua analgesia y monitorizacién. Durante las 12 horas previas a la realizacion del
procedimiento quirdrgico, el especimen intervenido se mantuvo en ayunas tanto de ali-
mentos liquidos, como de sélidos. Para su traslado al quiréfano experimental, los primates
fueron sometidos a inmovilizacion mecanica dentro de las jaulas del animalario donde se
alojaban, administrandoles posteriormente una inyeccién intramuscular que contenia la
medicacion preanestésica necesaria para conseguir una sedacion profunda del animal: 5
mg/kg de clorhidrato de ketamina, 0.5 mg/kg de midazolam y 0.1 mg/kg de sulfato de
atropina. Esta técnica permitié un adecuado y seguro manejo de los sujetos animales a
estudio, requiriendo tnicamente un periodo de aproximadamente 4 + 1.7 minutos, para
alcanzar la sedacion completa. Una vez realizado esto y bajo supervision con manteni-
miento éptimo de su respiracion espontanea y frecuencia cardiaca, fueron transportados
desde el animalario al quiréfano experimental, donde tendria lugar la intervencion.

Durante todo el procedimiento se mantuvo una perfusiéon de suero glucosalino, a razén
de 10 mL/kg/h, a través de un acceso venoso, previo rasurado de la extremidad inferior
del animal, a nivel de la vena safena, por medio de un Abbocath® (Abbot Laboratories,
Sligo, Irlanda) del n® 22. Con el fin de mantener una monitorizacién electrocardiografica
continua, el térax fue igualmente rasurado y los electrodos colocados sobre el mismo.
En todos los especimenes se empled para este registro el monitor Siemens Sirecust 916D
(Siemens Gmb, Heildelberg, Alemania).

En la mesa quirirgica, el animal fue posicionado en deciibito supino. Con el fin de
mantener una temperatura constante de 35-37 ©C, se dispuso en la superficie de la mesa
quirdrgica una manta eléctrica, cubierta por un colchén aislante, programada para man-
tener dicha temperatura. La broncoaspiracion salival fue evitada por medio del empleo
de una sonda de aspiracién, introducida por via transnasal, para retirada del contenido
gastrico. La intubacién endotraqueal se realizd, previa administracién de 1.5 mg/kg de
propofol intravenoso, a través de la cavidad oral y bajo vision laringoscopica (laringos-
copio McIntosh con pala recta n® 1) empleando un tubo pedidtrico, sin balén, del n® 3.
El tubo endotraqueal se introdujo alrededor de 2 cm en la luz traqueal con la ayuda de
una pinza de Magyll. La boca del animal fue externamente cerrada con esparadrapo y
a nivel de las cavidades oral y faringea se colocé gasa, con el fin de evitar las posibles
fugas. Una bolsa de ventilacion manual fue empleada en el periodo previo a la conexion
del tubo endotraqueal al respirador para mantener una adecuada asistencia del animal
en respiracién espontdnea. El respirador empleado, aparato Servo D.Siemens (Siemens
Gmb, Heildelberg, Alemania), fue ajustado para suprimir de manera refleja la respiracién
esponténea, proporcionando 20 ventilaciones/minuto, con un flujo de 1.2 L /minuto y un
volumen espiratorio de 65 mL. Ningin animal present6 dificultades de adaptacion al res-
pirador. Hasta este punto, desde la administracion de la primera dosis intramuscular en la
jaula del animal, el tiempo méaximo requerido no super6 aproximadamente los 15 minutos.
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Posteriormente y previo a la realizacion de la incisién retroauricular, se les adminis-
tro una dosis tnica intravenosa de 10 pug de fentanilo y se expuso el oido a intervenir,
posicionando la cabeza del animal girada 90° lateralmente.

Durante todo el procedimiento quirirgico, la anestesia se mantuvo mediante la admi-
nistracién de una mezcla de gases de oxigeno al 65% y de isofluorano al 2%, con una
relacién inspiracién/espiracion de 1/2. El animal se mantuvo de manera continua con
oxigeno al 65 %, isofluorano (2 a 3%) y una perfusién de fentanilo (4 a 6 ug/kg/h). Asi-
mismo, a todos los especimenes se les administré por via endovenosa 125 mg de ampicilina
y 20 mg de metilprednisolona durante la cirugia. Ni la profilaxis antibidtica ni los corti-
coides fueron administrados sistematicamente durante el postoperatorio ni el periodo de
seguimiento.

3.5. Procedimiento quirdrgico

Dada la importancia que tiene el procedimiento quirirgico para poder alcanzar los ob-
jetivos planteados y poder, en un futuro, extrapolar los resultados obtenidos a la practica
clinica, la técnica quirtrgica empleada es analoga a aquella utilizada en seres humanos y
cuenta con una amplia experiencia en trabajos previos [153][154]. Todos los pasos quirir-
gicos se llevaron a cabo siguiendo el protocolo establecido en Gp por el grupo de trabajo
de Salt [84], teniendo siempre en cuenta las diferencias anatémicas existentes entre esta
especie animal y el Mf.

El procedimiento quirturgico se llevo a cabo en dos tiempos, en cada uno de los quince
especimenes a estudio (Mf1-Mf15). El primero de estos tiempos, el procedimiento qui-
rargico de implantacion, tuvo por objetivo la colocacion del IC asociado a la bomba de
liberacion de FITC-Dextran. Por su parte, el segundo de los tiempos, el procedimiento
quirdrgico de toma de muestras, se realizo con el fin de obtener, para su posterior analisis,
las muestras de FITC-Dextran con perilinfa, procedentes de la ET, a través de la reali-
zacion de una cocleostomia a nivel apical, siguiendo en todo momento el procedimiento
descrito por el grupo de trabajo de Salt [121].

Todos los pasos que compusieron el procedimiento quirirgico fueron grabados en video
para la verificacién posterior de la técnica empleada y de los posibles fallos en la misma
que pudieran condicionar los resultados obtenidos.

3.5.1. Procedimiento quirargico de implantacién

El andlisis anatémico y las similitudes presentadas entre las estructuras que componen
el oido y la regién mastoidea del especimen animal aqui estudiado (Mf) y el ser humano,
permitieron llevar a cabo el procedimiento de insercién del dispositivo, siguiendo la técnica
empleada habitualmente en el ser humano para la colocacion de un IC [52]. Sin embargo,
como principales diferencias en la técnica quirtrgica con respecto a la colocaciéon de un
IC convencional en el humano, cabe destacar:

» El menor tamano de la mastoides en el Mf [50].
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= La orientacion en el plano axial de la escala basal de la céclea del especimen animal,
con respecto a la linea media en el plano sagital [155].

= La necesidad de completar el procedimiento quirtrgico con el objetivo de facilitar
la posterior toma de muestras a nivel apical.

Los pasos de los que se compuso el procedimiento quirtargico, previamente establecidos
y planificados para cada uno de los 15 especimenes participantes en el estudio, se detallan
a continuacion:

A. Abordaje quirtrgico:

El abordaje se realizo a través de una incision retroauricular, aproximadamente
a unos 2 cm del sulcus retroauricular, sin requerir una amplia extensién a nivel
superior. El plano muscular fue expuesto, permitiendo la clara identificacién de la
linea temporal, que divide el musculo temporal, superiormente, y la musculatura
cervical, inferiormente. Las referencias anatémicas mas relevantes en este primer
paso quirurgico se recogen a continuacién y son las mismas que se observan en
el humano, con minimas diferencias que no suponen grandes repercusiones en la
realizacion de la técnica quirirgica:

= A nivel superior: la linea temporal, correspondiente con la prolongacién de la
apdfisis cigomatica.

= A nivel inferior: la punta mastoidea, cuyo aspecto es mas achatado que en el
ser humano, y la porcién mas superior de la glandula parétida, que requiere
ser seccionada para alcanzar un correcto abordaje quirtrgico de la zona.

= A nivel anterior: el conducto auditivo externo (CAE).

= A nivel posterior: el seno lateral. Sobre esta estructura anatémica cabe remar-
car que carece de una referencia externa que permita su identificacién a este
nivel.

Una vez identificadas estas estructuras y por medio del desarrollo de un colgajo
musculocutaneo de forma triangular, con base a nivel mas anterior de la incisién, se
expuso la cortical mastoidea localizada en la region posterior del CAE. Igualmente
se expuso parte del hueso occipital, ampliando la diseccion hacia regiones posteriores
e inferiores de la incisién, bajo los planos musculares, con el fin de crear un receso
que donde tarde fue alojado el dispositivo implantado. De esta forma, el IC qued6
protegido por la musculatura cervical que lo recubre.

B. Mastoidectomia y timpanotomia posterior:

Tras la adecuada identificacion del CAE, se realizé una mastoidectomia cortical
simple bajo vision microscopica. Las primeras maniobras de fresado se realizaron
por debajo de la linea temporal, preservando en todo momento el tegmen timpant,
el seno sigmoide e, inicialmente, la pared posterior del CAE, y exponiendo progresi-
vamente las celdas mastoideas hasta alcanzar el antro mastoideo. La entrada en esta
ultima estructura anatémica nos permitio identificar la rama larga del yunque, asi
como el CSH, en la pared interna del antro mastoideo. Cabe remarcar que, en esta
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especie animal aqui estudiada, la capa 6sea que recubre el CSH presenta un menor
espesor, asi como una orientaciéon mas vertical, con respecto al ser humano. Con el
fin de conseguir una adecuada fijaciéon de los cables que componen el dispositivo a
implantar, se cre6 un tunel 6seo a nivel del angulo de Citelli, por lo que es muy
importante la preservacion de esta region anatomica.

Una vez identificada la rama larga del yunque, se comenzd a realizar la timpa-
notomia posterior, en la region comprendida entre el nervio cuerda del timpano y
el acueducto de Falopio, respetando en todo momento el nervio facial. Si bien, la
trayectoria del acueducto de Falopio en su segunda y tercera porcién sigue una tra-
yectoria similar a la del ser humano, lo que facilita su identificacién y preservacion,
se debe prestar especial atencién a esta tercera porcién, dénde se dispone en una
posicion algo mas inferomedial, con respecto al CSH. La timpanotomia posterior se
considerd correctamente realizada una vez pudieron ser adecuadamente identificados
a través de la misma la VR y el promontorio.

Una vez finalizada la timpanotomia posterior, se desarticularon el estribo y el
yunque, retirandose este tultimo huesecillo junto con el buttress. El martillo y la
membrana timpanica también fueron retirados. En este momento, las paredes pos-
terior y superior del CAE fueron igualmente fresadas, con el fin de facilitar el acceso
al apex y la consecuente toma de muestras de perilinfa, en la segunda etapa del pro-
cedimiento quirurgico de este estudio. La exposicién de la piel del CAE no supone
complicaciones resenables.

En este primer paso quirtrgico se procedié igualmente a la exposicion del dpex
coclear, lugar donde se realiz6 posteriormente la cocleostomia, con el fin de facilitar
la toma de muestras en un segundo tiempo. De esta forma, el sitio donde tendria
lugar la realizacién de la cocleostomia apical fue localizado entre el nervio de Ja-
cobson, el musculo del martillo y la arteria cardtida interna.

. Cocleostomia a través de la VR e implantacién del dispositivo:

Tras la adecuada identificacién de la VR y de la membrana que la recubre, se
llevé a cabo un fresado del borde superior del nicho de la ventana redonda, emplean-
do una fresa de diamante de 0.7 mm de didmetro. El objetivo fue el de conseguir
una vision completa de la membrana y una adecuada trayectoria de insercion, para
evitar danos sobre la misma. El polvo de hueso generado tras este procedimiento fue
retirado para impedir su posible entrada en la ET tras la apertura de la membrana
de la VR. Es igualmente importante remarcar la importancia de la adecuada identi-
ficaciéon y preservacion del estribo, pues cualquier alteracion en el mismo alteraria de
manera relevante la farmacocinética coclear, condicionando por tanto los resultados
obtenidos.

Previo a la apertura de la coclea a nivel basal y a la colocacién del dispositi-
vo, se verificd en los 15 especimenes implantados el correcto funcionamiento de la
bomba de liberacion de FITC-Dextran, previamente programada. Se comprobo en-
tonces la correcta permeabilidad del receso generado durante el abordaje quirirgico
inicial, a nivel occipital, introduciendo en dicha regién la bomba del dispositivo.
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Posteriormente, se realizo la incisiéon en la membrana de la VR por medio del bisel
de una aguja de tamano 27 G (0.40 x 0.35 mm) (Ref DN2735B, Terumo Corpora-
tion, Tokyo-Japan). Esta técnica permitié ajustar lo méximo posible el tamano de
esta incisién a la guia de electrodos del IC, favoreciendo la prevencion de fistulas
perilinfaticas. En todos los especimenes se llevd a cabo una inserciéon completa y
cuidadosa de la guia de electrodos HL 14, lo que se corresponderia con una longitud
de inserciéon de 11 mm. Una vez realizada la insercién, y con el fin de evitar las
posibles fistulas de liquido perilinfatico a nivel de la zona de insercién, se procedio
a realizar un sellado de la VR. Para ello, se empled fascia del misculo temporal (F)
del musculo temporal del propio Mf, obtenida durante el abordaje quirirgico; y/o
cianoacrilato (Permabond 101 ULTRA LOW wiscosit, Winchester, Reino Unido).

La insercion se realiz6 siguiendo los principios de cirugia minimamente traumética
en los 15 Mf implantados, verificando la ausencia de dafios a nivel de las estructuras
cocleares por medio del analisis histolégico posterior y siguiendo los parametros
establecidos en la clasificacion de Eshraghi [91].

Finalmente, y para asegurar la fijacion de las estructuras que componen el dispo-
sitivo, se realizé un tinel 6seo en la porcion posteroinferior de la mastoidectomia. A
través de €l se dispuso una sutura no reabsorbible, que quedaria fijada al acoplador
de acero inoxidable del dispositivo, evitando asi cualquier interferencia o repliegue
de los cables o la canula y manteniendo la adecuada posicién de los mismos sobre
la regién mastoidea. Esta fijacion sélo se llevo a cabo en los grupos de 24 horas y 7
dias. No se realizé en el Grupo 2 horas dado que los especimenes pertenecientes a
este grupo permanecieron anestesiados hasta su sacrificio.

D. Cierre del lecho quirirgico:

En el Grupo 24 horas y Grupo 7 dias, los planos musculares fueron suturados,
manteniendo el dispositivo implantado completamente inmévil y protegido bajo los
mismos. Se realizé una sutura firme del colgajo cutaneo, con el fin de evitar las
posibles lesiones generadas por el especimen animal durante el tiempo de liberacion
del farmaco.

En el Grupo 2 horas, no se requirio la realizacion del cierre del lecho quirtirgico,
sino que se mantuvo al animal anestesiado, con el campo quirturgico cubierto con un
pafio, asegurando siempre el mantenimiento de la esterilidad durante todo el proceso.

E. Verificaciéon radiologica:
Por tltimo, y previa desintubacién del animal, se realizé una radiografia craneal,
con el fin de asegurar la correcta profundidad de insercion de la guia de electrodos.

3.5.2. Procedimiento quiriurgico de toma de muestras

De igual manera que el procedimiento quirtirgico de implantacién, la correcta reali-
zacion de la toma de muestras a nivel apical requiere el cumplimiento riguroso de unos
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determinados pasos, siguiendo las pautas establecidas por el grupo de trabajo de Salt
[121]. En este punto es importante recordar que este segundo tiempo quirtrgico tuvo lu-
gar en distintos momentos con respecto al procedimiento de colocacion del IC, en funcion
del grupo al que perteneciera el especimen a estudio: Grupo 2 horas, Grupo 24 horas y
Grupo 7 dias.

A. Exposicion del material implantado:

74

En los especimenes pertenecientes al Grupo 24 horas y Grupo 7 dias, previo a
la reapertura de la incisién quirtrgica, se palpo la region occipital, verificando la
adecuada localizacién del dispositivo. Tras la retirada de los puntos de sutura a
nivel de la cicatriz retroauricular previa, se accedié a la region muscular a través
del plano subcutaneo y se comprob6 que todos los componentes del IC persistieran
correctamente protegidos bajo las capas musculares. Posteriormente se accedié a
través de la musculatura a la regiéon mastoidea, verificando en un primer momen-
to la adecuada localizacion y conexién de todas las estructuras que componen el
dispositivo implantado en el primer tiempo quirirgico, asi como la ausencia de plie-
gues de la canula de liberacion, que pudieran haber condicionado la administracion
intracoclear de farmaco, y la ausencia de migracion de la guia de electrodos hacia
el exterior de la coclea. Se retird el tejido fibroso formado sobre la zona, excepto
aquella region correspondiente a la zona de la VR, evitando cualquier desplaza-
miento accidental del dispositivo. Durante esta primera visualizacion, se comprobd
la presencia/ausencia de fugas de FITC-Dextran sobre la regién mastoidea y/o la
caja timpanica.

. Realizacién de la cocleostomia a nivel apical:

El proceso de exposicion de la region apical, previamente iniciado en el primer
tiempo quirtrgico, se complet6 estimando intraquirtrgicamente la localizacion de la
porcién mas apical de la ET, a nivel del helicotrema, correspondiente al area interés
para la realizacién de la cocleostomia. En la zona delimitada por estas estructu-
ras, se retiré el mucoperiostio, dejando expuesta la estructura ésea. Con una fresa
de 1.5 mm, a una velocidad por debajo de 4000 revoluciones por minuto (rpm), y
sin interrumpir el funcionamiento de la bomba de liberaciéon, se comenzé a reali-
zar la cocleostomia hasta alcanzar la tltima capa endostial, sin llegar a realizar la
apertura de la ET a este nivel, lo que puede ser verificado gracias a la ausencia
de salida de FITC-Dextran en la zona. El proceso de exposicion de la region
apical, previamente iniciado en el primer tiempo quirtrgico, se complet6 estimando
intraquirirgicamente la localizacion de la porciéon mas apical de la ET, a nivel del
helicotrema, correspondiente al area interés para la realizacion de la cocleostomia.

Con el fin de evitar la contaminacion y el exceso de humedad de la zona, y previo
a la apertura apical de la ET, se revisdé la hemostasia de los tejidos blandos y se
colocd una pieza de algodén impregnada en adrenalina sobre la zona, para reducir
la posibilidad de sangrados. La regién de la cocleostomia apical fue adecuadamente
secada, con ayuda de hemostetas, para favorecer los procedimientos que se detallan
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a continuacion. Una pequena cantidad de cianoacrilato se colocé sobre la zona. Para
ello, se empled una jeringa de 1 mL (BD Syringe, ref 309628), previamente fabricada
de forma manual. Dicha jeringa, coloquialmente denominada pulled plastic syringe,
se calent¢ al fuego, con el fin de fundir el plastico que la conforma, de manera que, a
medida que se procedi6 a alargar su extremo mas distal mientras atiin permanecia el
plastico caliente, se consiguié un didmetro cada vez menor de la misma (Figura 3.3).
Posteriormente, se comprob6 su permeabilidad una vez la jeringa se habia enfriado,
volviendo a su temperatura habitual. Este procedimiento permitié ganar precision a
la hora de aplicar el cianoacrilato en la regién deseada, sin afectar a las estructuras
adyacentes.

Figura 3.3: Pulled plastic syringe. Proceso de produccién de esta jeringa, con el fin de obtener un didmetro
minimo para la aplicacién precisa del cianoacrilato en las areas de interés.

Una vez aplicado el cianoacrilato y comprobado que esta sustancia estaba com-
pletamente seca, se dispuso la cubierta de silicona (Kwik-Cast World Precision Ins-
truments, Sarasota, FIL) alrededor de la misma. Previo a su colocacién, se mezclaron
los dos componentes que la conforman (la propia silicona, de color amarillo, y el en-
durecedor, de color azul) sobre un papel, con la ayuda de puntas dentales (dental
points) (Gutta-Percha Auxiliary Points; Dentsply maillefer; Ref. A 022L 000 004
00) hasta obtener una mezcla homogénea, de color verdoso (Figura 3.4).

Figura 3.4: Silicona (Kwik-Cast World Precision Instruments, Sarasota, FL). Mezcla de los componentes
sobre un papel, previo a su aplicacién a nivel del dpex coclear, que dard lugar a la creacion del silicon
cup, evitando la pérdida de FITC-Dextran-perilinfa durante la toma de muestras.
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Utilizando otra punta dental montada en este caso sobre un porta, esta silicona
se aplico alrededor del area impregnada en cianoacrilato, con el fin de crear una
capa hidrofébica que evitara las pérdidas de perilinfa durante el proceso toma de
muestras, una vez que la capsula Otica estuviera abierta. Al igual que en el paso
anterior, se dispuso también del tiempo necesario para asegurar un correcto secado
y fijacién de la silicona. Este proceso de aplicacion de silicona se repitio tantas veces
como fue necesario hasta conseguir crear un lecho circular que rodease toda el area
de la cocleostomia apical. Manteniendo el funcionamiento de la bomba de liberacion
y por medio de un instrumento angulado expresamente seleccionado para este fin,
pick angle (Storz 1/3 mm 30* House stapes pick N1705 80, Bausch and Lamb inc.)
(Figura 3.5) se retiré la fina capa dsea que aun cubria la regién de la cocleostomia
apical, accediendo entonces a la ET y evidenciando la salida de FITC-Dextran a
través de la misma (Figura 3.6).

Figura 3.5: Pick angle (Storz 1/8 mm 30* House stapes pick N1705 80, Bausch and Lamb inc.). Instru-
mento empleado para la apertura de la cocleostomia, a nivel apical, generando el menor dano posible
sobre la zona y la estructura coclear.
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Por medio del empleo de tubos capilares colocados sobre la regién de cocleostomia
apical (Blaubrand® Ref 708707. Wertheim, Germany) y bajo visiéon microscopica,
se obtuvieron de cada uno de los 15 especimenes a estudio un total de 10 muestras
consecutivas, de al menos 1 uLi de volumen cada una (Figura 3.7). En todos los casos
se contabiliz6 el tiempo total requerido para la toma de las 10 muestras, asi como
el tiempo entre cada una de ellas. La nomenclatura empleada para las muestras se
corresponde con M1 para la primera muestra de 1 uL. de perilinfa en la secuencia
de 10 muestras, M2 para la segunda muestra de 1 uLi de perilinfa en la secuencia de
10 muestras, y asi sucesivamente, hasta alcanzar M10, correspondiente a la tiltima
muestra de 1 plu de perilinfa en la secuencia de 10 muestras.

Inmediatamente después de la obtencién de cada una de las muestras, los capilares
fueron analizados bajo vision microscépica, con el fin de conocer el volumen exacto
obtenido de las mismas (Figura 3.8).

Cabe remarcar que cada uno de estos capilares contaba con 5 marcas senalizadas
en el exterior de los mismos, a una distancia entre si de 1.5 cm, correspondientes
cada una de ellas a 1 pL. de volumen (Figura 3.9).

Una vez anotados estos valores, las muestras fueron almacenadas en 10 tubos de
Eppendorf (Sartstedt AG Co. Numbrecht, Germany), de 0.5 mL, siendo guardados
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Figura 3.6: Apertura de la cocleostomia apical por medio del pick angle. Imagen correspondiente al
especimen Mf5-7d, tomada durante el segundo tiempo quirtrgico, previo a la toma de muestras. Se
evidencia dispositivo de IC, junto con canula de liberacién, asi como el silicon cup a nivel apical, con
salida de fluoresceina a través del orificio de cocleostomia.

Figura 3.7: Toma de muestras a nivel de la cocleostomia apical por medio de tubos capilares. Imagen
correspondiente al especimen Mf2-24h, obtenida durante el procedimiento de toma de muestras. silicon
cup en region apical, con obtencién de muestras de 1 uL. cada por medio de tubo capilares. Se evidencia
coloracién de la fluoresceina a través de los mismos.

éstos a su vez en una caja opaca, para su posterior traslado al laboratorio donde
tendria lugar su andlisis. Cada uno de estos tubos fue numerado del 1 al 10, co-
rrespondiéndose con la muestra obtenida, y habiéndolos rellenado previamente con
150 pL de buffer fosfato salino (PBS) con Azida (Ref. sc-296028; ChemCruz). Para
vaciar el capilar en el interior del tubo de Eppendorf, se utiliz6 una jeringa de 1 mL
(BD Syringe, ref 309628) rellena de aire que se introdujo a través de un adaptador
de silicona, conectado al tubo capilar correspondiente (Figuras 3.10 y 3.11).

Se realizo entonces una nueva comprobacion de los capilares, bajo visiéon mi-
croscopica, para asegurar la ausencia de FITC-Dextran remanente en el interior de
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Figura 3.8: Medicién de las muestras bajo control microscépico. Céalculo del volumen exacto de cada una
de las muestras obtenidas para cada especimen.

Figura 3.9: Tubos capilares. Marcas externas a una distancia de 1.5 mm, que corresponden cada una de
ellas a 1 pli de volumen.

e e
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Figura 3.10: Etiquetado de las muestras. Asignacién de los tubos capilares a la muestra correspondiente
de cada especimen.
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Figura 3.11: Almacenamiento de las muestras. Contenido de las muestras almacenado en tubos de Ep-
pendorf para su posterior traslado, en caja opaca, y andlisis con la ayuda de un espectrofluorimetro.

los mismos. En todo momento se evité la exposicion mantenida de las muestras
a la luz, para evitar cualquier tipo de alteracién en las propiedades de la fluoresceina.

C. Retirada del dispositivo implantado:

Una vez finalizada la toma de muestras se colocé una grapa o hemoclip sobre la
canula de liberacion de FITC-Dextran y se cortaron los cables, evitando cualquier
desplazamiento de los mismos a nivel intracoclear. Se retiré entonces la bomba de
liberacion, obteniendo el FITC-Dextran remanente de la misma, para posteriores
verificaciones de la cantidad de sustancia liberada durante todo el procedimiento.
Las estructuras implantadas a nivel intracoclear se mantuvieron en su posicién
original, con el fin de llevar a cabo el posterior analisis histolégico.

D. Verificacién radiologica:
Finalmente, se realiz6 a todos los especimenes una nueva Rx de la region craneal,
con el fin de asegurar el mantenimiento de la correcta profundidad de insercion de
la guia de electrodos.

3.6. Eutanasia y perfusion

A los animales se les aplicé la eutanasia siguiendo el protocolo establecido por el Comité
Etico de la Universidad de Navarra. Con este fin, se les administré por via intravenosa
200 mg/kg de pentobarbital s6dico, produciéndoles una sobredosis por barbituricos justo
antes del inicio del proceso de perfusion. Posteriormente, se realizé un lavado del arbol
vascular con solucién salina por via intracardiaca y una perfusiéon con paraformaldehido
para fijar los tejidos. El proceso de fijacion de tejidos se detalla a continuacién:

1. Lavado del drbol vascular con solucién salina isoténica (suero Ringer).
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2. Perfusién con solucién fria de paraformaldehido al 4% en tampén fosfato (0.1 M,
pH 7.4, a temperatura ambiente). La perfusién se realizé a una velocidad de 1 L/15
minutos hasta un total de 3 L.

3. Nueva perfusién con solucién de crioproteccion al 10 % (dimetil sulféxido (DMSO),
Glicerina en tampon fosfato 0.1M) a la misma velocidad hasta completar 1L.

3.7. Extraccion del hueso temporal y procesamiento
histolégico

Tras la eutanasia del animal, los huesos temporales implantados de cada uno de los
especimenes fueron extraidos para su posterior procesamiento histologico, siguiendo la
metodologia clasica utilizada en los laboratorios de hueso temporal [156]. Los huesos
extraidos fueron entonces deshidratados y embebidos en resina epéxica (EpoTek 301,
Epozy Technology, Inc. Billerica, MA, USA) [157]. Se aseguré el mantenimiento de la
guia de electrodos en su adecuada posicién y se realizaron sobre el bloque cortes seriados
cada 100 pum. Cada uno de estos cortes fue tenido con azul de toluidina y fotografiado
con un microscopio-esteroscopio (Leica ®S8AP) (aumentos: 1.25, 1.6, 2, 4, y 6.3), para el
posterior andlisis de los hallazgos histologicos.

A continuacion, se detallan los procedimientos llevados a cabo para la obtencién de
los cortes histologico de las cécleas implantadas:

1. Deshidratacién. En un contenedor de Nalgene® (Nalge Nunc International Corpo-
ration, Rochester, NY, USA) se colocé el hueso temporal, con la tapa puesta. Se
deshidraté progresivamente con soluciones crecientes de alcohol, segtin la siguiente
pauta: durante 24 horas, etanol 75 %, cambiando esta solucion cada 12 horas. Pa-
sadas las 24 horas, etanol 85 %, con cambio cada 12 horas. Este procedimiento se
repitié sucesivamente con etanol 95 % y etanol 100 %. A continuacion, se aplico ace-
tona 100 %, cambiando la solucién dos veces, por la mafiana y por la tarde. Durante
el proceso de deshidratacion, el hueso temporal se colocd en una mesa agitadora con
movimiento orbital.

2. Secado. Retirada de la acetona, previamente aplicada. El hueso temporal se dejo
secar al aire durante un tiempo de 15 minutos.

3. Preparacion de la resina epdxica. La mezcla de resina se prepar6 en una relacion 4:1
de parte A (reactivo) (EpoTek 301, Kit Part A. 301/1LB/A)y de parte B (EpoTek
301, Kit Part B. 301/1LB/B), respectivamente. Durante un minuto, esta mezcla
fue removida con una varilla en el sentido de las agujas del reloj. A continuacion,
durante otro minuto mas, la mezcla se removié en sentido anti-horario.

4. Inclusiéon. El hueso temporal se colocd nuevamente en el bote, siguiendo una orien-
tacion, a ser posible, perpendicular a la céclea. Se anadié la resina, previamente
preparada, hasta cubrir la totalidad del hueso y todo este conjunto (bote sin tapar,
hueso temporal y resina) se colocaron en la camara de vacio, cerrando posterior-
mente tanto la cdmara como la valvula. Con el objetivo de que la resina infiltrase
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la coclea completamente, se conect6 la bomba y se sometié a una presion negativa
de aproximadamente 25 mmHg, durante 15 minutos (Figura 3.12).

Figura 3.12: CAmara de vacio. Hueso temporal embebido en resina dentro de cdmara de vacio.

5. Curado o endurecimiento. La mezcla obtenida en el procedimiento anterior debe ser,
a continuacién, enfriada. Para ello, el bote con el hueso temporal fue introducido en
un recipiente mas grande y cubierto por agua, hasta sobrepasar el nivel del hueso con
la resina. Durante un tiempo aproximado de 24 horas, se colocé dentro del frigorifico
(6-8 °C) sobre la mesa agitadora. Pasado este tiempo, se sacé del frigorifico y se
dejo a temperatura ambiente durante un periodo de 3 horas. Finalmente, una vez
que la epoxi se hubiese endurecido, el bloque de hueso con resina se extrajo del bote
(Figura 3.13).

Figura 3.13: Curado o endurecimiento. El bloque de hueso con resina, colocado en contenedor de agua en
el frigorifico.
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6.

10.

11.

82

Orientacion. Para conseguir una adecuada orientacion del bloque, se tomé una Rx
de cada una de las piezas, en dos proyecciones. La primera, paralela al eje de la
coclea y la segunda, perpendicular a la misma.

Marcado. A partir de las referencias obtenidas en la Rx, se marcaron los limites de
la coclea, para obtener un cubo de 3x3 cm. El bloque se colocé entonces sobre un
negatoscopio portatil y, sobre éstos, la Rx a tamano real, superponiéndose, de modo
que fuera posible conocer la ubicacion de la coclea. Con un rotulador permanente
fino y una regla, se perfil6 sobre el bloque un cuadrado de 3x3 cm, que incluia la
estructura coclear en su interior.

Seccion. Para la obtencién del cubo de 3x3 cm de superficie, se empled una sierra
automatica (Labotom 3, Struers, Dinamarca), siguiendo el recorrido de las previa-
mente perfiladas lineas de corte. Con el objetivo de obtener un nuevo cubo mas
pequeno, cuya seccion fuera, en este caso, a la altura de la VR, repetimos de nuevo
el proceso de orientacion del bloque. Fue necesario realizar una nueva Rx, igualmente
en dos proyecciones: perpendicular y paralela a la céclea.

Nuevo marcado. Para poder obtener el corte justo a nivel de la VR y del limite
inferior de la espiral basal, se perfilaron nuevamente los cubos para su posterior
corte. El marcaje se realizo de forma similar, delimitando una linea vertical a nivel
de la VR y otra perpendicular a nivel del borde inferior de la espira basal (Figura
3.14).

Figura 3.14: Marcado del cubo.

Nueva seccién. Siguiendo las lineas que habiamos trazado, se corté nuevamente este
ultimo bloque con la sierra automaética.
Pulido. Una vez los moldes de la pulidora (Tegra pol-11, Struers, Dinamarca) fueron



3. Materiales y métodos

untados con silicona, el cubo de resina epdxica se colocéd en el molde y, el espacio
restante del mismo se rellené con resina. Este molde se introdujo nuevamente en la
camara de vacio con bomba de succién, a una presion similar (-25 mmHg), durante
3 minutos, y se dejoé posteriormente sobre la mesa durante 10 horas. Pasado este
tiempo, ya se habria endurecido, adoptando el tamano y forma adecuada para ajus-
tarlo a la pieza de la pulidora que permitiese fijar el cilindro y exponer el grosor
que interesaba pulir (habitualmente del orden de 100 pm). El cilindro de resina se
extrajo entonces del molde y la pieza se sujetdé manualmente, presionando sobre la
lija de la pulidora mientras ésta, a una velocidad de 200-250 rpm, fue perfilando el
cilindro. Una vez pulido el cubo y obtenido el grosor de interés, se colocé en una
tincién de azul de toluidina (Sigma-Aldrich Inc., Sant Louis, MO, USA) durante 10
minutos (Figuras 3.15 y 3.16).

Figura 3.15: Molde de silicona.

Figura 3.16: Pieza de pulidora.

12. Obtencién de imégenes. El cilindro obtenido en el procedimiento anterior se lavé con
agua para retirar el exceso de azul de toluidina y se colocé bajo el microscopio (Leica
®SS8AP). El programa en el que se procesaron las imagenes fue el Leica Application
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Suite (LAS. Version 4.0.0 [Build:877]. Copyright©2003-2011. Leica Microsystems
(Switzerland) Limited. Leica Microsystems CMS GmbH.. La obtencién del siguiente
corte se realizé colocando nuevamente el cilindro de resina en la pieza de la pulidora,
exponiendo 100 pum de grosor. A continuaciéon, nuevamente se pulio, se tifnd y se
fotografio, hasta obtener, sucesivamente, imagenes de toda la estructura coclear. El
hecho de ir puliendo progresivamente el bloque imposibilité la conservacion de las
muestras. Con este método se obtuvieron sucesivas imagenes de la pieza (Figura
3.17).

Figura 3.17: Microscopio asociado a cdmara digital. Almacenamiento de las imégenes histologicas obte-
nidas.

13. Medicién de profundidad. La profundidad de inserciéon de la guia de electrodos se
calcul6 sumando el grosor en milimetros de todas las secciones realizadas, desde la
VR hasta la punta de la guia.

3.8. Analisis de las muestras obtenidas

La concentracion de fluoresceina de cada una de las 10 de las muestras obtenidas fue
medida en todos los casos con un espectrofluorimetro (SpectraMax Gemini XS, Molecular
Devices, San Jose, CA, USA), utilizando los parametros que a continuacion se detallan:
485 nm (excitacion), 530 nm (emisién) y periodo de bloqueo automatico (Auto cutoff). La
curva de calibracion fue preparada para cada especimen, cubriendo un rango determinado
de concentraciones de FITC-Dextran (de 1 uM a 10 mM).

Dada la importancia que tiene el mantenimiento de la fluoresceina y con el fin de
evitar alterar sus propiedades y, por tanto, minimizar el riesgo de obtener alteraciones en
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los resultados obtenidos, el analisis de las muestras de perilinfa-FITC-Dextran fue llevado
a cabo, para cada especimen, en un tiempo inmediatamente posterior a su obtencién, no
superior a 30 minutos, manteniendo las muestras, durante todo el proceso, en ausencia
completa de luz. De esta forma, en ese mismo momento se elaboraron graficas preliminares
que permitieran no sélo una mejor y mas precisa recogida de los datos, sino también, en
un futuro, facilitar la comparacion de estos resultados tanto entre los propios especimenes
de un mismo grupo, como con los resultados obtenidos entre un grupo y otro.

Con los resultados obtenidos de cada uno de los especimenes, asi como del total de
las muestras de los 5 Mf pertenecientes a cada uno de los grupos a estudio (2 horas,
24 horas y 7 dias), se elaboraron unas graficas que permitirian conocer la tendencia de
distribucion del FITC-Dextran a lo largo de la estructura coclear y facilitarian la posterior
interpretacion y comparacion del conjunto de resultados obtenidos.

3.9. Analisis histolégico

El anélisis histolégico se realizd con los siguientes objetivos:

1. Evaluar la correcta localizacién de la guia de electrodos a nivel intracoclear.

2. Valorar la presencia/ausencia, a nivel de la VR, la ET y el vestibulo de cualquier
tipo de reaccién biologica, como puede ser fibrosis u osificacién, alrededor de la guia
de electrodos y de la canula, secundarias al proceso de insercién del 1C.

3. Valorar los posibles danos generados a las estructuras cocleares, prestando especial
atencion al LE, la stria vascularis, la 1dmina espiral y el AC.

4. Localizacion y medicion de la region correspondiente a la cocleostomia apical, asi
como la valoracién de posibles danos o alteraciones generadas en esta region.

La estructura coclear se analizé por medio de secciones transmodiolares, previo pulido
de los bloques, con una orientacién perpendicular al CAE, cada 100 um (Figura 3.18).

Para valorar el posible dafio causado durante el proceso de insercién del electrodo,
se utilizé la clasificacién Eshraghi [91]. Kennedy, en 1987 [158], remarca que el principal
dafio generado con esta técnica quirirgica se produce a nivel del LE, en la uniéon de la
primera y segunda mitad de la primera espira, la membrana basilar y la lamina espiral
6sea. De esta forma, Eshraghi [91] clasifica el dafio a nivel coclear, en una escala de 0 a
4, tal y como a continuacion se detalla en la Tabla 3.1.

En 2014, Marx et al. [159] dividieron la estructura coclear en cuatro cuadrantes. De
esta forma, y tomando como referencia estos trabajos, se aplicaron en este estudio dichos
hallazgos relacionando el trauma coclear con la localizacion intracoclear. Asi, esta division
permitio establecer una correlacién entre el lugar de la lesion, la localizacion de los elec-
trodos y el grado de insercion de la guia, en cada una de estas cuatro regiones delimitadas
(0-90°, 90-180°, 180-270° y 270-360°) (Figura 3.19). El trazado de dos lineas, A y B, da
lugar a la formacién de dichos cuadrantes: la linea A sigue una trayectoria a través del
modiolo y de la VR (identificada por el primero de los electrodos de la guia con la Rx) y
la linea B se dispone de forma perpendicular a la anterior, a través del modiolo.
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Figura 3.18: Plano de seccién transmodiolar. Imagen tridimensional que muestra el plano de seccién
transmodiolar empleado en los cortes para su estudio histolégico.

Tabla 3.1: Clasificacion de Eshraghi. Grados de lesién intracoclear segtun la clasificacion
de Eshraghi [91].

Grado Lesion
0 No trauma visible
1 Elevacién de la membrana basilar
2 Ruptura de la membrana basilar
3 Electrodo en la escala vestibular
4 Trauma severo: fractura Oseas de la la-

miina espiral o el modiolo o ruptura de
la stria vascularis

Por otro lado, a partir de los cortes histoldgicos se valoré también la presencia de
hidrops en la EM, en relacién con la colocacion del dispositivo de IC, asi como con los
posibles danos generados en la estructura coclear, segtn la clasificacion de Eshraghi [91].
La valoracion del hidrops a nivel histologico fue descrita por distintos autores, basandose
tanto en el grado de distension de la membrana de Reissner como en su densidad celular,
habiéndose descrito incluso distintos grados de hidrops, en funcién de la distension de la
misma: leve, en casos de distensién y abultamiento; moderado, en aquellos casos en los
que la membrana llegaba a contactar con la pared 6sea de la EV; y severa, en aquellos
casos en los que también se visualizaba en contacto con la region mas medial de la EV
[160][161]. De esta forma, a dia de hoy, se puede considerar que, a nivel histologico el
hidrops endolinfatico queda representado principalmente por la evidencia de dilatacion
de la EM de la coclea, con desplazamiento de la membrana de Reissner, asociado o no
dilatacion sacular y/o utricular [162][163][164].
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180-270°

Figura 3.19: Divisién de la estructura coclear en cuatro cuadrantes. Imagen que muestra los cuatro
cuadrantes en los que se dividi6 la coclea. Abreviaturas: electrodo 1 (el); electrodo 14 (el4).

Asi, en este estudio, la presencia de hidrops endolinfatico en la EM se determind
por medio de la valoracion subjetiva del abombamiento y la distensiéon de la membrana
de Reissner, basandonos en la observacién de los cortes histolégicos de cada uno de los
especimenes participantes del estudio.

3.10. Estimacion de los volumenes intracocleares del
Macaca fascicularis

Teniendo en cuenta la importancia que tiene conocer el tamano y el volumen del oido
interno a la hora de estudiar la farmacocinética coclear, y dada la diferencia existente en
funcién del especimen a estudio, se utilizaron los valores previamente calculados por el
grupo de trabajo de Salt en el ser humano, el Mfy el Gp [51], para la interpretacion de los
resultados obtenidos en este estudio. La Figura 1.1 muestra una representacion a escala
de las dimensiones de la estructura coclear en el ser humano, el Mf y el Gp.

Por su parte, la Tabla 3.2 resume los principales valores correspondientes a las dimen-
siones de las distintas estructuras del oido interno, relevantes en este estudio [51].
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Tabla 3.2: Dimensiones del oido interno, en funcién de la especie a estudio. Descripcion
de los voliimenes y las longitudes de la ET y EV, asi como del volumen correspondiente
a la perilinfa y la endolinfa coclear, calculada para el ser humano, el Mf y el Gp [51].

Ser humano Macaca Guinea pig
fascicularis
Volumen (uL)
Perilinfa coclear 125.4 21.7 16.8
Endolinfa coclear 7.7 2.1 2.0
Escala timpéanica 40.5 7.8 6.0
Escala vestibular 84.9 13.9 10.8
Longitud (mm)
Escala timpanica 28.5 17.2 17.1
Escala vestibular 36.7 19.9 19.6

3.11. Analisis estadistico

La descripciéon de las variables se realizé reportando la media, la desviacion estandar
(DE), la mediana (en caso de que la variable no se distribuyera de forma normal), y el
rango. Para los contrastes de hipotesis, se plante6 un analisis ANOVA factorial mixto,
comenzando con la comprobacion de la normalidad utilizando el test Shapiro-Wilk y
comprobaciones visuales a través de graficos quantil-quantil y diagramas de cajas. También
se comprobd la asuncion de esfericidad utilizando el test de Maunchly y la existencia de
outliners mediante diagramas de cajas.

Posteriormente se realizo el andalisis ANOVA factorial mixto de medidas repetidas,
con el objetivo de esclarecer si existian diferencias estadisticamente significativas entre
las concentraciones de FITC-Dextran de cada Grupo, y entre las concentraciones del
mismo Grupo. Se utilizé el Grupo (Grupo 2 horas, Grupo 24 horas, y Grupo 7 dias) como
factor inter-sujeto y las muestras (de M1 a M10) como factor intra-sujeto. Este disefio nos
permitio de igual forma comprobar si existia interaccion entre ambos factores y averiguar
si la diferencia entre los grupos era constante a lo largo de las 10 Muestras.

En caso de detectar diferencias, se realizaron pruebas post-hoc (DMS para Grupos y
LSD para Muestras) con el objetivo de identificar entre qué Grupos o Muestras existian
las diferencias responsables de dar como resultado un ANOVA significativo, asi como para
cuantificar la diferencia de medias (DM) de concentracion y su intervalo de confianza (CI)
al 95 %.

Se consider6 un p-valor < 0.05 para establecer la significacion estadistica en todos los
casos. Los resultados referentes al ANOVA se reportaron a través del F-score y de sus
grados de libertad (df), junto con el p — valor y el n?, de la siguiente forma: F(df1;df2); p
— walor; n?; por otro lado, los resultados de los tests post-hoc se reportaron a través de la
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DM y de su CI al 95 %, asi como del p — valor, de la siguiente forma: DM, 95 %CI [limite
inferior, limite superior]; p — valor.

La determinacion del tamano muestral se llevo a cabo utilizando el método Resource
Equation, que sugiere que los df del término error del ANOVA factorial, deben encontrarse
entre 10 y 20 [165]. Segin esto, y teniendo en cuenta que se contaba con 3 grupos, se estimé
que el nimero de especimenes por grupo debia oscilar entre 5 y 8. Finalmente se optd
por reclutar 5 especimenes siguiendo los principios de las 3R (reemplazo, reduccién y
refinamiento) [166].

Se excluyeron del andlisis estadistico las concentraciones obtenidas en especimenes
donde se produjeron errores en el proceso de toma de muestras, y los analisis estadisticos
se realizaron utilizando el software IBM SPSS Statistics V22 [167].
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4. Resultados

4.1. Resultados generales

Los resultados que se recogen a continuacion analizan la farmacocinética coclear a
través del estudio de la distribucion de FITC-Dextran liberado directamente a nivel intra-
coclear, en la ET, por medio de un dispositivo de IC asociado a una bomba de liberacion.

4.1.1. Procedimiento quirargico de implantacion

El total de intervenciones quirtrgicas se realizé con éxito, verificando posteriormente
la adecuada localizacién del dispositivo implantado.

La media de los tiempos quirargicos de colocacion del dispositivo a implantar fue de
83.33 + 28.58 minutos, con una mediana de 70.00 minutos y con un rango de 50.00 (Mf4-
2h-OI) a 143.00 (Mf5-7d) minutos (Tabla 4.1). La descripcién de los tiempos del primer
acto quirirgico para cada uno de los grupos se resume de igual forma, en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Estadistica descriptiva de los tiempos quirdrgicos

Grupo 2 horas  Grupo 24 horas Grupo 7 dias Total

1°T  2°T 1°T  2°T 1°T  2°T 1°T 2°T
Media 73.00 27.40 78.60 65.60 98.40 66.60 83.33 53.20
Mediana 60.00 31.00 80.00 44.00 74.00 70.00 70.00 44.00
DE 26.00 9.07 11.45 38.92 35.32 11.86 28.58 30.20
Minimo  30.00 13.00 65.00 24.00 65.00 45.00 50.00 13.00
Maximo 125.00 37.00 92.00 117.00 143.00 78.00 143.00 117.00

19T primer tiempo quirirgico; 2°T: segundo tiempo quirtrgico; DE: desviacién estandar.
Nota: los valores del tiempo de toma de muestras referentes al especimen Mf{4-2h
corresponden al oido izquierdo, dado que no se obtuvieron muestras del oido derecho.
Todas las unidades recogidas en la Tabla se expresan en minutos.

En todos los casos se preservo la integridad del acueducto de Falopio y, por tanto, del
nervio facial. Sin embargo, a pesar del intento de preservar el nervio cuerda del timpano,
en todos los especimenes esta estructura tuvo que ser sacrificada durante el procedimiento.

Previo a la colocacién del dispositivo a implantar, se verificd, en todos los casos, la
ausencia de traumatismo y/o desplazamientos del estribo con respecto a la platina, asi
como la integridad del CSH.

Todos los dispositivos fueron implantados a nivel de la VR. Por medio del fresado
de los margenes 6seos del nicho de la VR realizado en aquellos especimenes en que fue
requerido (Grupo 24 horas: Mf1-24h; Mf2-24h, Mf3-24h, Mf4-24h; Grupo 7 dias: Mf1-7d,
Mf2-7d, Mf3-7d, Mf4-7d, Mf5-7d), se consiguié una adecuada visualizacién de la mem-
brana y una adecuada trayectoria de insercion de la guia de electrodos. Este proceso de
fresado no produjo en ningin caso dano a nivel de la membrana de la VR ni en otras
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estructuras cocleares, no teniendo por tanto ningin tipo de repercusion en los procedi-
mientos quirtrgicos ni en los resultados farmacocinéticos posteriormente obtenidos. Como
tnica incidencia, en los cinco especimenes que componen el Grupo 7 dias (Mf1-7d, Mf2-7d,
Mf3-7d, Mf4-7d y Mf5-7d), durante el fresado del labio superior de la VR se produjo una
parcial desinsercién de la membrana a este nivel, sin evidenciar fugas de perilinfa ni, por
tanto, tener este incidente repercusiones sobre los resultados posteriormente obtenidos.
En ninguno de los especimenes fue necesaria la realizacion de una cocleostomia basal para
colocacién del dispositivo.

Por otro lado, la clasificacion de Eshraghi [91] no adquirié valores superiores a 1 en
ninguno de los especimenes. La profundidad de inserciéon fue de 11 mm en los 15 Mf,
con un angulo de insercién de 180-270° (equivalente al tercer cuadrante [159]) en todos
los casos excepto en los especimenes Mf2-2h y Mf1-7d, donde el angulo de insercion fue
>270° (cuarto cuadrante).

La curva de aprendizaje adquirida en las sucesivas cirugias realizadas conllevo la mo-
dificacion de la técnica de sellado de la VR a partir del Grupo 2 horas, empleandose en
todos los especimenes de los grupos de 24 horas y 7 dias la combinacién de F y ciano-
acrilato, como se detalla en el siguiente apartado: Resultados en cada uno de los grupos
a estudio. De esta forma, ninguna fuga de FITC-Dextran se aprecié a nivel de la cavidad
mastoidea ni de la VR en los grupos de 24 horas y 7 dias. Sin embargo, todos los especi-
menes pertenecientes al Grupo 2 horas presentaron fugas de FITC-Dextran a nivel de la
VR.

Las siguientes imagenes recogen los principales procedimientos que conformaron este
primer tiempo quirtrgico:

1. Adecuada visualizacién y exposicion del nicho de la VR. Incision sobre la membrana
de la VR (Figura 4.1).

Figura 4.1: Exposicién de la ventana redonda e incisién a través de su membrana. Imagenes obtenidas
durante el primer tiempo quirtrgico, correspondientes al especimen Mf2-2h. a. Visién general del nicho
de la VR, con exposicién de la regién apical (A). Estribo (E) presente. b. Incisién de apertura de la
membrana de la VR para colocacién del dispositivo de IC.
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2. Colocacion de la gufa de electrodos. Sellado de la VR (Figura 4.2).

Figura 4.2: Guia de electrodos implantada y técnica de sellado de la ventana redonda. Imégenes obtenidas
durante el primer tiempo quirdrgico, correspondientes al especimen Mf2-2h (a), Mf4-2h-OI (b) y Mf2-24h
(¢). a. Procedimiento de insercién de la guia de electrodos (GAE) y cdnula de liberacién (C) a través de la
VR, previa colocacién de la bomba de liberacién (B) en el bolso subperidstico, a nivel occipital. b. GAE
insertada a través de la incisién de la membrana de la VR. c. Sellado de la VR con fascia (F) y fijacién
de la cdnula y la GAE a la regién mastoidea con punto de sutura (S).

3. Colocacion final del conjunto del dispositivo. Fijacién del mismo (Figura 4.3).

Figura 4.3: Colocacién y fijacién del conjunto del dispositivo implantado. Imagenes obtenidas durante el
primer tiempo quirdrgico, correspondientes al especimen Mf3-2h (a) y Mf5-24h (b), donde se evidencian
las principales estructuras que componen el dispositivo implantado: la bomba de liberacién (B), la cdnula
de liberacién (C) y la guia de electrodos (GdE) a. Colocacién final del conjunto del dispositivo. b. Fijacién
del dispositivo en el angulo de Citelli.
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4. Cierre de la herida quirdrgica tras colocacién del dispositivo, en el Grupo 24 horas
y en el Grupo 7 dias (Figura 4.4).

Figura 4.4: Cierre de la herida quirtrgica. Imégenes obtenidas durante el primer tiempo quirtrgico,
correspondientes al especimen Mf2-7d (a) y Mf4-7d (b). Cierre por planos de la herida quirtirgica tras
colocacion y fijacién del dispositivo, en el Grupo 24 horas y en el Grupo 7 dias.

Finalizado este primer tiempo quirtrgico, la Rx craneal realizada a cada especimen
corrobord, en todos los casos, la correcta insercion de la guia de electrodos. Asi mis-
mo, el analisis histologico realizado tras el sacrificio animal permiti6 verificar la correcta
localizacion de la guia, a nivel de la ET, en los 15 especimenes intervenidos.

4.1.2. Procedimiento quirurgico de toma de muestras

El procedimiento de toma de muestras constituyé el segundo de los tiempos quirirgi-
COS.

El cierre correcto del lecho quirtrgico en el Grupo 24 horas y en el Grupo 7 dias tras
la primera intervencién por medio de puntos sueltos muy préximos unos a otros en dos
planos, asi como el desarrollo del bolso subperiostico que alojaba la bomba de liberacion
a nivel occipital, evitaron que el animal, a través de maniobras como el rascado sobre
la zona, se retirase el dispositivo o interrumpiese el adecuado funcionamiento del mismo.
A pesar de ello, en uno de los casos, el Mf4-2h oido izquierdo (Mf4-2h-OI), se evidencid
dehiscencia de la herida quirtrgica, en probable relacion con el rascado de la zona por el
propio Mf, sin repercusion en el correcto funcionamiento del dispositivo implantado.

Excepto en cinco casos donde la cocleostomia se realizé a nivel de la segunda espira
(Mf5-2h, Mf2-24h, Mf3-24h, Mf2-7d y Mf3-7d) y en otro caso en el que la cocleostomia
ademds de realizarse a nivel apical, se realizé en otra localizacion adicional (espira basal
en Mf4-7d), en los Mf restantes se verifico por medio del analisis histolégico la correcta
localizacién de la cocleostomia apical.

En cuanto al proceso de toma de muestras, en la mayoria de los especimenes estudiados
se pudo llevar a cabo la toma de muestras, con excepcién de un especimen, el Mf4-
2h-OD, donde no se pudo obtener ninguna, y en otros dos, Mf1-24h y Mf1-7d, donde

96



4. Resultados

las concentraciones obtenidas no pudieron ser consideradas valorables. Estas excepciones
seran detallados en el siguiente apartado: Resultados en cada uno de los grupos a estudio.

Si bien el flujo de fluido extraido de la céclea no fue constante durante los procedi-
mientos de toma de muestras en los distintos especimenes, los tiempos que compusieron
este segundo procedimiento quirtrgico, en los tres grupos a estudio, fueron variables, con
una media estimada de 53.20 4+ 30.20 minutos, una mediana de 44.00 minutos, y un rango
de 13.00 (Mf5-2h) a 117.00 (Mf3-24h) minutos (Tabla 4.1). La descripcién de los tiempos
del segundo acto quirurgico para cada uno de los grupos se resume de igual forma, en la
Tabla 4.1.

En ninguno de los Mf se observaron complicaciones derivadas de la detencién de la
liberacion de FITC-Dextran, interrumpiendo la propia canula, ni de la retirada del dispo-
sitivo de IC, junto con la bomba de liberacion, una vez finalizado el proceso de toma de
muestras. La guia de electrodos se mantuvo insertada dentro de la coclea, prestando espe-
cial atencién a evitar la transmisién de la fuerza generada por la retirada del dispositivo
que pudiera generar danos ni aumentos de flujo a nivel intracoclear.

A continuacién, se muestran las imdgenes correspondientes a los siguientes procesos
que componen este segundo tiempo quirtrgico:

1. Estado de la herida quirturgica y fibrosis generada en torno al dispositivo implantado,
en el Grupo 24 horas y en el Grupo 7 dias. Permanencia de la canula y la guia de
electrodos insertada a nivel de la VR (Figura 4.5).

Figura 4.5: Lecho quirirgico. Cdnula y guia de electrodos a nivel de la ventana redonda. Imagen obtenida
durante el segundo tiempo quirdrgico, correspondiente al especimen Mf1-7d. Estado del lecho quirtrgico
y fibrosis (Fi) generada en torno al dispositivo (B) implantado. Ausencia de dafios y permanencia de la
cdnula (C) y la guia de electrodos (GdE) en su correcta localizacién.
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2. Exposicién y fresado del dpex coclear y creacion del nicho de silicona (silicon cup).
Cocleostomia apical (Figuras 4.6 y 4.7).

Figura 4.6: Exposicion del apex coclear. Imagen obtenida durante el primer tiempo quirtirgico, correspon-
diente al especimen Mf4-7d. Exposicién de la regién coclear apical (A). Esta imagen permite igualmente
evidenciar la supraestructura del estribo (E) y la VR.

Figura 4.7: Creacion del silicon cup y apertura de la cdpsula 6tica. Imagen obtenida durante el segundo
tiempo quirirgico, correspondiente al especimen Mf4-24h (a) y Mf1-7d (b). a. Preparacién del dpex
coclear para la cocleostomia apical. Fresado de la capsula 6tica (Fr). Se evidencia el nervio de Jacobson
(NF) y la VR. b. Creacién del silicon cup (Sc) y apertura de la cocleostomia apical (CAp), por medio
del pick angle. Guia de electrodos (GdE) sobre regién mastoidea.
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3. Toma de muestras por medio de los tubos capilares (Figura 4.8).

Figura 4.8: Toma de muestras por medio de tubos capilares. Imagen obtenida durante el segundo tiempo
quirtrgico, correspondiente al especimen Mf5-24h (a), Mf2-24h (b) y Mf5-7d (c). a. Salida de fluoresceina
(Flu) tras apertura de la cocleostomia apical, una vez creado el silicon cup (Sc). b. Toma de muestras
por medio de tubos capilares (T). c. Ausencia de pérdida de fluoresceina tras la retirada del tubo capilar,
gracias a la adecuada creacién previa del silicon cup (Sc).

4. Interrupciéon del flujo de liberacion de FITC-Dextran y extraccion del dispositivo
implantado (Figura 4.9).

Figura 4.9: Interrupcion del flujo de liberacién y extraccion del dispositivo implantado. Imagen obte-
nida durante el segundo tiempo quirirgico, correspondiente al especimen Mf1-7d. Guia de electrodos
fijada con punto de sutura (S). Colocacién de hemoclip (H) para interrupcién del flujo de liberacién de
FITC-Dextran. Retirada del dispositivo implantado, evidencidndose la fibrosis (Fi) generada en el bolso
subperidstico a nivel occipital.
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Finalizado este segundo tiempo quirtrgico, la nueva Rx craneal realizada a cada es-
pecimen corroboro, en todos los casos, la ausencia de desplazamientos o cualquier otra
alteracion del dispositivo a nivel intracoclear. Asi mismo, el analisis histologico realizado
tras el sacrificio animal verific la correcta localizacién de la guia, a nivel de la ET, en
los 15 especimenes intervenidos, asi como permitio llevar a cabo el calculo preciso de la
profundidad de insercién.

4.1.3. Particularidades durante los procedimientos

El dispositivo empleado en este estudio, asociado a una canula de liberacién, si bien
fue disenado de acuerdo a la estructura coclear del Mf, presenta unas dimensiones estruc-
turales muy similares a los IC convencionales. Segtiin valoracion subjetiva del cirujano,
ningun tipo de resistencia se evidencié durante la insercion del dispositivo. Igualmente, la
localizaciéon del apex coclear en el Mf no supuso una complicacién resenable.

Sin embargo, cabe remarcar dos principales dificultades durante los procedimientos:

1. Creacién del nicho de cocleostomia. Si bien los pasos seguidos durante este proceso
fueron aquellos descritos por el equipo de Salt [121], el grosor de la cdpsula dtica en el
Mf y en el Gp difiere levemente. La creacion de este nicho de cocleostomia por medio
del fresado y el posterior empleo del pick angle resulto ser algo mas dificultosa en el
Mf, dado el mayor grosor del hueso, sin llegar en ningin caso a perforar y alcanzar
la ET, previo a la creacion del nicho con cianoacrilato y silicona. Por otro lado, la
creaciéon de este nicho resulté ser igualmente algo dificultosa por la mayor humedad
de la zona en el Mf. El adecuado secado evité movimientos del silicon cup y, por
tanto, pérdidas de perilinfa-FITC-Dextran durante la toma de muestras.

2. Toma de muestras con los capilares. Siguiendo igualmente el procedimiento descrito
por Salt [121], la principal dificultad evidenciada en el Mf fue lograr la correcta
angulacion del capilar durante la toma de las muestras, de forma que éste pudiera
ejercer su “efecto succion” del liquido liberado. Para ello, en algunos especimenes
fue necesario el fresado de la pared mas anterior del CAE que permitiese, de esta
forma, un acceso mas perpendicular al area de cocleostomia.

A pesar de estas particularidades previamente expuestas, todos los procedimientos
fueron llevados a cabo con éxito, sin evidenciar fallos en el transcurso de los mismos que
pudieran condicionar los resultados obtenidos y su posterior interpretacion.

4.2. Resultados en cada uno de los grupos a estudio

4.2.1. Grupo 2 horas

Los resultados referentes al Grupo 2 horas se resumen en la Tabla 4.2. De igual forma,
en la Figura 4.10 se representan las concentraciones obtenidas de cada especimen, junto
con la concentracién media de cada muestra y su intervalo de confianza al 95 %.
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Tabla 4.2: Resumen de los resultados obtenidos en el Grupo 2 horas.

Mf1-2h  Mf2-2h  MIf3-2h Mf4-2h- Mif4-2h- MIf5-2h

OD* or+
Procedim. quiriagico Ok Ok Ok Ok Ok Ok
Funcién dispositivo Ok Ok Ok Ok Ok Ok
Insercién dispositivo VR (No VR (No VR (No VR (No VR (No VR (No
Fr) Fr) Fr) Fr) Fr) Fr)

Sellado ventana Fascia G G Fascia + G Fascia + G Fascia
Fugas Si Si Si No Si Si
N muestras (min)** 10 (35) 10 (37) 10 (21) - 10 (31) 10 (13)
Clasificacion Eshraghi 0 0 0 0 1 1
Localizacién GdE ET ET ET ET ET ET
Angulo insercién 180-270° >270° 180-270°  180-270°  180-270°  180-270°
Long. insercién (mm) 11 11 11 11 11 11
Lugar cocleostomia Apex Apex Apex Apex Apex 22 Espira
D. cocleostomia (um) - 154.60 - 319.51 209.15 -
Hallazgos histolégicos

- GdE Extraccién OK Extraccion OK OK OK

parcial total
- VR OK OK OK OK G OK
- Apex coclear OK Esquirlas  Esquirlas  Esquirlas Esquirlas OK
Oseas Oseas Oseas Oseas;
Fractura
inter-
escalar
- 22 Espira - - - - - Esquirlas

Oseas

OD: oido derecho; OI: oido izquierdo; VR: ventana redonda; Fr: fresado del nicho de la ventana
redonda; G: cianoacrilato; GdE: guia de electrodos; ET: escala timpénica; D.: didmetro mayor.
*Los resultados obtenidos en el Mf4-2h-OD no fueron valorables por ausencia de flujo de perilinfa

a través de la cocleostomia apical, por lo que se intervino el oido contraletral: Mf4-2h-OL.
**Duracién total del proceso de extracciéon de muestras en minutos.

En la Figura 4.10 puede observarse que las concentraciones de FITC-Dextran obteni-
das en el Grupo 2 horas permanecen relativamente estables, con una aparente tendencia
levemente ascendente en las primeras muestras, hasta M7, en la que se alcanzan concen-
traciones maximas, y posterior a la cual las concentraciones parecen estabilizarse.
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1000 uM +

500 uM +

0oum

-8 Media 238.77 284.70 386.69 461.55 552.09 620.52 662.83 655.23 631.30 663.38

-0- Mf-1 2.28 2.33 12.55 103.74 218.97 417.95 419.72 439.13 438.63 458.41
=& Mf-2 154.19 435.61 595.38 626.38 808.95 647.74 697.87 497.66 471.68 565.48
<>~ Mf-3 4.32 142.94 415.72 400.15 394.30 434.67 450.60 388.54 361.41 359.81
-0- Mf-4 96.93 30.07 126.53 484.20 620.96 921.47 964.16| 1159.58| 1161.21| 1177.22

=X- Mf-5 936.14 812.53| 783,2627 693.27 717.27 680.76 781.81 791.23 723.53 755.99

Figura 4.10: Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 2 horas. Todos los valores de la
Figura se expresan en uM. Del especimen Mf4-2h, se representa exclusivamente los valores del Mf4-2h-OI.
El Mf4-2h-OD ha sido excluido, dada la falta de obtencion de muestras.

A continuacién se detallan los resultados especificos obtenidos para cada especimen.

4.2.1.1. Macaca fascicularis 1 (Mf1-2h)

4.2.1.1.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #5118. Hembra, de 1800 g de peso.

4.2.1.1.2. Procedimientos y hallazgos quirtrgicos

4.2.1.1.2.1. Implantacién. Se realiz6 la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirtrgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana sellada
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unicamente con fascia del musculo temporal. La bomba de liberacion se coloco y fijo, sin
incidencias, en el bolso subperidstico previamente generado a nivel occipital.

Una vez finalizado este procedimiento, el lecho quirdrgico se cubrié con un pafio hu-
medo, manteniendo en todo momento la esterilidad, hasta haberse cumplido las 2 horas
de liberaciéon requeridas previas al comienzo del segundo tiempo quirdrgico.

4.2.1.1.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirurgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este caso, en la observacién de la VR se evidenciaron
fugas de FITC-Dextran. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion del IC y
tras asegurar una adecuada creaciéon y fijacién del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado.El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.03 + 0.06 uL,
con un rango que oscil6 entre 0.93 y 1.13 uL. El tiempo total requerido para la toma del
total de muestras fue de 35 minutos.

4.2.1.1.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirturgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones,
si bien cabe remarcar la pequena fuga de FITC-Dextran a nivel de la VR, objetivada al
inicio del segundo tiempo quirdrgico. La duracion total del procedimiento fue de 215
minutos: 60 minutos se requirieron para la culminacién del primer tiempo quirtargico, las
2 horas posteriores fueron destinadas al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los
restantes 35 minutos se correspondieron con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.11).

4.2.1.1.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.10 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. Como puede observarse, en el caso del especimen Mf1-2h,
se evidencia una tendencia ascendente de las muestras, con una concentracion minima en
M1 de 2.28 M, y una concentracion méxima en M10 de 458.41 pM.

4.2.1.1.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado analisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). No se produjeron dafios a nivel histologico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuaciéon en la clasificaciéon de Eshraghi de
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180°%-270°

Sienens

Figura 4.11: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mfl-2h. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf1-2h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

0 (Tabla 4.3). Durante el andlisis histolégico se produjo accidentalmente una parcial
extrusion de la guia de electrodos.

Tabla 4.3: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf1-2h. Danos generados a nivel
intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los cuatro
cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

En relacion con la revision de la cocleostomia apical, en este caso cortes histologicos
verificaron signos indirectos de la correcta localizacién a nivel del apex coclear, sin sin
embargo poder llegar a realizar una valoracién de las dimensiones exactas de la misma.
No se evidenciaron signos de fibrosis, osificacion ni otros hallazgos relevantes. Igualmente
se analizo en los cortes histologicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente en
su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este especimen, compromiso del
mismo.

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:
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1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.12
y 4.13).

Corte 06; 1.25x Corte 16; 4x

Figura 4.12: Guia de electrodos implantada en el Mf1-2h. Cortes histologicos correspondientes al oido
derecho del especimen Mf1-2h. a. Guia de electrodos (GdE) parcialmente extraida de la céclea (primera
marca y contactos). b. Dispositivo a nivel de la espira basal de la coclea, en la ET, asi como la ausencia
de reacciones biolégicas secundarias a su insercién.

Corte 16; 1.6x Corte 15; 4x

Figura 4.13: Estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el Mf1-2h. Cortes histolégicos
correspondientes al oido derecho del especimen Mf1-2h, que muestran en detalle: a. Estado de la membrana
de la ventana redonda (Mvr). b. AC permeable, en su apertura a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.14).

Corte 22; 2x

Figura 4.14: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf1-2h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf1-2h. Signos indirectos de la cocleostomia apical: hueso apical
fresado (Fr), sin otros hallazgos histolégicos relevantes, salvo pequeiias esquirlas éseas (EO) a nivel del
apex (A) coclear.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.15).

Figura 4.15: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf1-2h. Cortes histologicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf1-2h. Los cortes histolégicos obtenidos no permiten la visualizacién de la
guia de electrodos (GdE) a nivel del segundo cuadrante de la espira basal. a. Visién general de la céclea
que permite valorar la ausencia de trauma generado por la insercién. Clasificacién de Eshraghi: 0. GdE
en la ET. b. Detalle de la integridad de las estructuras a nivel de la segunda espira coclear. c. Detalle de
la ausencia de trauma a nivel de la espira basal.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.16 y 4.17).

Corte 17; 1.6x = " Corte 18; 2x

Figura 4.16: Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf1-2h. Cortes histologicos correspondien-
tes al oido derecho del especimen Mf1-2h. a. Visién general del vestibulo (V), el siculo (S) y el utriculo
(U), el ducto endolinfatico (DE), el estribo (E) y el nervio facial (NF), la espira basal de la ciclea con
la guia de electrodos (GdE), la VR, el ligamento espiral (LE) y el AC. b. Detalle del ducto endolinfético
(DE).

Corte 2-4; 2x Corte 24; 4x

e

4 v

Corte 26; 4x

. 'x
|

Figura 4.17: Visién general de la céclea en el Mf1-2h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf1-2h. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién directa
por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar (M), asi como el buen
estado del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC). Artefacto de tincién (Ar) en torno a la guia
de electrodos).
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4.2.1.2. Macaca fascicularis 2 (Mf2-2h)

4.2.1.2.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #1324. Hembra, de 3550 g de peso.

4.2.1.2.2. Procedimientos y hallazgos quirurgicos

4.2.1.2.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana sellada
Unicamente con cianoacrilato. La bomba de liberaciéon se colocé y fijo, sin incidencias, en
el bolso subperiostico previamente generado a nivel occipital.

Una vez finalizado este procedimiento, el lecho quirtrgico se cubrié con un pafio hu-
medo, manteniendo en todo momento la esterilidad, hasta haberse cumplido las 2 horas
de liberacién requeridas previas al comienzo del segundo tiempo quirdrgico.

4.2.1.2.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este caso, en la observacién de la VR se evidenciaron
fugas de FITC-Dextran. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion del IC y
tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regiéon coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado.El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1 4+ 0.07 uL, con
un rango que oscilo entre 0.8 y 1.067 L. El tiempo total requerido para la toma del total
de muestras fue de 37 minutos.

4.2.1.2.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones,
si bien cabe remarcar la pequena fuga de FITC-Dextran a nivel de la VR, objetivada al
inicio del segundo tiempo quirdrgico. La duracion total del procedimiento fue de 229
minutos: 70 minutos se requirieron para la culminacién del primer tiempo quirtargico, las
2 horas posteriores fueron destinadas al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los
restantes 37 minutos se correspondieron con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.18).
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. 180°270°

Figura 4.18: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf2-2h. La imagen corresponde con la Rx
de créneo realizada al especimen Mf2-2h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de >270° (cuarto cuadrante).

4.2.1.2.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.10 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa un aumento de las concentraciones
desde la muestra M1, que toma un valor de 154.19 uM, constituyendo el valor minimo,
hasta la muestra M5, donde se observo el valor maximo de 808.95 M. Posteriormente
se produjo un descenso gradual de las concentraciones hasta la muestra M10, alcanzando
un valor de 565.48 M.

4.2.1.2.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a >270° (cuarto cuadrante). No se produjeron dafos a nivel histoldgico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuacién en la clasificacion de Eshraghi de 0
(Tabla 4.4).

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la correcta localizacion a nivel del dpex coclear, con unas dimensiones (longitud
mayor de apertura de cocleostomia) de 154.60 pum. No se evidenciaron signos de fibrosis,
ni osificacién, si bien pudieron apreciarse esquirlas éseas a nivel de la cocleostomia apical:
ET y EV, en sus regiones més apicales. [gualmente se analiz6 en los cortes histologicos el
estado y permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin
evidenciar, en este especimen, compromiso del mismo.
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Tabla 4.4: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf2-2h. Danos generados a nivel
intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los cuatro
cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159)].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacién y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.19).

= Corte 27; 2x

Corte 153 4%

Figura 4.19: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf2-2h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf2-2h. a. Nicho de la VR,
(Nvr), con la gufa de electrodos (GAE) dentro de la espira basal de la cdclea. b. Adecuado estado de
la GdE a nivel de la primera espira de la céclea, en la ET. c. Dispositivo a nivel de la espira basal de
la céclea, en la ET. Ausencia de reacciones biolégicas secundarias a su insercién, salvo Crack en Epoxi
(CrE) en torno a la GdE. Estado de la membrana de la ventana redonda (Mvr); d. AC permeable, en su
apertura a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.20).

Figura 4.20: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf2-2h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf2-2h. a. Visién general de la céclea que permite la comprobacién
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, asi como de la cocleos-
tomfa apical (CAp). b. Detalle de la cocleostomia apical. Hueso apical fresado, con acceso a la regién
intracoclear, a nivel del dpex (A), para la toma de muestras. c. Esquirlas 6seas (EO) en el interior de la
céclea, a nivel del dpex.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.15).

Corte 22; 1.6x Corte 22; 4x.

Figura 4.21: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-2h. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf2-2h. a. Visién general de la céclea que permite valorar la ausencia
de trauma generado por la insercién. Clasificacién de Eshraghi: 0. Guia de electrodos (GdE) en ET. b.
Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la primera espira coclear. c. Detalle de la ausencia de trauma
a nivel de la espira basal.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.22 y 4.23).

Corte 14; 1.6x

»
%

Figura 4.22: Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf2-2h. Cortes histologicos correspondien-
tes al ofdo derecho del especimen Mf2-2h. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S) y el utriculo
(U), el estribo (E) y el nervio facial (NF), la espira basal de la céclea con la guia de electrodos (GdE) y el
ligamento espiral (LE). b. Detalle del U, pudiendo evidenciarse en el mismo corte histolégico la entrada
del AC en la ET y la VR.

Corte 20; 6x

Figura 4.23: Visién general de la coclea en el Mf2-2h. Cortes histologicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf2-2h. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM, asi como el LE. c.
Conexién directa por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar (M), asi
como el Organo de Corti (OC).
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4.2.1.3. Macaca fascicularis 3 (Mf3-2h)

4.2.1.3.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #5695. Hembra, de 3025 g de peso.

4.2.1.3.2. Procedimientos y hallazgos quirtrgicos

4.2.1.3.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana sellada
Unicamente con cianoacrilato. La bomba de liberaciéon se colocé y fijo, sin incidencias, en
el bolso subperiostico previamente generado a nivel occipital.

Una vez finalizado este procedimiento, el lecho quirtrgico se cubrié con un pafio hu-
medo, manteniendo en todo momento la esterilidad, hasta haberse cumplido las 2 horas
de liberacién requeridas previas al comienzo del segundo tiempo quirdrgico.

4.2.1.3.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este caso, en la observacién de la VR se evidenciaron
fugas de FITC-Dextran. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion del IC y
tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regiéon coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado.El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.08 £+ 0.12 ul,
con un rango que oscilé entre 1 y 1.4 uL. El tiempo total requerido para la toma del total
de muestras fue de 21 minutos.

4.2.1.3.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirtrgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones,
si bien cabe remarcar la pequena fuga de FITC-Dextran a nivel de la VR, objetivada
al inicio del segundo tiempo quirdrgico.La duracién total del procedimiento fue de 266
minutos: 125 minutos se requirieron para la culminacion del primer tiempo quirirgico,
las 2 horas posteriores fueron destinadas al proceso de liberacién del FITC-Dextran y los
restantes 21 minutos se correspondieron con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.24).

113



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

180°-270°

Figura 4.24: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf3-2h. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf3-2h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.1.3.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.10 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa un aumento de las concentraciones
desde la muestra M1, que toma un valor de 4.32 uM, constituyendo el valor minimo,
hasta la muestra M7, donde se observo el valor maximo de 450.60 M. Posteriormente
se produjo un descenso gradual de las concentraciones hasta la muestra M10, alcanzando
un valor de 359.81 pM.

4.2.1.3.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logro llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). No se produjeron danos a nivel histolégico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuacion en la clasificaciéon de Eshraghi de
0 (Tabla 4.5). Durante el analisis histologico se produjo accidentalmente una parcial
extrusion de la guia de electrodos.

En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
realizados verificaron signos indirectos de la correcta localizacién a nivel del dpex coclear,
sin sin embargo poder llegar a realizar una valoraciéon de las dimensiones exactas de la
misma. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron apreciarse
esquirlas 6seas a nivel de la cocleostomia apical: ET y EV, en sus regiones més apica-
les. Igualmente se analizo en los cortes histologicos el estado y permeabilidad del AC,
especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este especimen,
compromiso del mismo.
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Tabla 4.5: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf3-2h. Danos generados a nivel
intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los cuatro
cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159)].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.25
y 4.26).

Corte 20; 2x

Figura 4.25: Guia de electrodos implantada en el Mf3-2h. Cortes histolégicos correspondientes al oido
derecho del especimen Mf3-2h. a. Guia de electrodos (GdE) fuera de la c6clea (primera marca y contactos).
b. Dada la accidental extrusién, no se evidencia dispositivo a nivel de la espira basal de la céclea, en la
ET. Estado de la membrana de la VR (Mvr) y de la EV.
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Figura 4.26: Estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el Mf3-2h. Corte histologico
correspondientes al oido derecho del especimen Mf3-2h, que muestran en detalle: el estado de la membrana
de la ventana redonda (Mvr) y el AC permeable, en su apertura a nivel de la ET.

2. Cocleostomia apical. Localizacion y hallazgos postquirtrgicos (Figura 4.27).

Figura 4.27: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf3-2h. Corte histolégico correspondiente
al ofdo derecho del especimen Mf3-2h. Signos indirectos de la cocleostomia apical: esquirlas 6seas (EO)
a nivel del apex coclear (A), sin otros hallazgos histolégicos relevantes. Artefacto (Ar) de tincién a nivel

de la escala basal, en probable relacién con el drea donde se encontraba localizada la guia de electrodos
(GdE).
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3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.28).

Figura 4.28: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf3-2h. Cortes histologicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf3-2h. a. Vision general de la céclea que permite valorar la ausencia de
trauma generado por la insercién, tanto a nivel de la espira basal (EB) como de la primera espira (E1).
b. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira basal, si bien dada la accidental extrusion de
la guia de electrodos (GAE) durante el andlisis histoldgico, los cortes obtenidos inicamente muestran el
lecho fibroso (Fi) generado en torno a la misma. Clasificacién de Eshraghi: 0.

4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.29 y 4.30).

Figura 4.29: Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf3-2h. Cortes histologicos correspondien-
tes al oido derecho del especimen Mf3-2h. a. Visién general del vestibulo (V), el siculo (S) y el utriculo
(U), el estribo (E) y el nervio facial (NF), la espira basal de la céclea, el ligamento espiral (LE) y el AC.
b. Detalle del V, con visualizacién del S.
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Corte 32; 2x

Figura 4.30: Visién general de la céclea en el Mf3-2h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf3-2h. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). Crack en Epoxi (CrE) a nivel apical. Artefacto de tincién (Ar). b. Detalle de las tres escalas
que componen la coclea: ET, EV y EM; asi como de la ausencia de danos a nivel del ligamento espiral
(LE). c. Conexién directa por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar
(M), asi como el Organo de Corti (OC).

4.2.1.4. Macaca fascicularis 4 (Mf4-2h)

Este especimen fue implantado de forma bilateral, secuencial, debido al fallo en la
toma de muestras en la primera cirugia, en el oido derecho. La decisién de llevar a cabo
esta segunda cirugia sobre el oido izquierdo, y dado el aparente adecuado desarrollo previo
del procedimiento quirtrgico, tenia el objetivo de esclarecer las causas de esta ausencia de
flujo a través de la coclea derecha, asi como de obtener 10 muestras validas para continuar
el proceso de analisis seguido en el resto de los especimenes. El tiempo transcurrido entre
la intervencién sobre el oido derecho y sobre el oido izquierdo, fue de 1 mes. Durante
este periodo de tiempo, y una vez habiendo sido retirado el dispositivo colocado sobre el
oido derecho, se mantuvo al especimen en su jaula individual, alimentado y con acceso a
agua, fruta fresca y frutos secos a voluntad, hasta la segunda intervencién quirtrgica. Una
vez finalizada esta 1ltima, se procedié a la eutanasia del Mf para extracciéon y posterior
analisis histolégico de ambos huesos temporales.

A continuacién, se recogen los datos desglosados, en funcién del oido implantado.
El andlisis de resultados, asi como su comparaciéon con el resto de los especimenes que

componen este grupo y los dos grupos restantes, se realizo a partir de las conclusiones
obtenidas de la cirugia del oido izquierdo (Mf4-2h-OI).
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4.2.1.5. Macaca fascicularis 4, oido derecho (Mf4-2h-OD)

4.2.1.5.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #7231. Hembra, de 3220 g de peso.
4.2.1.5.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos

4.2.1.5.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirtrgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado del nicho de la misma, y siendo tras esto su membrana
sellada con la asociaciéon de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacion se coloco y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital.

Una vez finalizado este procedimiento, el lecho quirirgico se cubrié con un pafio hu-
medo, manteniendo en todo momento la esterilidad, hasta haberse cumplido las 2 horas
de liberacién requeridas previas al comienzo del segundo tiempo quirdrgico.

4.2.1.5.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos propues-
tos para la consecucion de este segundo tiempo quirtrgico no se alcanzaron. En este caso,
en la observaciéon de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran. Manteniendo en
funcionamiento la bomba de liberacion del IC y tras asegurar una adecuada creacién y
fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizo en el centro de dicho nicho de silicona,
area estimada correspondiente a la region coclear mas apical. A pesar de estimar un de-
sarrollo adecuado de estos procedimientos, no se logré la obtencion de ninguna muestra
de perilinfa-FITC-Dextran, por medio de los tubos capilares. Esta situacién no cambid
pese a la revision y repeticién de la maniobra de apertura de la luz coclear a nivel apical
mediante el uso del pick angle.

En este caso, tras la retirada del dispositivo implantado, el lecho quirtrgico fue nueva-
mente suturado. Una vez realizada la radiografia craneal de control, se retiré la anestesia
y el Mf fue desintubado y trasladado nuevamente a su jaula a la espera de la realizacién
de la cirugia sobre el oido izquierdo.

4.2.1.5.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. A
pesar del correcto desarrollo de estos procedimientos quirturgicos, la falta de obtencién de
muestras hizo que este especimen no pudiera ser considerado valorable. La duracién total
del procedimiento no fue estimada en este caso, pues no se pudo establecer un tiempo de
toma de muestras, dada la ausencia de obtencién de las mimas. El tiempo requerido para
la culminaciéon del primer tiempo quirargico fue de 100 minutos y las 2 horas posteriores
fueron destinadas al proceso de liberacion del FITC-Dextran.
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La Rx realizada permitié verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.31).
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Figura 4.31: Valoracion radiolégica tras la implantacién en el Mf4-2h-OD. La imagen corresponde con la
Rx de craneo realizada al especimen Mf4-2h-OD tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa
la gufa de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.1.5.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

No se pudo obtener ninguna muestra de perilinfa-FITC-Dextran, por lo que no
se puede establecer un rango de concentraciones. No se evidenci6 ningiin flujo de perilinfa
durante el transcurso del segundo tiempo quirtargico.

4.2.1.5.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizaciéon de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logro llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). No se produjeron danos a nivel histolégico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuacién en la clasificacion de Eshraghi de 0
(Tabla 4.6).

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la localizacion a nivel del apex coclear, con unas dimensiones de 319.51 pum.
No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron apreciarse abundantes
esquirlas 6seas a nivel de la cocleostomia apical: ET y EV, en sus regiones més apica-
les. Igualmente se analizé en los cortes histologicos el estado y permeabilidad del AC,
especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este especimen,
compromiso del mismo.
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Tabla 4.6: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf4-2h-OD. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.32).

Corte 16; 4x8

Figura 4.32: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf4-2h-OD. Cortes histoldgicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf4-2h-OD. a. Adecuado
estado de la GdE a nivel de la espira basal de la céclea, en la ET. Evidencia de leve reaccién bioldgica
(Fi) secundaria a su insercién. Estado de la membrana de la ventana redonda (Mvr) y localizacién del
punto de apertura del AC a nivel de la ET. b. AC permeable, a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.33).

b W, Cox te 20; 4x

Figura 4.33: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf4-2h-OD. Cortes histolégicos co-
rrespondientes al oido derecho del especimen Mf4-2h-OD. a. Visién general de la céclea que permite la
comprobacién de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) en la ET, asi como de la co-
cleostomia apical (CAp), pudiendo apreciarse el hueso apical fresado, con acceso a la regién intracoclear
para la toma de muestras. Mayor trauma a nivel apical por la repeticién de maniobras de apertura de la
luz coclear. b. Abundantes esquirlas éseas (EO) en el interior de la cdclea, a nivel del principalmente del
apex y de la segunda espira.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.34).

Figura 4.34: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf4-2h-OD. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf4-2h-OD. a. Visién general de la coclea que permite valorar la
ausencia de trauma generado por la insercién. Guia de electrodos (GdE) en espira basal. b. Detalle de
la ausencia de trauma a nivel de la primera espira coclear, si bien los cortes histolégicos obtenidos no
permiten la visualizacién de la GAE a este nivel. c. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira
basal. Clasificacién de Eshraghi: 0.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.35 y 4.36).

Corte 16; 1.6x b Corte 175 1:6x

Figura 4.35: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf4-2h-OD. Cortes histolégicos corres-
pondientes al oido derecho del especimen Mf4-2h-OD. a. Visién general del vestibulo (V), el saculo (S) y
el utriculo (U) y el nervio facial (NF) y la espira basal de la c6clea con la guia de electrodos (GdE). b.
Detalle del ducto endolinfitico (DE).

Corte 24; 2x

Figura 4.36: Vision general de la céclea en el Mf4-2h-OD. Cortes histolégicos correspondientes al oido
derecho del especimen Mf4-2h-OD. a. Vision general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacion
de la regién modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién
directa por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar (M), as{ como el
buen estado del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).

123



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

4.2.1.6. Macaca fascicularis 4, oido izquierdo (Mf4-2h-OTI)

4.2.1.6.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #7231. Hembra, de 3220 g de peso.
4.2.1.6.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos

4.2.1.6.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido izquierdo, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirtrgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado del nicho de la misma, y siendo tras esto su membrana
sellada con la asociaciéon de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacion se coloco y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital.

Una vez finalizado este procedimiento, el lecho quirirgico se cubrié con un pafio hu-
medo, manteniendo en todo momento la esterilidad, hasta haberse cumplido las 2 horas
de liberacién requeridas previas al comienzo del segundo tiempo quirdrgico.

4.2.1.6.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirurgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este caso, en la observacién de la VR se evidenciaron
fugas de FITC-Dextran, si bien parecian ser subjetivamente menores que en los casos pre-
vios. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberaciéon del IC y tras asegurar una
adecuada creacién y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizo en el centro de dicho
nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regién coclear mas apical. Por medio
de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de perilinfa-FITC-Dextran,
sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup, previamente creado. El
volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.08 + 0.12 L, con un rango que oscil6
entre 1.01 y 0.07 pL. El tiempo total requerido para la toma del total de muestras fue de
31 minutos.

4.2.1.6.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones,
si bien cabe remarcar la pequena fuga de FITC-Dextran a nivel de la VR, objetivada al
inicio del segundo tiempo quirirgico. La duracion total del procedimiento fue de 201
minutos: 50 minutos se requirieron para la culminacién del primer tiempo quirtargico, las
2 horas posteriores fueron destinadas al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los
restantes 31 minutos se correspondieron con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.37).
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Figura 4.37: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf4-2h-OI. La imagen corresponde con la
Rx de craneo realizada al especimen Mf4-2h-OI tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa
la gufa de electrodos en posicién correcta, con un angulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.1.6.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.10 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa un aumento progresivo de las
concentraciones desde la muestra M1, que toma un valor de 96.93 M, hasta la muestra
M10, donde se observé el valor méaximo de 1177.22 M. El valor minimo correspondiente
a 30.07 uM se alcanzd en M2.

4.2.1.6.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado analisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacién obtenida en la clasificacion
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.7).

En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la localizacién a nivel del apex coclear, con unas dimensiones de 209.15 um. No
se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron apreciarse esquirlas 6seas
a nivel de la cocleostomia apical: ET y EV, en sus regiones més apicales, junto con fractura
inter-escalar; asi como restos de cianoacrilato a nivel basal de la ET, proximo a la region de
la VR. Tgualmente se analizé en los cortes histologicos el estado y permeabilidad del AC,
especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este especimen,
compromiso del mismo.
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Tabla 4.7: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf4-2h-OI. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.38).

Corte 26; 2x

\ ) Corte 14; 2x

Figura 4.38: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf4-2h-OI. Cortes histologicos correspondientes al oido izquierdo del especimen Mf4-2h-Ol. a. Visuali-
zacién parcial de la membrana de la VR (MVr), con la guia de electrodos (GdE) en su entrada a espira
basal de la coclea. b. Adecuado estado de la GAE a nivel de la primera espira de la céclea, en la ET. c.
Dispositivo a nivel de la espira basal de la céclea, en la ET. Ausencia de reacciones bioldgicas secundarias
a su insercién, salvo Crack en Epoxi (CrE) en la EV y restos de cianoacrilato (G) a nivel del nicho de
la VR y en torno a la GdE, a su entrada en la ET. Estado de la Mvr. AC permeable, en su apertura a
nivel de la ET. El corte histolégico permite igualmente la visualizacién parcial del nervio facial (NF) y
del estribo (E).
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.39).

Figura 4.39: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf4-2h-OI. Cortes histolégicos co-
rrespondientes al oido izquierdo del especimen Mf4-2h-OI. a. Visién general de la céclea que permite la
comprobacién de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, as{ como de
la cocleostomia apical (CAp). Esquirlas éseas (EO) en regién apical. b. Detalle de la CAp. Hueso apical
fresado (Fr), que permite el acceso a la regién intracoclear para la toma de muestras. c. Esquirlas Gseas

(EO) en el interior de la ciclea, a nivel del dpex, junto con fractura inter-escalar (FI-E). Crack en Epoxi
(CrE) como artefacto de la imagen.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.40).

Corte 22; 2x Corte 21; 4x

Figura 4.40: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf4-2h-OI. Cortes histoldgicos correspondientes
al oido izquierdo del especimen Mf4-2h-Ol. a. Vision general de la céclea que permite valorar el trauma
generado por la insercién. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidenciandose
elevacién de la membrana basilar (flecha roja). Clasificacién de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.41 y 4.42).

Corte 18; 1.25x

Figura 4.41: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf4-2h-OI. Cortes histologicos corres-
pondientes al ofdo izquierdo del especimen Mf4-2h-OI. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S)
y el utriculo (U), asi como el nervio facial (NF) y la espira basal de la c6clea con la gufa de electrodos
(GdE). b. Detalle del ducto endolinfatico (DE) y otras estructuras que componen el sistema vestibular:
CSH, en su regiéon ampular.

Corte 21; 2x

1. X 4

Corte17; 4x

Figura 4.42: Visién general de la coclea en el Mf4-2h-OI. Cortes histolégicos correspondientes al oido
izquierdo del especimen Mf4-2h-OlI. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacion
de la regién modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién
directa por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar, as{ como el buen
estado del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).
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4.2.1.7. Macaca fascicularis 5 (Mf5-2h)

4.2.1.7.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #8393. Hembra, de 2250 g de peso.

4.2.1.7.2. Procedimientos y hallazgos quirirgicos

4.2.1.7.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado del nicho de la misma, y siendo tras esto su membrana sellada
con F. La bomba de liberacién se colocé y fijo, sin incidencias, en el bolso subperiéstico
previamente generado a nivel occipital.

Una vez finalizado este procedimiento, el lecho quirtrgico se cubrié con un pafio hu-
medo, manteniendo en todo momento la esterilidad, hasta haberse cumplido las 2 horas
de liberacién requeridas previas al comienzo del segundo tiempo quirdrgico.

4.2.1.7.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este caso, en la observacién de la VR se evidenciaron
fugas de FITC-Dextran. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion del IC y
tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regiéon coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon
cup, previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.13 + 0.38
puL, con un rango que oscilé entre 0.93 y 2.3 pL. El tiempo total requerido para la toma
del total de muestras fue de 13 minutos.

4.2.1.7.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones,
si bien cabe remarcar la pequena fuga de FITC-Dextran a nivel de la VR, objetivada al
inicio del segundo tiempo quirdrgico. La duracion total del procedimiento fue de 193
minutos: 60 minutos se requirieron para la culminacién del primer tiempo quirtargico, las
2 horas posteriores fueron destinadas al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los
restantes 13 minutos se correspondieron con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.43).
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Figura 4.43: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf5-2h. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf5-2h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.1.7.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.10 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa un descenso de las concentraciones
desde la muestra M1, que toma un valor de 936.14 uM, constituyendo el valor maximo,
hasta la muestra M4, donde se observo el valor minimo de 693.27 uM. Posteriormente
las concentraciones tendieron a la estabilidad hasta la muestra M10, donde se alcanz6 un
valor de 755.99 uM.

4.2.1.7.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realiz6 un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacién obtenida en la clasificacion
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.8).

En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la localizacion en la ET, a nivel de la segunda espira, sin sin embargo poder
llegar a realizar una valoracion de las dimensiones exactas de la misma. No se evidenciaron
signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron apreciarse esquirlas 6seas a nivel de la
cocleostomia, en la segunda espira. Igualmente se analizd en los cortes histolégicos el
estado y permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin
evidenciar, en este especimen, compromiso del mismo.

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:
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Tabla 4.8: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf5-2h. Danos generados a nivel
intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los cuatro
cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159)].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.44).

‘Corte 25; 4x Corte 39; 4x

Figura 4.44: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf5-2h. Cortes histologicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf5-2h. a. Dispositivo a nivel
de la espira basal de la coclea, en la ET. Ausencia de reacciones biolégicas secundarias a su inserciéon. AC
permeable. b. Adecuado estado de la guia de electrodos (GdE) a nivel de la primera espira de la céclea,
en la ET. c. Visualizacién de la membrana de la VR (Mvr), asi como de la desembocadura del AC a nivel
de la ET. Restos de cianoacrilato (G) en el nicho de la VR.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.45).

Figura 4.45: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf5-2h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf5-2h. a. Vision general de la céclea que permite la comprobacién
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a nivel de la ET, asi como signos indirectos de
la localizacién de la cocleostomia apical (CAp). b y c. Detalle de la CAp, realizada en este caso a nivel
de la segunda espira, con esquirlas 6seas (EO) en el interior de la coclea.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.46).

Corte 375 2x

Corte 37; 6x

Figura 4.46: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf5-2h. Cortes histologicos correspondientes al
oido derecho del especimen Mf5-2h. a. Visién general de la coclea que permite valorar el trauma generado
por la insercién. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidencidndose elevacién de
la membrana basilar (flecha roja). c. Detalle del trauma generado a nivel de la espira basal, evidencidndose
igualmente elevacién de la membrana basilar (flecha roja). Clasificaciéon de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.47 y 4.48).

Figura 4.47: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf5-2h. Corte histoldgico correspondiente
al ofdo derecho del especimen Mf5-2h. Visién general del vestibulo (V), con artefacto (Ar) en la regién
central, el sdculo (S) y el utriculo (U), el ducto endolinfitico (DE), el estribo (E) y el nervio facial (NF),
asi como de la espira basal de la céclea con la guia de electrodos (GdE) y el AC.

Corte 26; 4x

Figura 4.48: Visién general de la céclea en el Mf5-2h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen M{5-2h. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién directa
por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar (M), asi como el buen
estado del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).
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4.2.2. Grupo 24 horas

Los resultados referentes al Grupo 24 horas se resumen en la Tabla 4.9. De igual forma,
en la Figura 4.49 se representan las concentraciones obtenidas de cada especimen en cada
muestra, junto con la concentracién media y su intervalo de confianza al 95 %.

Tabla 4.9: Resumen de los resultados obtenidos en el Grupo 24 horas.

Mf1-24h* Mf2-24h  Mf3-24h  Mf4-24h  Mf5-24h

Procedim. quirtagico Ok Ok Ok Ok Ok
Funcién dispositivo Fallo Ok Ok Ok Ok
Insercién dispositivo VR (Fr) VR (Fr) VR (Fr) VR (Fr) VR (No Fr)
Sellado ventana G + Fascia G + Fascia Fascia + G Fascia + G Fascia + G
+ G +G

Fugas No No No No No
N¢? muestras (min)** 10 (24) 10 (44) 10 (117) 10 (108) 10 (35)
Clasificacién Eshraghi 1 0 1 0
Localizacién GdE ET ET ET ET ET
Angulo insercién 180-270° 180-270° 180-270° 180-270° 180-270°
Long. insercién (mm) 11 11 11 11 11
Lugar cocleostomia Apex 22 Espira 22 Espira Apex Apex
D. cocleostomia (um) - - 139.13 218.29 214.03
Hallazgos histolégicos

- GdE OK OK OK OK OK

- VR OK Fascia G G G

- Apex coclear OK Fractura OK Esquirlas OK

inter-escalar Oseas
- 22 Espira - Esquirlas Esquirlas - -
Oseas; Oseas
fractura

inter-escalar

OD: oido derecho; OI: oido izquierdo; VR: ventana redonda; Fr: fresado del nicho de la
ventana redonda; G: cianoacrilato; GdE: guia de electrodos; ET: escala timpanica;
D.: didmetro mayor.
*Los resultados obtenidos para el Mf1-24h no fueron valorables dadas las bajas concentraciones
obtenidas en la toma de muestras, debido a un fallo en la programacién del dispositivo
de liberacion.
**Duracién total del proceso de extraccién de muestras en minutos.

En la Figura 4.49 puede observarse que las concentraciones de FITC-Dextran obte-
nidas permanecen relativamente estables a lo largo de la toma de muestras, y toman
valores claramente superiores a los que habian sido obtenidos con el Grupo 2 horas. La
concentraciéon maxima se alcanzo en torno a la muestra 4-5.
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- Media 2166.07| 2532.49| 2256.28| 2539.01| 2564.15| 2304.36| 2446.08| 2299.30( 2225.11| 2144.91
-4&- Mf-2 2710.90| 3722.48| 2176.82| 3421.34| 3559.91| 3187.55| 3090.05| 3034.56 2942.90| 3000.06
-O- Mf-3 2192.01| 2154.01| 2500.17| 2562.18| 2561.08| 2282.66| 2450.60| 2535.98| 2125.59| 2028.20
-0- Mf-4 1981.38| 2665.97| 2551.83| 2152.52| 2231.73| 2151.78| 2501.68| 2018.60| 2216.48| 2056.68
-X- Mf-5 1779.99| 1587.49| 1796.28| 2020.00| 1903.87| 1595.46| 1741.98| 1608.09| 1615.46] 1494.68

Figura 4.49: Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 24 horas. Todos los valores de la
Figura se expresan en uM. El especimen Mf1-24h ha sido excluido dado el fallo en la programacién de la
bomba de liberacion.

A continuacién se detallan los resultados especificos obtenidos para cada especimen.

4.2.2.1. Macaca fascicularis 1 (Mf1-24h)

4.2.2.1.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #2264. Macho, de 2300 g de peso.

4.2.2.1.2. Procedimientos y hallazgos quirurgicos

4.2.2.1.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Mate-
rial y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y
su adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacién se realizo a
través de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, y siendo tras esto su
membrana sellada con la asociacién de F y cianoacrilato, siguiendo la secuencia: ciano-
acrilato+F+cianoacrilato. La bomba de liberacion se colocé y fijo, sin incidencias, en el
bolso subperiéstico previamente generado a nivel occipital.
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4.2.2.1.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirurgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirirgico, se comprobé la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacion de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creaciéon y fijacién del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.03 4+ 0.12 uL,
con un rango que oscil6é entre 0.8 y 1.2 pL. El tiempo total requerido para la toma del
total de muestras fue de 24 minutos. Cabe remarcar que, en este especimen, durante la
toma de muestras, no se evidencié en ninguno de los tubos capilares el caracteristico color
de la fluoresceina. A pesar de ello, se continué el procedimiento para la obtencion de las
10 muestras y su posterior comprobacion y medicién espectro-fluorométrica.

4.2.2.1.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 1544 minutos: 80 minutos se requirieron para
la culminacion del primer tiempo quirtrgico, las 24 horas posteriores fueron destinadas
al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los restantes 24 minutos se correspondieron
con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.50).
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Figura 4.50: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf1-24h. La imagen corresponde con la Rx
de crédneo realizada al especimen Mf1-24h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la
gufa de electrodos en posicién correcta, con un angulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.2.1.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

Las muestras de perilinfa en este especimen no se consideraron valorables, dadas
las bajas concentraciones obtenidas. La Figura 4.51 muestra las concentraciones de
FITC-Dextran obtenidas a partir de cada una de las muestras. Como puede observarse,
en el caso del especimen Mf1-24h, el rango de valores se encuentra limitado en un intervalo
de 1-4 uM, coincidiendo con las muestras M10 y M9, respectivamente.

aoum T
35uM +
30uM T
25um +

20uM +

FITC-Dextran

15uM +
10uM +

SuM 1

-7 ~~.
- -
- ~
- ~
- ~
o ~

oum + + t y +

[-% mf1 | 2 2 1] 2| 2| 1| 1] 1] 4 1]

Figura 4.51: Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Mf1-24h. Todos los valores de la Figura se
expresan en uM. Se ha reducido la escala en un factor de 100, con respecto a la gréafica de concentraciones
del grupo, para mejorar la visualizacion.
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4.2.2.1.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logro llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacion obtenida en la clasificacién
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.10).

Tabla 4.10: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf1-24h. Danos generados a
nivel intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
realizados verificaron signos indirectos de la correcta localizacion a nivel de la region mas
apical de la ET, sin sin embargo poder llegar a realizar una valoracién de las dimensiones
exactas de la misma. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudo
apreciarse artefacto de tincién en torno a la guia de electrodos a nivel de la espira basal
de la coclea. Igualmente se analizé en los cortes histolégicos el estado y permeabilidad
del AC, especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este
especimen, compromiso del mismo.

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:
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1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.52
y 4.53).

We<Corte 09; 4x f Corte 15; 2x

Figura 4.52: Guia de electrodos implantada y estado de la ventana redonda en el Mfl-24h. Cortes his-
tolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf1-24h. a. Nicho de la VR (Nvr), con la guia
de electrodos (GdE) en su entrada a la espira basal de la céclea. Los cortes histoldgicos obtenidos no
permiten una mejor visiéon de la VR. b. Adecuado estado de la GdE a nivel de la primera espira de la
coclea, en la ET. Artefacto (Ar) de tincién en torno a la GdE.

Corte 11; 2x

Figura 4.53: Acueducto coclear en el Mf1-24h. Corte histolégico correspondiente al oido derecho del
especimen Mf1-24h, que muestra en detalle: el AC permeable, en su apertura a nivel de la ET. Ausencia
de reacciones biolégicas secundarias a su insercién. Artefacto de tincién (Ar) en torno a la guia de
electrodos.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.54).

Corte 14; 4x

Figura 4.54: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf1-24h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf1-24h. Signos indirectos de la cocleostomia apical: hueso fresado
(Fr) a nivel del dpex (A), sin otros hallazgos histoldgicos relevantes. Artefacto de tincién (Ar).

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.55).

Corte 11; 2x

Corte 12; 4x

4

Corte 12; 6x

Figura 4.55: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf1-24h. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf1-24h. a. Vision general de la coclea que permite valorar el trauma
generado por la insercién. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidenciandose
elevacién de la membrana basilar (flecha roja). Crack en Epoxi (CrE). c. Detalle del trauma generado
a nivel de la espira basal, evidencidndose igualmente elevacién de la membrana basilar (flecha roja).
Clasificacion de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.56 y 4.57).

@OTte 6; 1.6x

<

Figura 4.56: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf1-24h. Corte histolégico correspondiente
al oido derecho del especimen Mf1-24h. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S) y el utriculo (U), el
ducto endolinfatico (DE), el estribo (E) y el nervio facial (NF). Este corte histolégico permite igualmente
evidenciar el seno endolinfatico (SE) y la regién ampular del CSP. Guia de electrodos (GdE).

3; 4x

=

S - Corte15;

"~

Figura 4.57: Vision general de la céclea en el Mf1-24h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf1-24h. a. Visién general de la coclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. Conexién directa por
medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regiéon modiolar. c. Buen estado del ligamento
espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).
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4.2.2.2. Macaca fascicularis 2 (Mf2-24h)

4.2.2.2.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #0308. Macho, de 2475 g de peso.

4.2.2.2.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos

4.2.2.2.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Mate-
rial y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y
su adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacién se realizd a
través de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, y siendo tras esto su
membrana sellada con la asociacién de F y cianoacrilato, siguiendo la secuencia: ciano-
acrilato+F-cianoacrilato. La bomba de liberacion se coloco y fijo, sin incidencias, en el
bolso subperidstico previamente generado a nivel occipital.

4.2.2.2.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirurgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirargico, se comprobé la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacién de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creacién y fijacién del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regién coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1 + 0.00 pL. El
tiempo total requerido para la toma del total de muestras fue de 44 minutos.

4.2.2.2.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirtargicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 1550 minutos: 66 minutos se requirieron para
la culminacion del primer tiempo quirurgico, las 24 horas posteriores fueron destinadas
al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los restantes 44 minutos se correspondieron
con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.58).
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Figura 4.58: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf2-24h. La imagen corresponde con la Rx

de craneo realizada al especimen Mf2-24h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la
gufa de electrodos en posicién correcta, con un angulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.2.2.3. Cuantificaciéon de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 2710.90 M y un valor de M10 de 3000.06
uM. La concentraciéon maxima se observa en M2, alcanzando 3722.48 pM, seguida de la
concentracion minima en M3, correspondiente a 2176.82 puM.

4.2.2.2.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). No se produjeron danos a nivel histologico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuacién en la clasificacion de Eshraghi de 0
(Tabla 4.11).

En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la localizacion en la ET, a nivel de la segunda espira, sin sin embargo poder
llegar a realizar una valoraciéon de las dimensiones exactas de la misma. No se evidenciaron
signos de fibrosis ni osificacién, si bien pudieron apreciarse esquirlas 6seas y fractura
interescalar a nivel de la cocleostomia apical, asi como restos de F en la ET, en la region
proxima a la VR. Igualmente se analizé en los cortes histoldgicos el estado y permeabilidad
del AC, especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este
especimen, compromiso del mismo.
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Tabla 4.11: Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf2-24h. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificacién de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.59).

Corte 163 4x0% s Corte 21; 2x

Figura 4.59: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf2-24h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf2-24h. a. Nicho de la VR
(Nvr). Estado de la membrana de la ventana redonda (Mvr). Se evidencia fascia de sellado en la regién
de insercién, sobre la Mvr. b. Adecuado estado de la guia de electrodos (GdE) a nivel de la primera espira
de la ciclea, en la ET. c. AC permeable, en su apertura a nivel de la ET. Crack en Epoxi (CrE) a nivel
de la membrana de Reissner.

144



4. Resultados

2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.60).

Corte 17; 6%

Figura 4.60: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf2-24h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf2-24h. a. Visién general de la céclea que permite la comprobacién
de la localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, asi como de la cocleostomia, realizada
en este caso a nivel de la segunda espira (E2). b. Detalle de la cocleostomia. Hueso fresado, con acceso
a la region intracoclear para la toma de muestras a nivel de E2. Esquirlas ¢seas (EO) a dicho nivel, con
evidencia de fractura inter-escalar (FI-E).

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.61).

Corte 19; 2x

X,

Cor_te 19; 4x

Figura 4.61: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el M{2-24h. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf2-24h. a. Visién general de la coclea que permite valorar la ausencia
de trauma generado por la insercién. b. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la primera espira
coclear. c. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira basal. Clasificacién de Eshraghi: 0.

145



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.62 y 4.63).

Corte 15; 2x

Figura 4.62: Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf2-24h. Corte histoldogico correspondiente
al oido derecho del especimen Mf2-24h. Visién general del vestibulo (V), el siculo (S) y el utriculo (U),
el ducto endolinfitico (DE) y la regiéon ampular del CSP, asi como la espira basal de la céclea con la guia
de electrodos (GdE), el nicho de la ventana redonda (Nvr) y el ligamento espiral (LE).

Corte 2054x .

Figura 4.63: Vision general de la céclea en el Mf2-24h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf2-24h. a. Visién general de la coclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. Conexién directa por
medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar. c¢. Detalle del buen estado del
ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).
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4.2.2.3. Macaca fascicularis 3 (Mf3-24h)

4.2.2.3.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #0363. Macho, de 2868 g de peso.

4.2.2.3.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos

4.2.2.3.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, y siendo tras esto siendo
tras esto su membrana sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la
misma en ese orden. La bomba de liberacién se coloco y fijé, sin incidencias, en el bolso
subperiostico previamente generado a nivel occipital.

4.2.2.3.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirurgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirargico, se comprobé la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacién de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creacién y fijacién del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regién coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1 + 0.00 pL. El
tiempo total requerido para la toma del total de muestras fue de 117 minutos.

4.2.2.3.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirtargicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 1622 minutos: 65 minutos se requirieron para
la culminacién del primer tiempo quirtrgico, las 24 horas posteriores fueron destinadas al
proceso de liberacion del FITC-Dextran y los restantes 117 minutos se correspondieron
con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.64).
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Figura 4.64: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf3-24h. La imagen corresponde con la Rx
de créneo realizada al especimen Mf3-24h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la
guia de electrodos en posicién correcta, con un angulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.2.3.3. Cuantificaciéon de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 2192.01 M y un valor de M10 de 2028.20
1M, constituyendo el valor minimo. La concentracién maxima se observa en M4, con un
valor de 2562.18 pM.

4.2.2.3.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado analisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacion obtenida en la clasificacién
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.12).

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
objetivaron la presencia de la cocleostomia a nivel de la segunda espira. Las dimensiones
estimadas fueron de 139.13 pum. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si
bien pudieron apreciarse esquirlas 6seas a nivel de la segunda espira, asi como restos de
cianoacrilato en la ET, en la regiéon proxima a la VR. Igualmente se analizé en los cortes
histologicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel
de la ET, sin evidenciar, en este especimen, compromiso del mismo.
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Tabla 4.12: Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf3-24h. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.65).

e Corte 28; 4x
e,

Figura 4.65: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en
el Mf3-24h. Cortes histoldgicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf3-24h. a. Nicho de la
VR (Nvr), con la gufa de electrodos. Restos de cianoacrilato (G) en la zona. b. Adecuado estado de la
gufa de electrodos (GdE) a nivel de la primera espira de la céclea, en la ET. c. Ausencia de reacciones
biolégicas secundarias a la insercién, salvo algin resto de cianoacrilato (G) en a la gufa de electrodos.
AC permeable, en su apertura a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.66).

Corte 22; 2x

Figura 4.66: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf3-24h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf3-24h. a. Visién general de la céclea que permite la comprobacion
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, asi como signos indirectos
de la localizacién de la cocleostomia a nivel de la segunda espira. Hueso apical fresado (Fr). Esquirlas
6seas (EO) en el interior de la céclea. b. Detalle de cocleostomia, a nivel de la segunda espira. Hueso
fresado (Fr), con acceso a la regién intracoclear para la toma de muestras. Esquirlas dseas (EO) en el
interior de la céclea, a este nivel.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.67).

Corte 26; 2x

Corte 26; 4x

e C '

Figura 4.67: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf3-24h. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf3-24h. a. Vision general de la céclea que permite valorar el trauma
generado por la insercién. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidenciandose
elevacién de la membrana basilar (flecha roja). c¢. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira
basal. Clasificacién de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.68 y 4.69).

Corte 16; 1.6x
~

Figura 4.68: Vision general de las estructuras vestibulares en el Mf3-24h. Cortes histoldgicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf3-24h. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S) y el
utriculo (U), la regién ampular del CSH, el estribo (E), el nervio facial (NF) y el nicho de la VR (Nvr)
con la gufa de electrodos (GdE). b. Detalle del seno endolinfitico (SE).

Corte 25; 2x

Figura 4.69: Vision general de la céclea en el Mf3-24h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf3-24h. a. Visién general de la coclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién directa
por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar, asi como el buen estado
del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).
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4.2.2.4. Macaca fascicularis 4 (Mf4-24h)

4.2.2.4.1. Datos demograficos

Mf codificado con el niimero #8460. Macho, de 3012 g de peso.

4.2.2.4.2. Procedimientos y hallazgos quirargicos

4.2.2.4.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacion se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, y siendo tras esto siendo
tras esto su membrana sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la
misma en ese orden. La bomba de liberacién se coloco y fijé, sin incidencias, en el bolso
subperiostico previamente generado a nivel occipital.

4.2.2.4.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirurgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirargico, se comprobé la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacién de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creacién y fijacién del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la regién coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1 + 0.00 pL. El
tiempo total requerido para la toma del total de muestras fue de 108 minutos.

4.2.2.4.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirtargicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 1640 minutos: 92 minutos se requirieron para
la culminacién del primer tiempo quirtrgico, las 24 horas posteriores fueron destinadas al
proceso de liberacion del FITC-Dextran y los restantes 108 minutos se correspondieron
con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.70).
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Figura 4.70: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf4-24h. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf4-24h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la
guia de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.2.4.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 1981.38 M, constituyendo el valor minimo,
y un valor de M10 de 2056.68 M. La concentraciéon maxima se observa en M2, con un
valor de 2665.97 M.

4.2.2.4.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
boréandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). No se produjeron danos a nivel histologico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuacién en la clasificacion de Eshraghi de 0
(Tabla 4.13).

En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
objetivaron la presencia de la cocleostomia a nivel del dpex coclear. Las dimensiones
estimadas fueron de 218.29 pym. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien
pudieron apreciarse esquirlas 6seas a nivel de la cocleostomia apical, asi como restos de
cianoacrilato en la ET, en la region proxima a la VR. Igualmente se analizé en los cortes
histolégicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel
de la ET. Si bien en este especimen no se evidencié compromiso del AC, se puede apreciar
un engrosamiento del vaso del AC.
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Tabla 4.13: Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf4-24h. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacién y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.71
y 4.72).

Corte 21; 4x . Corte 41; 2x

Figura 4.71: Guia de electrodos implantada y estado de la ventana redonda en el Mf4-24h. Cortes histolé-
gicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf4-24h. a. Nicho de la VR, (Nvr) junto con la gufa
de electrodos. Restos de cianoacrilato (G) y fascia de sellado en torno a la misma. b. Adecuado estado
de la gufa de electrodos (GdE) a nivel de la segunda espira de la céclea, en la ET.

Corte 25;4x ~ 2 Corte 23;4x

Figura 4.72: Acueducto coclear en el Mf4-24h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho del
especimen Mf4-24h, que muestran en detalle: a. AC permeable, en su apertura a nivel de la ET. b. Relacién
existente entre el AC y el vaso del AC (Vac). c. Vac engrosado. Artefacto (Ar) en la zona préxima al AC.
Restos de cianoacrilato (G).
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.73).
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Figura 4.73: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf4-24h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf4-24h. a. Visién general de la céclea que permite la comprobacién
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE), asi como de la cocleostomia a nivel del dpex
(A). b. Detalle de la cocleostomia apical (CAp). Hueso apical fresado, con acceso a la regién intracoclear
para la toma de muestras. ¢. Esquirlas éseas (EO) en el interior de la cdclea, a nivel del dpex.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.67).

v

Corte'40; 2x

Corte ‘38; 6x

Figura 4.74: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf4-24h. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf4-24h. a. Visién general de la céclea que permite valorar la ausencia de
trauma generado por la inserciéon. b. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la primera espira coclear,
si bien los cortes histolégicos obtenidos no permiten la visualizacién de la gufa de electrodos (GdE) a este
nivel c. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira basal. Clasificacién de Eshraghi: 0.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.75 y 4.76).

Figura 4.75: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf4-24h. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf4-24h. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S) y el
utriculo (U), la regién ampular del CSH, el estribo (E) y el nervio facial (NF). b. Detalle del ducto (DE)
y seno endolinfaticos (SE). Espira basal de la céclea con la guia de electrodos (GAE).

Corte 37; 6x

Figura 4.76: Vision general de la céclea en el Mf4-24h. Cortes histol6gicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf4-24h. a. Visién general de la coclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la regién
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. Conexién directa
por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar. ¢. Adecuado estado del
ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC).
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4.2.2.5. Macaca fascicularis 5 (Mf5-24h)
4.2.2.5.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #8548. Hembra, de 2350 g de peso.
4.2.2.5.2. Procedimientos y hallazgos quirturgicos

4.2.2.5.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, sin requerir fresado previo del nicho de la misma, y siendo tras esto siendo
tras esto su membrana sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la
misma en ese orden. La bomba de liberacién se coloco y fijo, sin incidencias, en el bolso
subperiostico previamente generado a nivel occipital.

4.2.2.5.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirtrgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidenci6é dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirtrgico, se comprob6 la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generaciéon de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion del IC y
tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.02 4+ 0.06 uL,
con un rango que oscil6 entre 1y 1.2 pL. El tiempo total requerido para la toma del total
de muestras fue de 35 minutos.

4.2.2.5.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. FEl
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 1565 minutos: 90 minutos se requirieron para
la culminacién del primer tiempo quirdrgico, las 24 horas posteriores fueron destinadas
al proceso de liberacion del FITC-Dextran y los restantes 35 minutos se correspondieron
con el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.77).
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Figura 4.77: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf5-24h. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf5-24h tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la
gufa de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.2.5.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 1779.99 uM, y un valor de M10 de 1494.68
1M, constituyendo el valor minimo. La concentracion maxima se observa en M4, con un
valor de 2020.00 pM.

4.2.2.5.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logro llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacion obtenida en la clasificacién
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.14).

Tabla 4.14: Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf5-24h. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificacién de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0
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En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologi-
cos verificaron la correcta localizacion a nivel de la region mas apical de la ET, con unas
dimensiones de 214.03 um. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien
pudieron apreciarse restos de cianoacrilato en la ET, en la regién préoxima a la VR. Igual-
mente se analizo en los cortes histoldgicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente
en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este especimen, compromiso del
mismo.

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de

mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.78).

Corte 23; 2x

Figura 4.78: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mif5-24h. Cortes histoldgicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf5-24h. a. Nicho de la VR,
pudiendo apreciarse su membrana (Mvr). b. Adecuado estado de la gufa de electrodos (GdE) a nivel de
la primera espira de la céclea, en la ET. Ausencia de reacciones bioldgicas secundarias a la insercién. c.
Crack en Epoxi (CrE) en torno a la GdE y artefacto de tincién (Ar). d. AC permeable, en su apertura a
nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.79).

Corte 20; 2x

B
Figura 4.79: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf5-24h. Corte histolégico correspon-
diente al oido derecho del especimen Mf5-24h. Visién general de la céclea que permite la comprobacién

de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GAE) a nivel de la ET, asi como de la cocleostomia
apical (CAp), con acceso a la regién intracoclear para la toma de muestras.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.80).

Corte 22; 2x

Figura 4.80: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf5-24h. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf5-24h. a. Vision general de la céclea que permite valorar el trauma
generado por la insercién. b. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la primera espira coclear.
c. Detalle del trauma generado a nivel de la espira basal, evidencidndose igualmente elevacién de la
membrana basilar (flecha roja). Clasificacién de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.81 y 4.82).
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Figura 4.81: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf5-24h. Corte histolégico correspondiente
al oido derecho del especimen Mf5-24h. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S) y el utriculo (U),
el estribo (E) y el nervio facial (NF), el nicho de la VR (Nvr) con la guia de electrodos (GdE) y el AC.

Corte 21; 2x . orte 21; 4x

Figura 4.82: Vision general de la céclea en el Mf5-24h. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf5-24h. a. Visién general de la coclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién directa
por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar, asi como el buen estado del
ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC). Artefacto de tincién (Ar) a nivel de la espira basal.

161



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

4.2.3. Grupo 7 dias

Los resultados referentes al Grupo 7 dias se resumen en la Tabla 4.15. De igual forma,
en la Figura 4.83 se representan las concentraciones obtenidas de cada especimen en cada
muestra, junto con la concentracién media y su intervalo de confianza al 95 %.

Tabla 4.15: Resumen de los resultados obtenidos en el Grupo 7 dias.

Mf1-7d* Mf2-7d Mf3-7d Mf4-7d Mf5-7d

Procedim. quirtgico Ok Ok Ok Ok Ok
Funcién dispositivo Fallo Ok Ok Ok Ok
Insercién dispositivo VR (Fr) VR (Fr) VR (Fr) VR (Fr) VR (Fr)
Sellado ventana Fascia + G Fascia + G Fascia + G Fascia + G Fascia + G
Fugas No No No No No
N¢° muestras (min)** 11 (78) 10 (64) 13 (45) 10 (70) 10 (76)
Clasificacion Eshraghi 1 0 1 1 1
Localizacién GdE ET ET ET ET ET
Angulo insercién >270° 180-270° 180-270° 180-270° 180-270°
Long. insercién (mm) 11 11 11 11 11
Lugar cocleostomia Apex 2% Espira 2% Espira Apex + Apex

Espira basal
D. cocleostomia (um) - - - - -
Hallazgos histolégicos

- GdE OK OK OK OK OK
- VR Esquirlas G G Fascia + G OK
Oseas

- Apex coclear Esquirlas OK OK Fractura Esquirlas
Oseas + inter-escalar  Oseas +
fractura fractura

inter-escalar inter-escalar
- 22 Espira - OK Esquirlas - -
Oseas

OD: oido derecho; OI: oido izquierdo; VR: ventana redonda; Fr: fresado del nicho de la

ventana redonda; G: cianoacrilato; GdE: guia de electrodos; ET: escala timpéanica;

D.: didmetro mayor.

*Los resultados obtenidos para el Mf1-7d no fueron valorables dada la accidental desconexién
de la cdnula de liberacion.

**Duracién total del proceso de extraccién de muestras en minutos.

En la Figura 4.83 puede observarse que las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas
permanecen relativamente estables, con tendencia a disminuir a lo largo de la toma de
muestras. Los valores obtenidos en el Grupo 7 dias son claramente superiores a aquellos
obtenidos en el Grupo 2 horas, siendo las concentraciones de este grupo similares, aunque
levemente inferiores, a las que habian sido observadas en el Grupo 24 horas. En este grupo,
la media de concentraciéon maxima se alcanzé en torno a las muestras 1-2.
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Figura 4.83: Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 7 dias. Todos los valores de la
Figura se expresan en puM. El especimen Mf1-7d ha sido excluido dada la accidental desconexién de la
canula de liberacién.

A continuacion se detallan los resultados especificos obtenidos para cada especimen.

4.2.3.1. Macaca fascicularis 1 (Mf1-7d)

4.2.3.1.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #1468. Macho, de 2506 g de peso.

4.2.3.1.2. Procedimientos y hallazgos quirtrgicos

4.2.3.1.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, y siendo tras esto su membrana
sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacién se colocé y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital.
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4.2.3.1.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirurgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirirgico, se comprobé la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacion de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creaciéon y fijacién del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 0.98 4+ 0.03 uL,
con un rango que oscilé entre 0.93 y 1 pL. El tiempo total requerido para la toma del
total de muestras fue de 78 minutos. Cabe remarcar que en este especimen, durante la
toma de muestras, si bien se evidenci6 el caracteristico color de la fluoresceina a través
de los tubos capilares a medida que se iban recogiendo las muestras, la intensidad de éste
era mucho menor a la observada en otros especimenes previamente realizados. A pesar
de ello, se continué el procedimiento para la obtencion de las muestras y su posterior
comprobacién y medicion espectro-fluorométrica. Se decidié en el momento tomar una
muestra méas, siendo por tanto un total de 11, dado el cambio de coloracién evidenciado
en las 10 muestras previas, sin obtener cambios en el mismo con la toma de esta tltima.

4.2.3.1.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracion total del procedimiento fue de 10223 minutos: 65 minutos se requirieron para
la culminacion del primer tiempo quirtrgico, los 7 dias posteriores fueron destinados al
proceso de liberacién del FITC-Dextran y los restantes 78 minutos se correspondieron con
el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucién de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.84).
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ante 7 dias

Sienens

Figura 4.84: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mfl-7d. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf1-7d tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de >270° (cuarto cuadrante).

4.2.3.1.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

Las muestras de perilinfa obtenidas en este especimen no se consideraron valorables,
dadas las bajas concentraciones obtenidas. La Figura 4.85 muestra las concentraciones de
FITC-Dextran obtenidas a partir de cada una de las muestras. Como puede observarse,

en el caso del especimen Mf1-7d, el rango de valores se encuentra limitado en un intervalo

de 3-27 puM. El valor minimo se corresponde con la muestra M9, mientras que el valor
maximo se alcanza en las muestras M7 y MS.
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Figura 4.85: Concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Mfl-7d. Todos los valores de la Figura se

expresan en uM. Se ha reducido la escala en un factor de 100, con respecto a la gréafica de concentraciones
del grupo, para mejorar la visualizacion.
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4.2.3.1.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado andlisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logro llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién

correspondiente a >270° (cuarto cuadrante). La puntuacién obtenida en la clasificacién
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.16).

Tabla 4.16: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mfl1-7d. Dafos generados a
nivel intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
realizados verificaron signos indirectos de la correcta localizacion a nivel de la region mas
apical de la ET, sin sin embargo poder llegar a realizar una valoracién de las dimensiones
exactas de la misma. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron
apreciarse esquirlas 6seas a nivel de la cocleostomia apical y fractura interescalar. Igual-
mente se analizo en los cortes histoldgicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente
en su desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar, en este especimen, compromiso del
mismo.

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:
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1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.86).

Corte 7; 2x I Gorte 15;4x

Corte 9; 2x

Figura 4.86: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf1-7d. Cortes histologicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf1-7h. a. Nicho de la VR
(Nvr). b. Adecuado estado de la gufa de electrodos (GdE) a nivel de la primera espira de la cdclea, en la
ET. c. Dispositivo a nivel de la espira basal de la ciclea, en la ET. Esquirlas éseas (EO) en torno a la
GdE. AC permeable, en su apertura a nivel de la ET. Este corte histolégico permite igualmente visualizar
la méacula del século (S).

2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.54).

ABE

Figura 4.87: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf1-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf1-7d. a. Visién general de la cdclea que permite la comprobacion
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, asf como de la cocleostomia
a nivel del dpex (A). b. Detalle de la cocleostomia apical (CAp). Esquirlas éseas (EO) en el interior de
la coclea, a nivel del A, con evidencia de fractura inter-escalar (FI-E).

167



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.55).

Corte 11; 2x i S Corte 115 6x.

Figura 4.88: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf1-7d. Cortes histol6gicos correspondientes al
oido derecho del especimen Mf1-7d. a. Vision general de la coclea que permite valorar el trauma generado
por la inserciéon. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidenciandose elevacion
de la membrana basilar (flecha roja). c¢. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira basal.
Clasificacién de Eshraghi: 1.

4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.89 y 4.90).

Corte 8; 2x

Figura 4.89: Vision general de las estructuras vestibulares en el Mfl-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al ofdo derecho del especimen Mf1-7d. a. Visién general del vestibulo (V), el CSP y el utriculo
(U), el estribo (E), el nervio facial (NF) y el nicho de la VR (Nvr) con la gufa de electrodos (GdE). b.
Detalle del seno endolinfético (SE), junto con el U y el S.
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orte 13; 2x

Figura 4.90: Visién general de la coclea en el Mf1-7d. Cortes histologicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf1-7d. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). Se evidencian restos de cianoacrilato (G) en ET y EV. b. Detalle de las tres escalas que
componen la céclea: ET, EV y EM. c. Conexién directa por medio de porosidades (P) existente entre
estas dreas y la regién modiolar, asi como el buen estado del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti

(0Q).

4.2.3.2. Macaca fascicularis 2 (Mf2-7d)
4.2.3.2.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #0255. Macho, de 3112 g de peso.
4.2.3.2.2. Procedimientos y hallazgos quirtrgicos

4.2.3.2.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacién se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana
sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacion se coloco y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital. Sin embargo, en este especimen, durante el procedimiento de
disecciéon para la elaboracion de este bolso subperidstico a nivel occipital, se evidenciaron
fugas de LCR sobre la zona. Estas fugas cedieron progresivamente durante el transcurso
de la cirugfa, sin producirse nueva evidencia de pérdida de LCR durante los 7 dias de
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liberacion posterior ni durante el segundo tiempo quirturgico, destinado a la toma de
muestras. El especimen permaneci6 asintomatico en todo momento.

4.2.3.2.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirtrgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacién de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirtrgico, se comprobo la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacién de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.01 4+ 0.02 ul,
con un rango que oscilé entre 1 y 1.067 pL. El tiempo total requerido para la toma del
total de muestras fue de 64 minutos.

4.2.3.2.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirtrgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracion total del procedimiento fue de 10218 minutos: 74 minutos se requirieron para
la culminacion del primer tiempo quirtrgico, los 7 dias posteriores fueron destinados al
proceso de liberacién del FITC-Dextran y los restantes 64 minutos se correspondieron con
el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permitié verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.91).

Figura 4.91: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf2-7d. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf2-7d tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

170



4. Resultados

4.2.3.2.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 2476.00 uM y un valor de M10 de 674.00 uM,
correspondiente a la concentraciéon minima. La concentraciéon méaxima se observo en M3,
alcanzando 2584.00 pM.

4.2.3.2.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado analisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la cdnula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). No se produjeron danos a nivel histolégico
en la estructura coclear, obteniendo una puntuacién en la clasificacion de Eshraghi de 0

(Tabla 4.17).

Tabla 4.17: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf2-7d. Danos generados a
nivel intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificacién de Eshraghi
0-90° 0
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la localizacion en la ET, a nivel de la segunda espira, sin sin embargo poder
llegar a realizar una valoracion de las dimensiones exactas de la misma. No se evidenciaron
signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron apreciarse restos de cianoacrilato en la
ET, en la region proxima a la VR. Igualmente se analiz6 en los cortes histolégicos el
estado y permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin
evidenciar, en este especimen, compromiso del mismo.

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:
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1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.92).

Corte 13; 2x

Figura 4.92: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en el
Mf2-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf2-7d. a. Nicho de la VR,
(Nvr), con restos de cianoacrilato (G) en la zona. b. Los cortes histolégicos no permiten la adecuada
visualizacién del estado de la guia de electrodos (GdE), debido a un artefacto (Ar) de tincién. c. Dispo-
sitivo a nivel de la espira basal de la céclea, en la ET. Ausencia de reacciones biolégicas secundarias a su
inserciéon. AC permeable, en su apertura a nivel de la ET.

2. Cocleostomia apical. Localizacion y hallazgos postquirtrgicos (Figura 4.93).

Corte 15; 6x

L

Figura 4.93: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf2-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf2-7d. a. Vision general de la céclea que permite la comprobacién
de la adecuada localizacién de la gufa de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, as{ como signos indirectos
de la localizacién de la cocleostomia, en este caso a nivel de la segunda espira (E2). b. Detalle de la
cocleostomia. Esquirlas 6seas (EO) en el interior de la céclea, a nivel de E2, con evidencia de probable
dafio al ligamento espiral (LE) a este nivel.
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3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.94).

Figura 4.94: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf2-7d. Cortes histologicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf2-7d. a. Vision general de la cdclea que permite valorar la ausencia de
trauma generado por la insercion. b. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la primera espira coclear.
c. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la espira basal. Clasificacién de Eshraghi: 0.

4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.95 y 4.96).

Figura 4.95: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf2-7d. Corte histologico correspondiente
al oido derecho del especimen Mf2-7d. a. Visién general del vestibulo (V), el sidculo (S) y el utriculo (U),
el seno endolinfético (SE), la regién ampular del CSH, el estribo (E) y el nervio facial (NF), asi como el
nicho de la ventana redonda (Nvr).
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Figura 4.96: Visién general de la céclea en el Mf2-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf2-7d. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la regiéon
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM. Verificacién del
adecuado estado del ligamento espiral (LE). c. Conexién directa por medio de porosidades (P) existente
entre estas dreas y la regién modiolar. Buen estado del Organo de Corti (OC). Crack en Epoxi (CrE) en
torno a la guia de electrodos.

4.2.3.3. Macaca fascicularis 3 (Mf3-7d)
4.2.3.3.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #2081. Macho, de 3059 g de peso.
4.2.3.3.2. Procedimientos y hallazgos quirtrgicos

4.2.3.3.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacién se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana
sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacion se coloco y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital. A pesar del correcto desarrollo de este procedimiento, el sistema
bomba-canula tuvo que ser reemplazado por una nueva previo a la implantaciéon por un
fallo en la conexiéon de la misma con la guia de electrodos.

4.2.3.3.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucion de este segundo tiempo quirirgico se lograron igualmente
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sin incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidencié dehiscencia de la
herida resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en
buen estado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-
Dextran. Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirturgico, se comprobd la adecuada
localizacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando es-
pecial atencién a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacion de
fibrosis en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion
del IC y tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se
realizé en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region
coclear mas apical. Por medio de los tubos capilares, en este caso y con el objetivo de
evidenciar la tendencia al mantenimiento de la estabilidad en las concentraciones durante
la toma de un nimero mayor de 10 muestras, se obtuvieron un total de 13 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon cup
previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.11 4+ 0.29 uL,
con un rango que oscilé entre 0.93 y 2.13 pL. El tiempo total requerido para la toma del
total de muestras fue de 45 minutos, correspondiéndose el mismo con 34 minutos para las
10 primeras muestras y 11 minutos para las 3 restantes.

4.2.3.3.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 10265 minutos: 140 minutos se requirieron para
la culminacion del primer tiempo quirtrgico, los 7 dias posteriores fueron destinados al
proceso de liberacién del FITC-Dextran y los restantes 45 minutos se correspondieron con
el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirirgicos (Figura 4.97).

180°-270°

Figura 4.97: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf3-7d. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf3-7d tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).
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4.2.3.3.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, la concentraciéon en M1 adquirié un valor de
2026.00 M, correspondiéndose esta cifra con la concentracion maxima, y manteniendo
una tendencia a la estabilidad hasta M4. En M5 se produjo una caida brusca de concen-
tracion, obteniendo valores de 20.00 pM. Las concentraciones en M10 alcanzan valores
de 25.00 M. Si bien en M13 se vuelve a obtener un pico de concentracion similar a las
primeras muestras obtenidas (1234 uM), el rango de concentraciones entre M5 y M12 se
correspondio con 9-104 M. El conjunto de las 13 muestras obtenidas abarco por tanto
un rango de concentraciones muy variado, oscilando entre 9 uM y 2026 pM.

4.2.3.3.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realiz6 un detallado analisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacién de la guia de electrodos y la cdnula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacion obtenida en la clasificacién
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.18).

Tabla 4.18: Valores de la clasificacion de Eshraghi para el Mf3-7d. Danos generados a
nivel intracoclear, segun la clasificacion de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificacién de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron la localizacion en la ET, a nivel de la segunda espira, sin sin embargo poder
llegar a realizar una valoraciéon de las dimensiones exactas de la misma. No se evidenciaron
signos de fibrosis ni osificacién, si bien pudieron apreciarse esquirlas 6seas a nivel de
la segunda espira coclear. Igualmente se analizé en los cortes histologicos el estado y
permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel de la ET, sin poder
visualizarlo en ninguno de los cortes obtenidos.

A continuacién, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:
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1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figuras 4.98
y 4.99).

Figura 4.98: Guia de electrodos implantada y estado de la ventana redonda en el Mf3-7d. Cortes his-
tolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf3-7d. a. Nicho de la VR (Nvr). Este corte
permite la visualizacién de la membrana de la VR (Mvr). Artefacto (Ar) de tincién en torno a la gufa
de electrodos (GdE). b. GAE a nivel de la primera espira de la ciclea, en la ET. Ausencia de reacciones
biolégicas secundarias a su insercién.

“Corte 9; éx

.Q.‘
A,

Figura 4.99: Guia de electrodos implantada y estado del acueducto coclear en el Mf3-7d. Cortes histo-
logicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf3-7d. Dispositivo a nivel de la espira basal de
la coclea, en la ET. Ausencia de reacciones bioldgicas secundarias a su inserciéon. Ninguno de los cortes
histoldgicos obtenidos permite evidenciar al apertura del AC a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizacién y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.100).

Corte 125 2x

Paa

Figura 4.100: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf3-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf3-7d. a. Visién general de la cdclea que permite la comprobacion
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, asi como signos indirectos
de la localizacién de la cocleostomia, en este caso a nivel de la segunda espira (E2). b. Detalle de la

cocleostomia. Esquirlas 6seas (EO) en el interior de la coclea, a nivel de E2, en la escala vestibular (EV),
con evidencia de probable dafio al ligamento espiral (LE) a este nivel.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.101).

%

Ens
B’

Figura 4.101: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf3-7d. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf3-7d. a. Vision general de la céclea que permite valorar el trauma
generado por la insercién. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidenciandose
elevacién de la membrana basilar (flecha roja). c. Detalle del trauma generado a nivel de la espira basal,
evidencidandose elevacién de la membrana basilar (flecha roja). Clasificacién de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.102 y 4.103).

Figura 4.102: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf3-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al of{do derecho del especimen Mf3-7d. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S) y el utriculo
(U), el estribo (E) y el nervio facial (NF) y el nicho de la VR (Nvr) con la guia de electrodos (GdE). b.
Detalle del seno endolinfético (SE), del U y de la regién ampular del CSP.

Corte 12; 2x

Figura 4.103: Vision general de la coclea en el Mf3-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf3-7d. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la ciclea: ET, EV y EM. Verificacién del
adecuado estado del ligamento espiral (LE). c¢. Conexién directa por medio de porosidades (P) existente
entre estas dreas y la regién modiolar. Buen estado del Organo de Corti (OC).
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4.2.3.4. Macaca fascicularis 4 (Mf4-7d)
4.2.3.4.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #7051. Macho, de 3064 g de peso.
4.2.3.4.2. Procedimientos y hallazgos quirirgicos

4.2.3.4.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacién se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana
sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacion se coloco y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital.

4.2.3.4.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirtrgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidenci6 dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacién de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirtrgico, se comprob6 la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atenciéon a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generacion de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacién del IC y
tras asegurar una adecuada creaciéon y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del silicon
cup previamente creado. Durante el proceso de apertura de la cocleostomia, se produjo
rotura accidental del pick angle, que condicioné la apertura de una segunda area de co-
cleostomia. Finalmente, las muestras se obtuvieron de la porcién coclear mas apical, una
vez habian sido retirados los restos metalicos del pick angle. Este incidente no condicion6
los resultados obtenidos durante la toma de muestras.El volumen medio extraido en cada
muestra fue de 1.01 £+ 0.02 pL, con un rango que oscil6é entre 1 y 1.067 ul. El tiempo
total requerido para la toma del total de muestras fue de 70 minutos.

4.2.3.4.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. El
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracion total del procedimiento fue de 10220 minutos: 70 minutos se requirieron para
la culminacion del primer tiempo quirtrgico, los 7 dias posteriores fueron destinados al
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proceso de liberacién del FITC-Dextran y los restantes 70 minutos se correspondieron con
el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.104).

180°-270°

Figura 4.104: Valoracién radiolégica tras la implantacién en el Mf4-7d. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf4-7d tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.3.4.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 2050.74 M y un valor de M10 de 2284.61
uM. En M3 se evidencié una caida brusca de concentracion, 547.45 uM, coincidiendo con
el valor minimo. La concentraciéon maxima se observé en M7, alcanzando 2312.92 pM.

4.2.3.4.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizé un detallado anélisis histolégico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logro6 llevar a cabo una insercién completa, 11 mm, con un édngulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacion obtenida en la clasificacién
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.19).

En relacién con la revision de la cocleostomia apical, los cortes histologicos objetivaron
la presencia de dos localizaciones de cocleostomia: 1) a nivel apical;, 2) a nivel de la
espira basal. Esta primera region se correspondié con el drea de toma de muestras en este
especimen. La valoracion de las dimensiones exactas del area de cocleostomia no pudo
ser estimada en este caso. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien
pudo evidenciarse restos de F' y cianoacrilato en la ET, en la region préxima a la VR, asi
como fractura inter-escalar a nivel del apex coclear. Igualmente se analizd en los cortes
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Tabla 4.19: Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf4-7d. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificaciéon de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 1
180-270° 0
>270° 0

histolégicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente en su desembocadura a nivel
de la ET, sin evidenciar compromiso del mismo.

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.105).

Corte 13; 4x.

Figura 4.105: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en
el Mf4-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf4-7d. a. Nicho de la VR
(Nvr). b. Adecuado estado de la guia de electrodos (GdE) a nivel de la primera espira de la ciclea, en
la ET. c¢. Dispositivo a nivel del nicho de la VR (VR), junto con la GAE dentro de la espira basal de la
coclea. Fascia de sellado y restos de cianoacrilato (G) en torno a la GdE. Buen estado de la membrana
de la ventana redonda (Mvr). d. GdE localizada en la ET en la espira basal. Ausencia de reacciones
biol6gicas secundarias a su insercién. AC permeable, en su apertura a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizaciéon y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.106).

Corte 21; 4x

Figura 4.106: Estado y localizacion de la cocleostomia apical en el Mf4-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf4-7d. a. Vision general de la céclea que permite la comprobacién
de la localizacién de la cocleostomia a nivel del dpex (A). Signos indirectos de la cocleostomia apical:
Fractura inter-escalar (FI-E) y artefacto (Ar) de tincién sobre la zona. b. Detalle de un segundo punto
de cocleostomia, a nivel de la espira basal (EB). Hueso fresado (Fr). Esquirlas éseas (EO) en el interior
de la coclea a este nivel.

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.107).

Corte 24; 2x

Figura 4.107: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf4-7d. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf4-7d. a. Vision general de la céclea que permite valorar el trauma
generado por la insercién. b. Detalle del trauma generado a nivel de la primera espira, evidenciandose
elevacién de la membrana basilar (flecha roja). c. Detalle del trauma generado a nivel de la espira basal,
evidencidndose igualmente elevacién de la membrana basilar (flecha roja). Clasificaciéon de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.108 y 4.109).

Figura 4.108: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf4-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf4-7d. a. Visién general del vestibulo (V), el sdculo (S), el utriculo
(U) y el seno endolinfético (SE). El estribo (E), el nervio facial (NF) y el nicho de la VR con la guia de
electrodos (GdE). b. Detalle del U y el S.

Corte 22; 2x

Figura 4.109: Vision general de la coclea en el Mf4-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf4-7d. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). Artefacto de tincién (Ar) en regién apical. b. Detalle de las tres escalas que componen la
coclea: ET, EV y EM. Buen estado del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC). c. Conexi6n
directa por medio de porosidades (P) existente entre estas dreas y la regién modiolar (M).
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4.2.3.5. Macaca fascicularis 5 (Mf5-7d)
4.2.3.5.1. Datos demograficos

Mf codificado con el nimero #1337. Macho, de 2639 g de peso.
4.2.3.5.2. Procedimientos y hallazgos quirturgicos

4.2.3.5.2.1. Implantacion. Se realizo la cirugia de implantacién del dispositivo
sobre el oido derecho, siguiendo los pasos previamente expuestos en el apartado: Material
y métodos. Tanto el abordaje quirurgico como el funcionamiento del dispositivo y su
adecuada colocacién se llevaron a cabo sin incidencias. La implantacion se realizé a través
de la VR, requiriendo fresado previo del nicho de la misma, siendo tras esto su membrana
sellada con la asociacion de F y cianoacrilato, dispuestos sobre la misma en ese orden. La
bomba de liberacién se colocé y fijo, sin incidencias, en el bolso subperidstico previamente
generado a nivel occipital.

4.2.3.5.2.2. Cocleostomia apical y toma de muestras. Los objetivos pro-
puestos para la consecucién de este segundo tiempo quirtrgico se lograron igualmente sin
incidencias ni complicaciones. En este especimen no se evidenci6é dehiscencia de la herida
resultante del primer tiempo quirtrgico, manteniéndose los puntos de sutura en buen es-
tado. En este caso, en la observacion de la VR no se evidenciaron fugas de FITC-Dextran.
Tras la retirada de los puntos sobre el lecho quirtrgico, se comprob6 la adecuada locali-
zacion del dispositivo, asi como el estado de los tejidos circundantes, prestando especial
atencion a la existencia de posibles fugas de FITC-Dextran y a la generaciéon de fibrosis
en el area intervenida. Manteniendo en funcionamiento la bomba de liberacion del IC y
tras asegurar una adecuada creacion y fijacion del silicon cup, la cocleostomia se realizd
en el centro de dicho nicho de silicona, area estimada correspondiente a la region coclear
mas apical. Por medio de los tubos capilares, se obtuvieron un total de 10 muestras de
perilinfa-FITC-Dextran, sin evidenciar fugas a este nivel ni desplazamiento del “silicon
cup” previamente creado. El volumen medio extraido en cada muestra fue de 1.01 4+ 0.02
uL, con un rango que oscilé entre 1 y 1.067 pL. El tiempo total requerido para la toma
del total de muestras fue de 76 minutos.

4.2.3.5.2.3. Particularidades observadas durante los procedimientos. FEl
desarrollo de estos procedimientos quirurgicos tuvo lugar sin incidencias ni complicaciones.
La duracién total del procedimiento fue de 10299 minutos: 143 minutos se requirieron para
la culminaciéon del primer tiempo quirirgico, los 7 dias posteriores fueron destinados al
proceso de liberacién del FITC-Dextran y los restantes 76 minutos se correspondieron con
el procedimiento de toma de muestras.

La Rx realizada permiti6 verificar la correcta localizacion de la guia de electrodos tras
la consecucion de los procedimientos quirtrgicos (Figura 4.110).
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180°-270°

Figura 4.110: Valoracion radiolégica tras la implantacién en el Mf5-7d. La imagen corresponde con la Rx
de craneo realizada al especimen Mf5-7d tras la implantacién del dispositivo. En la Rx se observa la guia
de electrodos en posicién correcta, con un dngulo de insercién de 180-270° (tercer cuadrante).

4.2.3.5.3. Cuantificacién de las concentraciones de FITC-Dextran

La Figura 4.49 muestra las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas a partir
de cada una de las muestras. En este caso, se observa una tendencia a la estabilidad de
las concentraciones, con un valor de M1 de 3456.05 M y un valor de M10 de 2655.17
1M, coincidente con la concentracién minima. La concentraciéon méxima se observo en
M4, alcanzando 3528.13 uM.

4.2.3.5.4. Analisis histolégico

Una vez sacrificado el animal, se realizo un detallado analisis histologico, corro-
borandose la adecuada localizacion de la guia de electrodos y la canula a lo largo de la
ET. Se logr6 llevar a cabo una insercion completa, 11 mm, con un angulo de insercién
correspondiente a 180-270° (tercer cuadrante). La puntuacién obtenida en la clasificacion
de Eshraghi fue de 1 (Tabla 4.20).

Tabla 4.20: Valores de la clasificaciéon de Eshraghi para el Mf5-7d. Danos generados a
nivel intracoclear, segin la clasificacién de Eshraghi [91], en funcién de cada uno de los
cuatro cuadrantes en los que se divide la estructura coclear [159].

Cuadrantes de la estructura coclear Clasificacién de Eshraghi
0-90° 1
90-180° 0
180-270° 0
>270° 0
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En relaciéon con la revision de la cocleostomia apical, en este caso los cortes histologicos
verificaron signos indirectos de la correcta localizacién a nivel de la regién mas apical,
sin sin embargo poder llegar a realizar una valoraciéon de las dimensiones exactas de la
misma. No se evidenciaron signos de fibrosis ni osificacion, si bien pudieron apreciarse
esquirlas 6seas, con fractura inter-escalar a nivel de la cocleostomia apical. Igualmente se
analizo en los cortes histolégicos el estado y permeabilidad del AC, especialmente en su
desembocadura a nivel de la ET, sin evidenciar compromiso del mismo.

A continuacion, se exponen los cortes histologicos correspondientes a las areas de
mayor interés analizadas:

1. Estado de la guia de electrodos y reacciones biologicas secundarias a su insercion.
Identificacion y estado del acueducto coclear y de la ventana redonda (Figura 4.111).

Corte 8; 4x , Corte 10; 1.25x

Figura 4.111: Guia de electrodos implantada, estado de la ventana redonda y del acueducto coclear en
el Mf5-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho del especimen Mf5-7d. a. Nicho de la VR
(Nvr), con la guia de electrodos (GdE) en su entrada la espira basal de la cdclea. Restos de cianoacrilato
(G) en la zona. b. Adecuado estado de la GAE a nivel de la primera espira de la céclea, en la ET. c.
Ausencia de reacciones bioldgicas secundarias a la insercién. Artefacto (Ar) de tincién en torno a la GdE.
AC en su apertura a nivel de la ET.
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2. Cocleostomia apical. Localizaciéon y hallazgos postquirirgicos (Figura 4.112).

Corte 12; 2x

Figura 4.112: Estado y localizacién de la cocleostomia apical en el Mf5-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf5-7d. a. Visién general de la cdclea que permite la comprobacién
de la adecuada localizacién de la guia de electrodos (GdE) a lo largo de la ET, as{ como de la cocleostomia
a nivel del 4pex (A). Signos indirectos de la cocleostomia apical (CAp). b. Detalle de la cocleostomia,
con el hueso apical fresado (Fr). c. Detalle de la CAp, con esquirlas 6seas (EO) en el interior de la coclea
a este nivel. Fractura inter-escalar (FI-E).

3. Trauma generado por la insercién (Figura 4.113).

Corte 14; 2x

Figura 4.113: Valores de la clasificacién de Eshraghi para el Mf5-7d. Cortes histolégicos correspondientes
al oido derecho del especimen Mf5-7d. a. Vision general de la céclea que permite valorar la ausencia de
trauma generado por la insercién. b. Detalle de la ausencia de trauma a nivel de la primera espira coclear,
si bien los cortes histolégicos obtenidos no permiten la visualizacién de la guia de electrodos (GAE) a este
nivel. c¢. Detalle del trauma a nivel de la espira basal, evidencidndose elevacién de la membrana basilar
(flecha roja). Clasificacién de Eshraghi: 1.
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4. Otros hallazgos resenables (Figuras 4.114 y 4.115).

Corte 6; 1:25x

Figura 4.114: Visién general de las estructuras vestibulares en el Mf5-7d. Cortes histolégicos correspon-
dientes al oido derecho del especimen Mf5-7d. a. Visién general del vestibulo (V), el utriculo (U), el nervio
vestibular superior (NVs) y el seno endolinfitico (SE). El estribo (E) y el nervio facial (NF). b. Detalle
del SE.

Corte 13; 2x

Figura 4.115: Vision general de la coclea en el Mf5-7d. Cortes histolégicos correspondientes al oido derecho
del especimen Mf5-7d. a. Visién general de la céclea, permitiendo una adecuada visualizacién de la region
modiolar (M). b. Detalle de las tres escalas que componen la céclea: ET, EV y EM, as{ como el buen estado
del ligamento espiral (LE) y el Organo de Corti (OC). c. Conexién directa por medio de porosidades (P)
existente entre estas dreas y la regiéon modiolar (M).
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4.3. Comparacién y analisis de los resultados obteni-
dos en el conjunto de los tres grupos

Las Figura 4.116 muestra las concentraciones medias de FITC-Dextran obtenidas en
los tres grupos analizados: Grupo 2 horas, Grupo 24 horas y Grupo 7 dias.

4000 UM
3500 uM
3000 M +
2500 uM + e N | & st ) G

2000um + T I S B S - [ ™

1500 uM +

FITC- Dextran

1000 M +
S00pM +

oumMm

M1 M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M9 M10 Media

-8~ 2h 238.77 284.70 386.69 461.55 552.09 620.52 662.83 655.23 631.29 663.38| 515.71
24h| 2166.07| 2532.49| 2256.28| 2539.01| 2564.15| 2304.36| 2446.08| 2299.30| 2225.11| 2144.91| 2347.78
7d 2502.20| 2464.23| 1890.79| 2293.69| 1798.82| 1725.27| 1856.79| 1880.40| 1748.19| 1409.69| 1957.01

Figura 4.116: Comparacién de las concentraciones medias de cada muestra de FITC-Dextran entre los
3 grupos de estudio: Grupo 2 horas, Grupo 24 horas, y Grupo 7 dias. Todos los valores de la Figura se
expresan en pM.

El ANOVA factorial mixto determind que el comportamiento de las concentraciones
de cada Muestra (M1, M2, ..., M10) fue significativamente distinto entre Grupos (Grupo 2
horas, Grupo 24 horas y Grupo 7 dias), ya que demostr6 una interaccién estadisticamente
significativa entre la Muestra y el Grupo (F(18;90) = 2.29; p = 0.006; > = 0.31) (Tabla
4.21).

Los contrastes post-hoc intra-grupo dos a dos (LSD) de cada Muestra (M1, ..., M10)
con el resto de Muestras de su mismo Grupo, no reveld diferencias estadisticamente sig-
nificativas en el Grupo 2 horas, es decir, no hubo diferencias entre las concentraciones
obtenidas para cada Muestra en este Grupo (Apartado 8.2: Tabla 8.2). Sin embargo, tal
y como se aprecia en las Figuras 4.10 y 4.116, las concentraciones del soluto administrado
parecieron seguir una leve tendencia ascendente hasta la Muestra M7, con una posterior
estabilidad hasta M10.

En el caso del Grupo 24 horas, practicamente tampoco se observaron diferencias,
tnicamente entre las muestras M1-M4 (DM = -372.94, 95 %CI [-686.07,-59.81]; p = 0.024),
M5-M8 (DM = 264.84, %CI [3.92, 525.76]; p = 0.047), M5-M9 (DM = 339.04, %CI [53.43,
624.65]; p = 0.025) y M7-M9 (DM = 220.97, 95 %CI [2.27, 439.67]; p = 0.048) (Apartado
8.2: Tabla 8.3), por lo tanto, globalmente también se observaron concentraciones similares
entre todas las Muestras. Estos resultados son coherentes con lo observado en las Figuras
4.49 y 4.116.
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Tabla 4.21: Resultados del ANOVA factorial mixto.

F-score n? p - valor
(df1;df2)
Efectos intra-especimenes
Muestras 1.20 (9:90) 0.11 0.307
Muestras*Grupo 2.29 (18:90) 0.31 0.006*

Efectos inter-especimenes
Grupo 10.61 (2:10) 0.68 0.003*

df = grados de libertad.
*Efecto estadisticamente significativo para o = 0.05.

Por el contrario, en el Grupo 7 dias se evidencié una disminuciéon progresiva de las
concentraciones desde las primeras obtenidas, especialmente desde M1 y M2, hasta las
ultimas obtenidas, especialmente M10, siendo la mayor diferencia la observada entre M1-
M10 (DM = 1092.50, 95 %CTI [373.05, 1811.95]; p = 0.07). Las diferencias calculadas
entre las muestras de este grupo se reportan en el Apartado 8.2 (Tabla 8.4), donde puede
constatarse la tendencia decreciente descrita en las concentraciones a lo largo del proceso
de toma. De igual forma, esta tendencia queda representada también en las graficas de
las Figuras 4.83 y 4.116.

En cuanto a la comparacién de cada Muestra con las mismas Muestras de los otros
Grupos, el analisis revel6 concentraciones mayores en el Grupo 24 horas que en el Grupo 2
horas, siendo todas ellas (de M1 a M10) estadisticamente significativas. Ademas el Grupo
7 dias también presentd concentraciones mayores que el Grupo 2 horas, volviendo a ser
todas ellas excepto M6, M9 y M10, estadisticamente significativas. Por tultimo, aunque
como puede verse en la grafica de la Figura 4.116 las concentraciones de FITC-Dextran
parecieron ser mas altas en el Grupo 24 horas que en el Grupo 7 dias, estas diferencias
no alcanzaron la significacién estadistica (Apartado 8.2: Tabla 8.1).

Por otro lado, las concentraciones medias totales también difirieron significativamente
entre Grupos (Grupo 2 horas, Grupo 24 horas, Grupo 7 dias) (F(2;10) = 10.61; p =
0.003; n* = 0.68) (Tabla 4.21). Los contrastes post-hoc (DMS) realizados posteriormente
confirmaron lo apreciado en la comparaciéon de las Muestras una a una entre Grupos:
el Grupo 24 horas presenté concentraciones mayores que el Grupo 2 horas, de forma
estadisticamente significativa (DM = 1832.07, 95 %CI [883.58, 2780.56,]; p = 0.002); el
Grupo 7 dias presenté concentraciones mayores de forma estadisticamente significativa
que el Grupo 2 horas (DM = 1441.30, 95 %CI [492.81, 2389.79, |; p = 0.007); y, aunque
se apreciaron concentraciones mayores en el Grupo 24 horas que en el Grupo 7 dias, estas
no alcanzaron la significacién estadistica (DM = 390.77, 95 %CI [-609.03, -1390.57]; p =
0.404) (Tabla 4.22).
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Tabla 4.22: Pruebas de contraste post-hoc (DMS) entre Grupos.

Diferencia entre Grupos DM p - valor
24h-2h 1832.07 (883.58, 2780.56) 0.002*
24h-7d 390.77 (-609.03, 1390.57) 0.404
7d-2h 1441.30 (492.81, 2389.79) 0.007*

DM = diferencia de concentraciones medias (uM).
Entre paréntesis se reporta el intervalo de confianza 95 % para la DM.
*Efecto estadisticamente significativo para o = 0.05.

Para el analisis estadistico se excluyeron las concentraciones obtenidas en especimenes
donde se produjeron errores en el proceso de toma de muestras. Estos especimenes fueron:
el Mf4-2h-OD, el Mf1-24h, y el Mf1-7d.
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5.1. Consideraciones generales

La hipoacusia, con mas de 400 millones de afectados en todo el mundo, equivalente a
mas del 5% de la poblaciéon mundial, y siendo la mas comtn de las alteraciones sensoriales
en los seres humanos, es un grave problema de salud ptublica, condicionando un gran
impacto en el desarrollo cognitivo, social y emocional de la persona afectada, y suponiendo
un elevado coste en los sistemas sanitarios [2]. Asi, y si bien la prevencién siempre es el
objetivo fundamental a alcanzar, una vez instaurada la pérdida auditiva, su tratamiento
presenta una serie de dificultades.

A dia de hoy, los tratamientos existentes para la hipoacusia neurosensorial son mera-
mente paliativos, y no curativos. Dada la dificultad para obtener una adecuada dosificacion
en la remota localizacién del oido interno, una de las principales prioridades en la investi-
gacion otologica actual es el tratamiento local, a nivel del oido interno, destacando, entre
otros posibles abordajes, la administracion intracoclear [82].

Los nuevos enfoques para el tratamiento de la patologia auditiva y vestibular tienen
como objetivo preservar la funcién y la estructura del oido, con resultados prometedores
[1][168]. La aplicacién de oscilaciones de presién a nivel del CAE ha demostrado ser una
herramienta eficaz en la distribucion del farmaco a lo largo de toda la longitud de la coclea,
sin alterar las barreras fisiol6gicas [169]. Sin embargo, se ha demostrado que las sustancias
aplicadas a la VR o a la perilinfa del oido interno no se distribuyen de manera uniforme
a través de estas estructuras [103]. Por ello, no es posible asumir que la distribucién del
farmaco en los compartimentos perilinfaticos sea homogénea en toda la céclea. En este
estudio, la liberacion de FITC-Dextran se produce directamente a nivel intracoclear. Si
bien el procedimiento se realiza de la forma mas atraumatica posible, la técnica quirirgica
conlleva invariablemente una cierta alteracién de las estructuras que conforman el oido.
Asi, la administracion local de farmacos en la coclea requiere de un analisis detallado, no
solo de la anatomia de la céclea, sino también de la propia sustancia inyectada y de su
comportamiento una vez alcanzada la estructura objetivo.

Dado el desconocimiento actual y las dificultades existentes a la hora de profundizar
en el tratamiento del oido interno, en los ultimos afios se han realizado diversos estudios
para conocer los medios mas adecuados y precisos para el analisis de la farmacocinética
coclear. Estos estudios han utilizado multiples métodos, entre ellos los directos, como la
toma de muestras de perilinfa a diferentes niveles del oido interno, y los indirectos, como
el andlisis de las otoemisiones actsticas del producto de la distorsion (DPOAE) y la res-
puesta auditiva del tronco cerebral (ABR), o los realizados mediante pruebas de imagen,
analizando tanto la resonancia magnética como la tomograffa microcomputarizada [170].
En el campo de la farmacocinética del oido interno, la gran mayoria de las investigacio-
nes han tenido lugar en el Gp [84][120]. Sin embargo, y aunque es un modelo 1til para
establecer los principios fisiolégicos basicos que rigen la farmacocinética de la céclea, no
esta clara la posible extrapolacion de la farmacocinética del oido interno en los roedores
a los seres humanos.

El conjunto de resultados obtenidos en este estudio supone grandes avances en el
conocimiento de la farmacocinética del oido interno, siendo los primeros estudios de este
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ambito llevados a cabo en un modelo experimental animal no humano: Mf.

Este trabajo parte de la hipotesis de que el estudio de la farmacocinética coclear en
el Mf, siendo una especie muy proxima al humano en la escala filogenética, permitiria
alcanzar un adecuado conocimiento de los liquidos cocleares, asi como de los posibles
factores que pueden condicionar el tratamiento local, a nivel del oido interno. La anato-
mia coclear del Mf ha sido descrita previamente en diversos estudios [97][153][154]. La
similitud anatéomica y fisiologica existente entre este mamifero y el ser humano permite
extrapolar algunos de estos resultados de uno a otro [12][50]. Sin embargo, y a pesar de
su proximidad filogenética, siempre es importante tener en cuenta que atin podrian existir
algunas diferencias particulares entre ambos especimenes.

Este estudio experimental muestra que un modelo de liberacion de farmaco y far-
macocinética coclear, usando una bomba activa conectada a una guia de electrodos, es
factible en Mf. La metodologia empleada en este trabajo, adecuada para el especimen Mf,
reproduce aquella descrita por el grupo de trabajo de Salt en Gp [84]. Asi, siguiendo sus
principios metodologicos tanto en los procedimientos quirirgicos como en la técnica de
andlisis de concentracién de muestras, se inyecté la misma sustancia, FITC-Dextran, en
la ET de la céclea del Mf a través de la VR, tomando muestras de perilinfa en el apex.

5.2. Respecto al especimen a estudio

Los especimenes mas empleados habitualmente en el &mbito de la investigacion otold-
gica son las ratas, las cobayas, los gatos y los macacos. El empleo de estos tltimos aporta
una serie de ventajas, debido a su proximidad a los humanos en la escala filogenética. Este
hecho implica un salto desde la investigacién bésica a la aplicada para una gran variedad
de patologias médicas [171].

El uso de macacos para la experimentaciéon se fundamenta en aspectos anatémicos,
histolégicos y fisiologicos. En primer lugar, la similitud anatémica, siendo las estructuras
idénticas, pero de menor tamano, posibilita una reproducibilidad de la técnica quirirgica
en las mismas condiciones que en humanos, permitiendo llevar a cabo los mismos tiempos
quirtirgicos [50][172]. Unicamente cabe destacar el menor desarrollo de la punta mastoidea
y la ubicacién de la linea temporal, mas inferior en el macaco que en los humanos. Asi, el
procedimiento quirtrgico llevado a cabo en este modelo experimental animal, Mf, presenta
pequenas variaciones con respecto a aquel empleado en Gp por el grupo de trabajo de Salt
[84], habiendo sido todos los pasos adaptados a la anatomia del Mf, con el fin de lograr
alcanzar los objetivos de este estudio con la mayor fiabilidad posible. En segundo lugar,
el anélisis histolégico muestra como la coclea tiene las mismas referencias anatéomicas que
en los humanos, pudiendo aplicarse la misma metodologia de evaluacion de las lesiones
intracocleares empleada en la especie humana, por medio de la clasificaciéon de Eshraghi
[91]. Este hecho es de gran relevancia, dado el empleo de este nuevo dispositivo de IC,
asociado a una bomba de liberacién. La técnica de inclusiéon en resina epdxica permite
mantener la guia de electrodos y la canula de liberacion dentro de la E'T, proporcionando
mas informacion acerca de su posicion y de las lesiones que se pueden generar durante el
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procedimiento de implantacion y posterior liberaciéon de FITC-Dextran.

Todo lo anterior, junto con la experiencia previa de nuestro grupo en estudios sobre
IC e implantes auditivos de tronco cerebral en macacos [154][173], convierte a estos en el
animal de experimentacion ideal, con la debida reserva a la total extrapolacion de animales
a humanos, de los hallazgos obtenidos.

Por otro lado, el empleo de esta especie animal siempre obliga a delimitar con exactitud
el minimo nimero de animales necesario para llegar a conclusiones consistentes. Nuestra
muestra estd constituida por 15 Mf, divididos en 3 grupos, en funciéon del tiempo de
liberacion de FITC-Dextran. Asi, un total de 5 Mf componen cada uno de los grupos.
Si bien esta subdivisiéon supone un tamano muestral pequeno para un estudio, cuando
se trata de un modelo animal como el macaco, tan proximo en la escala filogenética a
los humanos, el tamafio muestral minimo necesario para probar el objetivo es el tamano
optimo. Debido al elevado coste y los problemas éticos inherentes a los estudios animales,
el nimero de primates no humanos es menor comparado con otros estudios animales.
Como ya se menciond en el apartado Material y métodos, se aplica el principio de las
tres Rs: reemplazar, reducir y refinar, de acuerdo a la Directiva del Comité de Etica
86/609/EEC. En este caso no es posible sustituir (reemplazo) el macaco o el érgano en su
totalidad, pero experiencias previas justifican el empleo del minimo ntimero posible, dado
que se pretende obtener un resultado que sea facilmente trasladable a la especie humana.
Se han aplicado los conocimientos y experiencias previas para refinar (refinamiento) el
estudio, llevando a cabo exclusivamente aquellos experimentos relevantes y productivos.
Por tanto, se ha reducido (reduccién) el nimero de especimenes empleados al minimo
necesario para obtener unos resultados estadisticamente validos.

5.3. Respecto al dispositivo implantable

En los tdltimos afios, numerosos estudios de distintos grupos de trabajo han analizado
la posibilidad de liberar farmacos asociados a un dispositivo de IC. Los primeros estudios
de farmacocinética coclear en los que se estudiaba la distribucién de una sustancia a través
de la ET de la céclea tras su liberacién por medio de un dispositivo de IC fueron realizados
en Gp [84]. Los resultados satisfactorios obtenidos con el uso del CI Electrode Array HL14,
con un minimo traumatismo a las estructuras cocleares [150] y las experiencias previas
de liberacion de FITC-Dextran en Gp [84], llevaron a la eleccién de este dispositivo,
permitiendo con su uso el adecuado desarrollo de este estudio.

Es importante igualmente resaltar que el analisis de los resultados en los 3 grupos a
estudio (Grupo 2 horas, Grupo 24 horas y Grupo 7 dias) no supuso dificultades resefiables,
siendo esta apreciacion relativamente diferente a la objetivada por el grupo de trabajo de
Salt [84]. En su caso, el Grupo 7 dias fue més dificil de analizar debido a los problemas
encontrados con el dispositivo, como roturas de la bomba o fallos de la canula.

Todos los procedimientos llevados a cabo en los 15 especimenes que componen este
estudio fueron realizados siguiendo las pautas previamente establecidas. La programacion
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y activacion del dispositivo se realizé con éxito en todos los casos. Sin embargo, se iden-
tificaron varias incidencias que se describen a continuacion, todas ellas relacionadas con
alteraciones en las concentraciones obtenidas, bien por fallo en el dispositivo, bien por
complicaciones durante la toma de muestras.

Del total de 15 Mf, en 3 de ellos se obtuvieron concentraciones de FITC-Dextran
anormalmente bajas, con respecto al resto de especimenes pertenecientes a su mismo
grupo de estudio:

En el caso del Mf4-2h-OD, no se evidencié ningtin flujo de perilinfa durante el trans-
curso del segundo tiempo quirtargico, por lo que no se pudo obtener ninguna muestra
de perilinfa-FITC-Dextran. Se procedié entonces a implantar, en el mismo especimen, el
oido contralateral (Mf4-2h-OI), con el fin de descartar la posibilidad de una lesién a nivel
del oido de dicho animal. En este ultimo caso, se obtuvieron concentraciones mayores
que aquellas correspondientes al resto de especimenes pertenecientes al Grupo 2 horas
(30.07-1177.22 uM). Una vez analizados todos los datos obtenidos a partir del estudio de
este especimen, Mf4-2h-OD, no se evidenciaron alteraciones del dispositivo implantado.
La guia de electrodos junto con la canula de liberacién se encontraba dentro de la ET, en
posicion correcta. El tubo de silicona estaba igualmente intacto, sin encontrarse posibles
pinzamientos ni roturas del mismo. La carga de FITC-Dextran del dispositivo mostraba
una adecuada liberacién del mismo, sin poder dilucidar el lugar a donde se distribuyo el
contenido. Se descartd entonces la posibilidad de que se tratase de una alteracion en el
funcionamiento del dispositivo implantado. A nivel intraoperatorio, tampoco se eviden-
ciaron hallazgos anatémicos que pudieran explicar la ausencia de flujo de perilinfa. Asi,
una vez analizados todos los datos obtenidos a partir del estudio de este especimen, se
consideraron dos hipdtesis: en primer lugar, la ausencia completa de flujo de perilinfa-
FITC-Dextran obtenido durante la toma de muestras, orienta hacia la posibilidad de una
patologia a nivel de la céclea de este especimen. Corroborando este hecho, cabe resaltar
que, a pesar de que el sellado de la VR fue idéntico a aquel llevado a cabo en el oido
contralateral, Mf4-2h-OI, el Mf4-2h-OD fue el tnico del Grupo 2 horas en el que no se
evidenci6 fistula a nivel de la VR; en segundo lugar, se plante6 igualmente como posible
condicionante a la ausencia de muestras obtenidas, la obliteracion del flujo intracoclear
por abundantes esquirlas 6seas en el apex de la coclea, impidiendo la obtenciéon de mues-
tras de perilinfa en este especimen (Figura 4.33), tal y como otros autores previamente
describieron [12].

A diferencia de este ultimo, el Mfl1-24h presenté tnicamente algin resto de FITC-
Dextran (1-4 uM) a lo largo de la toma de muestras. Al revisar el dispositivo implantable,
asi como la presencia de fibrosis en la zona u otras alteraciones que pudieran haber
condicionado la liberacion, se comprobd que la guia de electrodos junto con la canula de
liberacion se encontraba dentro de la ET, en posiciéon correcta, sin danos significativos
a las estructuras cocleares (clasificacién de Eshraghi [91]: 1). El tubo de silicona estaba
igualmente intacto, sin encontrarse pinzamientos ni roturas del mismo. No se evidenciaron
fugas de FITC-Dextran a nivel de la VR ni de la regién mastoidea. En este especimen,
el procesamiento histolégico esta artefactado (Figura 4.57), no permitiendo la 6ptima
visualizacion de las distintas reacciones biologicas generadas tras la implantacion. Sin
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embargo, tras el analisis detallado de estos factores, la principal hipétesis que podria
orientar a la explicacién de los resultados obtenidos es la posibilidad de un fallo en el
funcionamiento de la bomba de liberacion o bien un fallo durante la programacién de la
misma, que conllevase una interrupcion del proceso de liberaciéon de la sustancia inyectada.

Por su parte, en el especimen Mf1-7d, la liberacion de FITC-Dextran se vio igualmente
condicionada, no obteniendo concentraciones que superasen los 30 pM. En este caso, cabe
resaltar que al comienzo del segundo tiempo quirtrgico se evidencié desconexion de la
canula de liberacion a nivel del acoplador de acero inoxidable, permaneciendo la guia de
electrodos junto con la porcién intracoclear de la canula de liberacién dentro de la ET,
en posicion correcta. No se evidenciaron fugas de FITC-Dextran a nivel de la VR ni de
la region mastoidea. Se estima que la explicaciéon mas plausible a esta alteracion en el
dispositivo viene condicionada por un error manual a la hora de conectar ambos compo-
nentes, previo a la programaciéon de la bomba y posterior implantacion del dispositivo,
asociado a la fibrosis generada sobre la zona de implantacién y la propia fuerza ejercida
por la misma sobre el dispositivo en el transcurso de los 7 dias, entre el primer y el segun-
do tiempo quirdrgico, habiendo contribuido a la desconexién de ambos componentes del
IC. A criterio del cirujano, la cdnula se encontraba desconectada del acoplador de acero,
previo a la retirada del tejido fibroso generado sobre la zona de implantacion.

Las concentraciones obtenidas de estos tres especimenes fueron consideradas como “no
valorables”. Sin embargo, esa minima concentracion de FITC-Dextran evidenciada durante
la toma de muestras en estos tltimos 2 especimenes (Mf1-24h y Mf1-7d) orienta hacia la
posibilidad de haberse producido una adecuada liberacion inicial, con una interrupcion
posterior (presumiblemente por una mala programacion o un fallo en el funcionamiento
del dispositivo en Mf1-24h, y por una desconexion de la canula a nivel del acoplador de
acero inoxidable en Mf1-7d), pero manteniéndose las concentraciones pasadas 24 horas
y 7 dias, respectivamente, lo que demuestra el escaso “lavado” que se produce a nivel
perilinfatico en el Mf, independientemente de la liberacién prolongada de sustancia.

Por otro lado, se presté especial atencion en evitar alteraciones en las concentraciones
obtenidas durante la retirada del dispositivo. De esta forma, una vez finalizada la toma
de muestras, la retirada del dispositivo se llevé a cabo siguiendo unos pasos rigurosos,
con el fin de evitar no solo danos a nivel intracoclear, por la movilizacién del mismo,
sino también un posible aumento brusco de concentraciones generado por la compresion
accidental de la canula de liberacién. Asi, en todos los especimenes se procedio al clampaje
de la canula de liberacién por medio de un hemoclip, previo a la retirada del mismo. Este
hecho no se considera que pueda haber condicionado ninguno de los hallazgos histolégicos
evidenciados, asi como ningtin posible cambio en las concentraciones obtenidas.

5.4. Respecto al procedimiento quirdrgico y la técni-
ca de toma de muestras

Todos los procedimientos quirtrgicos, tanto de implantacién del dispositivo, como de
liberacion de sustancia, toma de muestras y posterior retirada de las bombas de liberacion,
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fueron realizados con éxito en el total de los 15 especimenes que componen este estudio.
Sin embargo, y con el fin de obtener las conclusiones mas precisas, a continuacién se
detallan los principales factores implicados en el procedimiento quirirgico y de toma de
muestras que pueden condicionar los resultados obtenidos:

5.4.1. Traumatismo generado por la colocacién del implante

A lo largo de la historia, diversos estudios han buscado conocer el danio que los distintos
factores a los que se expone el oido pueden causar a este 6rgano de los sentidos. Ya
en 1978, Moody et al. establecen en Macaca, incluyendo entre ellos especimenes de la
subespecie fascicularis, una relacion directa entre el dano a la estructura coclear, en
este caso por la exposicion a ruido intenso, y la alteracién de la capacidad auditiva,
con cambios en los umbrales a nivel audiométrico, siguiendo la distribucién tonotdpica
de la céclea [151]. En 2019, Burton et al. analizaron el trauma actstico en primates
no humanos [174]. Este estudio describia la proximidad existente entre estas especies
animales, especialmente entre las subespecies pertenecientes al grupo de los monos del
Viejo Mundo (como Macaca rhesus, Macaca fuscata, Macaca nigra o Mf) y los humanos,
alcanzando incluso una similitud del 93,5 % de la secuencia genémica, asi como los factores
especificos que condicionarian la futura extrapolaciéon de los resultados obtenidos a la
implementacién de estrategias terapéuticas en la practica clinica. Como exponen estos
autores, y aunque existen variaciones entre las especies de primates no humanos, los rangos
de frecuencias auditivas son muy similares a los del ser humano. Asi, la capacidad auditiva
de estos animales estaria comprendida entre un rango de 0.028-38.25 kHz en Macaca nigra
[175], o de entre 0.25 y 40 kHz en Macaca rhesus [176]. En estudios anteriores, Heffner et
al. describieron un espectro mayor en Macaca fuscata, similar al descrito por Moody et al.
[151], con rangos entre 0.063-32 kHz y 0.063-64 kHz, respectivamente [177]. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que la mayor sensibilidad (intensidades en torno a 0 dB) en el
audiograma U-shaped se registra en frecuencias entre 500-4000 Hz y 1000-16000 Hz en
humanos y macacas de la familia Cercopithecidae (monos del Viejo Mundo) (analizados
en este caso en Macaca rhesus), respectivamente [174]. Por su parte, el oido humano
normo-funcionante es capaz de escuchar sonidos que abarcan un rango de frecuencias
comprendido entre 20 kHz y 20 Hz, de la region méas basal de la coclea a la mas apical,
respectivamente [174][178].

Al igual que la exposicion a ruidos intensos, la colocacién de un dispositivo auditivo
implantable puede condicionar la capacidad auditiva, habiendo sido esto analizado tanto
en primates como en el propio ser humano. En la actualidad existe una amplia variedad
de IC, clasificados en funcién de distintas variables, como puede ser, entre otros factores,
la longitud, en relacion directa con la profundidad de insercion, la rigidez de la guia de
electrodos, o su diseno, en relacién con su posicién respecto al modiolo. La eleccién del
dispositivo de IC més adecuado para cada paciente y/o patologia, es fundamental para
conseguir obtener los mejores rendimientos del mismo [162][179][180][181].

A pesar de las mejoras en la técnica quirtrgica y en el desarrollo de las guias de
electrodos empleadas, la colocacién de un IC genera invariablemente un dano al oido
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interno, asi como un ambiente proinflamatorio, que favorece el aumento de las impedancias
eléctricas y el empeoramiento de los niveles auditivos postoperatorios (en torno al 20 %
de los casos) [97]. En este estudio los niveles de atraumaticidad fueron aceptables, como
demuestran los resultados de los estudios histologicos, donde se apreciaron puntuaciones
que no excedieron el grado 1 de la Clasificacién de Eshraghi [91]. El diseno de la guia de
electrodos empleada [150], asi como la adecuada técnica quirtrgica, contribuyeron a ello,
teniendo igualmente repercusiones positivas en los procedimientos posteriores: liberacion
de sustancia, toma de muestras e interpretacion de los resultados obtenidos.

5.4.2. Cambio de presiones generado por la alteracion de las
estructuras que delimitan el oido interno

El adecuado mantenimiento de la fisiologia de los liquidos cocleares depende de un
equilibrio muy preciso de los mismos. El procedimiento quirtrgico de implantacion del
dispositivo de liberacién intracoclear requiere de la alteracién estructural de la coclea.
Las manipulaciones quirtirgicas han demostrado generar cambios en el flujo de los liquidos
cocleares, asi como en la posible influencia de la entrada de LCR a través del AC [182].
Asi, un error durante los procedimientos, con la consecuente alteracion de cualquiera
de las estructuras relacionadas con los liquidos laberinticos, condicionaria los resultados
obtenidos.

Se analizan, a continuacion, aquellos mecanismos que, durante la realizaciéon de nuestro
estudio, potencialmente podrian haber generado algin dano:

5.4.2.1. Alteracién de la cadena de huesecillos, con desarticulacién de la pla-
tina del estribo

En los 15 especimenes a estudio, previo a la implantacion del dispositivo, se desarticuld
el yunque del estribo, con el fin de obtener un mejor control anatémico y una mayor
accesibilidad al conjunto de estructuras que componen el oido interno. Esta maniobra
fue esencial para abordar el apex de la coclea. El dano a nivel de la platina del estribo
generaria una fistula entre el oido interno y el oido medio, a nivel del vestibulo, con la
consiguiente pérdida de perilinfa a través de la ventana oval.

La presencia/ausencia de fistulas constituye un factor de gran importancia en el man-
tenimiento del flujo fisiologico de los liquidos intralaberinticos. En nuestro estudio, este
procedimiento se realizé con éxito en todos los Mf, sin alterar en ningin caso la platina
del estribo, por lo que los resultados no se vieron condicionados por este aspecto.

5.4.2.2. Cambios generados a nivel de la ventana redonda

La colocacion del dispositivo a través de la membrana de la VR genera invariablemente
una comunicacién entre el oido medio y la espira basal de la céclea, mas concretamente,
la perilinfa de la ET. Feijen et al. [99] mencionaron la importancia de la posicién de la
VR, especialmente en relacién con la resistencia del AC al flujo de fluidos. Se cree que
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el desplazamiento hacia dentro de la membrana de la VR aumenta la resistencia al paso
de fluidos. La colocacion del IC en la ET podria producir este cambio en la posicién
de la membrana de la VR, condicionando el flujo de fluido intracoclear y, por tanto,
condicionando las diferencias encontradas entre los dos modelos animales. En nuestro
estudio, la incision llevada a cabo en los 15 Mf se ajust6 al tamaiio de la guia de electrodos y
la insercion del dispositivo se realizé de forma cuidadosa, evitando generar mayores danos
en la misma.

Por otro lado, la apertura de la VR para la insercién de la guia de electrodos del 1C
puede permitir la eliminacion parcial de la sustancia inyectada tras su administracion
a nivel de la espira basal de la céclea. Estudios previos demostraron la importancia de
lograr un correcto sellado de la VR para evitar las corrientes de flujo retrogradas que
pueden igualmente verse obstaculizadas por el pequenio tamano de la zona de inyeccion.
En su andlisis establecieron que las fugas que pueden generarse en el lugar de inyeccién
por un incorrecto sellado de la VR, tras la colocacién del dispositivo implantado, juegan
un papel importante en la farmacocinética coclear, teniendo una gran influencia en los
niveles de FITC-Dextran obtenidos a nivel apical [66][84][183]. Asi, con el fin de asegurar
un correcto sellado de la membrana de la VR, en nuestro modelo animal este sellado se
llevé a cabo de tres formas diferentes. Se procedié a la colocacion bien de cianoacrilato,
bien de F, o bien del conjunto de ambos, sobre la membrana de la VR, en torno a la
guia de electrodos y la canula de liberacion, tal y como se detalla previamente para cada
especimen en el apartado: Resultados en cada uno de los grupos a estudio. Sin embargo, y
a pesar de las distintas técnicas empleadas en los distintos Mf, independientemente del uso
de una u otra, 5 especimenes pertenecientes al Grupo 2 horas (Mf1-2h, Mf2-2h, Mf3-2h,
Mf4-2h-OI, Mf5-2h) presentaron fugas de FITC-Dextran en torno a la VR (determinadas
por la observacion del FITC-Dextran a nivel del nicho de la VR), previo a la realizacién de
la cocleostomia apical. En ninguno de los especimenes pertenecientes al Grupo 24 horas
se observaron fugas. El propio sellado de la membrana de la VR durante este periodo
de tiempo puede explicar estas observaciones, condicionando igualmente el mayor flujo
intracoclear en direccién apical evidenciado y la estabilidad en las concentraciones, a lo
largo de la toma de muestras. De igual forma, en el Grupo 7 dias no se observaron fugas
en ningin Mf. Se estima que una cierta reaccion tisular de reparacién de la membrana
de la VR tendria lugar probablemente a partir de las primeras 24 horas, permaneciendo
estable durante, al menos, una semana.

En nuestra opinién, y dados los resultados obtenidos, las fugas de FITC-Dextran
evidenciadas en los especimenes que componen el Grupo 2 horas no parecen generar alte-
raciones significativas en las concentraciones obtenidas. Si bien en los 5 Mf que componen
este grupo, en los que se obtuvieron concentraciones valorables (Mf1-2h, Mf2-2h, Mf3-2h,
Mf4-2h-OI y Mf5-2h), se evidenciaron fugas de FITC-Dextran, la curva de concentracio-
nes obtenida para cada uno de los especimenes sigue una distribucion similar a lo largo de
la toma de muestras. Si los resultados estuvieran condicionados por dichas fugas, la ten-
dencia no seria tan similar entre los distintos Mf estudiados. Esto produciria alteraciones
no so6lo en la muestra M1, siendo considerada ésta la mas representativa para corroborar
este hecho, sino también en el conjunto del esquema LADME, fundamentalmente en la
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distribucion de la sustancia. Estudios previos demuestran el importante papel que juega
la eliminacion de una sustancia a la hora de valorar su adecuada distribucién [84]. Por
otro lado, y dado que estas fugas solo se evidenciaron en el Grupo 2 horas, apareciendo
en todos los especimenes analizados a pesar del empleo de distintas técnicas de sellado
en cada uno de ellos (Tabla 4.2), este hecho apoya la hipdtesis previamente mencionada
de que existe una reaccion tisular de reparacion generada en la membrana de la VR que
limita las fugas a largo plazo.

5.4.2.3. Influencia de la presencia del dispositivo de implante coclear a nivel
de la escala timpanica

La colocacién de un dispositivo de IC a nivel de la ET, dado que supone una cierta
ocupacion de dicha estructura, genera invariablemente un cambio en las presiones del
oido interno. Una de las claves en la eleccién del dispositivo de IC es el conocimiento
del volumen de la coclea. Estudios previos demostraron, por medio del andlisis de las
dimensiones exactas de la E'T en un total de 9 huesos temporales humanos, que el didametro
6ptimo de un IC deberfa ser menor de 0.5 mm [184]. Cuanto mayor sea el dispositivo
implantado, mayor volumen de la ET estara ocupado, produciendo un aumento de presiéon
intracoclear, perilinfatica [185]. Este hecho podria afectar a la velocidad de distribucion
de la perilinfa hacia la region apical.

La longitud de la guia de electrodos, 11 mm, en el Mf, cubre exclusivamente la espira
basal y la regiéon més inicial de la primera espira, por lo que el didmetro de la ET sélo se
veria afectado en esta zona. Se estima que la longitud total de la ET en el Mf alcanza un
valor de 17.2 mm [51]. En este estudio, el dispositivo implantado es discretamente diferente
con respecto a un IC convencional. En el apartado Material y métodos se describe en
detalle el dispositivo empleado en este estudio. A pesar de la incorporacién de la canula
de liberacion asociada al dispositivo, ésta se encuentra, a nivel intracoclear, embebida
en el mismo “estuche” que la guia de electrodos. Su didametro méximo, correspondiente
a 0.5 x 0.35 mm, no es mayor que el diametro de los dispositivos de IC convencionales,
empleados en la practica clinica habitual, por lo que se estima que este factor no deberia
ser un condicionante para los resultados obtenidos en este estudio. Por otro lado, la
evidencia de un flujo de sustancia en los tres grupos a estudio (Figura 4.116), corrobora
esta hipdtesis, no pareciendo condicionar de forma significativa el flujo de liquidos en
direccion apical. Finalmente, y de cara a poder emplear en un futuro dispositivos de
liberacién intracoclear similares en el ser humano, se plantea como hipdtesis que, dado
que la céclea del ser humano presenta un mayor tamano que la del Mf, estimandose que
el volumen de la ET en el Mf y en el ser humano es de 7.8 y 40.5 uL, respectivamente
[51], estos resultados farmacocinéticos podrian ser extrapolados en un futuro, no estando
significativamente condicionados por este factor.

5.4.2.4. Alteraciéon de la estructura anatémica de la capsula 6tica

En este estudio, la alteracion de la capsula otica es de gran importancia, pues puede
igualmente generar cambios de presiones, condicionando los resultados obtenidos. Asi, en
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este caso, la técnica quirurgica llevada a cabo conlleva fundamentalmente el analisis de
dos regiones de la capsula otica, que a continuacion se detallan:

A. A nivel del CSH:

204

El procedimiento de colocacion de un IC requiere de un primer tiempo de fresado
de la apdfisis mastoides, con el fin de exponer el antro mastoideo. La consecucion de
este tiempo quirtrgico conlleva la exposicion de la cobertura 6sea del CSH. En este
especimen a estudio, la capa 6sea que recubre el CSH presenta un menor espesor, asi
como una orientacién mas vertical, con respecto al ser humano. Dado que los liqui-
dos cocleares se distribuyen a lo largo del oido interno, comunicandose la perilinfa
procedente de la coclea, a nivel de la EV, con la perilinfa que bana las estructu-
ras vestibulares, la apertura accidental de la capa 6sea que cubre el CSH generaria
igualmente cambios en el oido interno que condicionarian la farmacocinética coclear
y, por tanto, los resultados obtenidos.

La fenestracion del CSH fue por primera vez empleada como tratamiento para
una patologia del oido, la otosclerosis, en 1913, por Jenkins. Anos més tarde, en la
década de 1930, Lempert demostr6 beneficios auditivos en mas del 50 % de pacientes
diagnosticados de otosclerosis, con ganancias auditivas que oscilaban entre 20 y 25
dB [186]. Siguiendo esta linea de investigacion, ya en el afio 1979 se demostrd que
la apertura de dicha cobertura ésea, sin alterar la estructura membranosa, supone
cambios en la distribucién intracoclear de sustancias, con minimas posibilidades de
generar alteraciones en los niveles auditivos, que oscilan entre 1y 2 % [187]. Ademés,
en 2018, el grupo de trabajo de Yoshimura fue el primero, en el &mbito de la terapia
génica, en analizar el comportamiento de la farmacocinética coclear por medio de la
administracion de vectores virales a través de la VR, asociado a una canalostomia,
en ratones. Sus resultados mostraron no solo una mayor difusién de la sustancia
inyectada, sino también un distinto patréon del flujo, dependiente de la localizacion
de la canalostomia [188].

En los 15 Mf incluidos en este estudio se llevé a cabo la mastoidectomia sin
incidencias, comprobando el correcto sellado del CSH en todos ellos, previo a la
realizacion de la timpanotomia posterior y exposicion de la VR.

. A nivel del apex coclear:

La apertura de la cocleostomia apical, con la sucesiva toma de muestras, conlleva
invariablemente un cambio de presiones a nivel intracoclear, pudiendo contribuir a
generar un flujo desde el lugar de inyeccién (base de la ciclea) hasta el dpex. Asi,
se valoré que la apertura de la cocleostomia juega un papel fundamental a nivel
apical, ya que podria generar un “efecto succién” que condicionase un flujo apical
de perilinfa, pudiendo ser inexistente en el caso de no tener esta apertura coclear.

Para evitar estas técnicas invasivas, algunos autores realizaron estudios con el
objetivo de determinar métodos de medicién indirectos que permitan preservar la
integridad estructural del oido interno [170]. En 2013, Haghpanahi et al. realizaron
un estudio en ratones en el que liberaron perilinfa artificial con contraste en la espira
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basal de la ET para, mediante una técnica no invasiva (Micro-CT), poder monito-
rizar y cuantificar los diferentes espacios cocleares rellenos de liquido, asi como la
distribucion radial y longitudinal que presenta una determinada sustancia cuando
se inyecta directamente en el oido interno, sin la alteracién que supone la apertura
de la capsula 6tica, es decir, la cocleostomia apical. Sus resultados coinciden con
los obtenidos por otros autores, mostrando que, independientemente de la apertu-
ra de la cocleostomia a nivel apical, la difusién pasiva es el mecanismo dominante
en la distribucién del farmaco, no sélo a través de la coclea, sino también hacia
los diferentes compartimentos adyacentes [189]. Este estudio fue continuado por el
grupo de trabajo de Moudgalya, ampliando esa técnica con el registro de imagenes
en 3D y permitiendo entonces una mayor resolucion espacial a la hora de extraer
las concentraciones [170]. Aunque estas técnicas no invasivas parecen generar una
menor alteracion de los mecanismos fisiologicos de la céclea, los resultados obteni-
dos al analizar las concentraciones son acordes con aquellos obtenidos tras la toma
de muestras de perilinfa, por lo que el mencionado “efecto succiéon” en modelos de
roedores puede no tener repercusiones significativas en la farmacocinética coclear
[170].

Sin embargo, otros autores afirman que cuando la coclea esté correctamente sella-
da, el volumen y el flujo intracoclear generado a través del AC es muy bajo, mientras
que cuando se perfora la cdpsula ética, la perilinfa es rdapidamente sustituida por
LCR que entra en la espira basal de la ET a través del AC [9][120]. Por otro lado,
también se ha demostrado que los cambios de volumen de la perilinfa producidos al
aumentar su osmolaridad (como por ejemplo en este caso, con FITC-Dextran), ge-
neran un movimiento del LCR a través del AC hacia la ET para alcanzar presiones
hidrostéticas compensatorias [9].

Ademas, en relacién con este cambio de presiones condicionado por el posible
“efecto succién” generado por la apertura de la capsula Otica, otro dato importante
a resaltar es el tiempo transcurrido hasta la apertura de la cocleostomia apical y el
inicio de la toma de muestras, asi como el tiempo transcurrido entre una muestra
y otra. En este estudio, la apertura de la cocleostomia no deberia suponer grandes
cambios en las concentraciones obtenidas en las primeras muestras, pues la crea-
cién del silicon cup contribuye al mantenimiento de los liquidos cocleares en el oido
interno, evitando posibles fugas. Los estudios del grupo de trabajo de Mynatt rela-
cionan cada muestra obtenida con un nivel diferente de la ET [120]. Como afirma
este grupo de trabajo, cuando las muestras se toman del apex coclear, la perilinfa
extraida de la coclea es sustituida por LCR, entrando a la ET a través del AC.
Asi, la muestra inicial contendria perilinfa de la regién mas apical, mientras que
las muestras sucesivas procederian de regiones cada vez méas basales. Se plantea la
posibilidad de que el “efecto succiéon” generado por la apertura de la cdpsula 6tica
pueda condicionar un alteraciéon en la homeostasis coclear, generando un mayor flujo
apical y, con ello, un menor tiempo requerido para la toma de muestras.

En nuestro estudio el tiempo de obtencién de las 10 muestras fue variable, con
una media de 27.40 + 9.07, 65.60 + 38.92 y 66.60 + 11.86 minutos para el Grupo
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2 horas, Grupo 24 horas y Grupo 7dias, respectivamente. Asi, la toma de muestras
en el Grupo 2 horas fue mas rapida que en el Grupo 24 horas y en el Grupo 7
dias. La posible explicacion a esta diferencia de tiempos es la homogeneidad de
concentraciones alcanzada a lo largo de la coclea en aquellos especimenes en los que
la liberacion se produjo durante 24 horas o 7 dias. En el Grupo 2 horas, en cambio,
las concentraciones fueron menos homogéneas favoreciendo, por tanto, una mayor
velocidad de flujo de solutos.

Hasta ahora, los conocimientos sobre la homeostasis del oido interno se basan en
la experiencia en el Gp. Nuestros resultados muestran comportamientos diferentes en
términos de concentracion y tiempo. En 2002, Salt establecié que para que un soluto
consiga alcanzar una distancia aproximada de 10 mm por simple difusién pasiva, el
tiempo requerido puede alcanzar incluso horas [45]. En nuestro estudio en Mf, en el
Grupo 24 horas y Grupo 7 dias, desde la primera muestra obtenemos concentracio-
nes maximas. Sin embargo, en el Grupo 2 horas, las concentraciones maximas no se
obtienen hasta las muestras 5-7. Esto hace suponer que existen diferencias funcio-
nales en estas especies animales, como la posibilidad de que se requiera mas tiempo
para que la sustancia, por simple difusion pasiva, llegue al dpex, condicionado por
la menor influencia del AC en el Mf, como bien profundizaremos mas adelante, en el
apartado: Diferencias entre especies, siendo igualmente insuficiente la apertura de
la cépsula dtica (cocleostomia apical) para conseguir un flujo longitudinal répido,
como sucede en el Gp.

5.5. Respecto a los resultados de concentraciones ob-
tenidos de las muestras tomadas. Comparativa
con otros estudios previos

Como se ha ido mencionando a lo largo del texto, distintos autores han profundizado
en los tultimos afnos en el conocimiento de la farmacocinética del oido interno en distintos
animales de experimentacion. La metodologia seguida en este estudio se basa en aquella
planteada por el equipo de trabajo de Salt [84]. Sin embargo, los resultados obtenidos en
el Gp y los aqui mostrados, en Mf, presentan diferencias destacables.

Nuestros resultados difieren en funcién del tiempo de liberacién de FITC-Dextran, es
decir, en funciéon de cada uno de los grupos a estudio: Grupo 2 horas, Grupo 24 horas y
Grupo 7 dias. Asi, en el Grupo 2 horas se observo, sin alcanzar la significacién estadistica,
un aumento de las concentraciones de FITC-Dextran a medida que avanzdbamos en la
toma de muestras, es decir, a lo largo de la ET desde el apex hacia la base, alcanzando
concentraciones maximas en M7, con un valor de 662.83 M, manteniéndose estable en
las muestras sucesivas. Sin embargo, los resultados en el Grupo 24 horas y en el Grupo
7 dias describen un comportamiento mas estable a lo largo de las 10 muestras obtenidas,
alcanzando una meseta con concentraciones medias que oscilan entre 2144.91-2564.15 uM
para el Grupo 24 horas, y entre 1409.69-2502.20 uM, para el Grupo 7 dias, es decir, mas
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bajas en este ultimo grupo. Ademads, las ultimas muestras del grupo 7 dias presentan
una tendencia estadisticamente significativa a la disminucién de la concentracion media
obtenida, en probable relacién con el comienzo del “lavado” de sustancia (Figura 4.116).

Dado que nuestro estudio se basa en la metodologia descrita en Gp por el grupo de
trabajo de Salt [84], se realizé una comparativa entre sus resultados y los aqui obtenidos.
Su estudio mostr6 concentraciones elevadas de FITC-Dextran en las primeras muestras
(curva ascendente hasta la muestra 3-4) para los tres grupos a estudio: Grupo 2 horas,
Grupo 24 horas y Grupo 7 dias. En las muestras sucesivas, en los 3 grupos a estudio
se evidencié una caida de las concentraciones obtenidas, mas marcada en aquel grupo
con mayor tiempo de infusion, es decir, en el Grupo 7 dias, seguido del Grupo 24 horas
y, finalmente, del Grupo 2 horas, hasta alcanzar un “lavado” completo de la sustancia
(Figura 5.1).
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Figura 5.1: Concentraciones de FITC-Dextran en el Guinea pig. Grafica comparativa de la media de
concentraciones obtenidas en el Gp a lo largo de la toma de muestras, tras la administracién de FITC-
Dextran, en funcién del grupo de liberacién a estudio. 2 hr: Grupo 2h, 24 hr: Grupo 24h, 7 day: Grupo
7 dias, Apical ST: regién apical de la ET, Basal ST: regién basal de la ET, CSF: LCR, sample number:
nimero de muestra. Imagen recuperada de: Salt et al. (2017) [84].

Tal y como la Figura 5.1 muestra, la explicaciéon a estos hallazgos estaria en relacién
con lo expuesto previamente por otros autores [9][120], correspondiéndose asi en el Gp la
muestra M1 con el dpex (Apical ST) y la muestra M4 con la regién més basal (Basal ST),
estando las muestras sucesivas principalmente condicionadas por la entrada del LCR a
través del AC y su tendencia a la distribucion apical, con el consiguiente “lavado” de la
sustancia.

Asi, la diferencia de resultados entre las muestras aqui estudiadas y el Gp nos llevé a
analizar aquellos posibles condicionantes que afectan a los resultados obtenidos.
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5.5.1. Esquema LADME

La farmacocinética coclear se rige principalmente por el esquema LADME: Liberacion,
Absorcién, Distribuciéon, Metabolismo y Eliminacion de farmacos. A continuacién, nos
referiremos a cada uno de estos conceptos LADME para contrastar nuestros resultados
con los obtenidos por otros autores [64] .

» Liberacion y absorcion:

En este estudio, la liberacién se realizé a través de una cdnula asociada a un IC,
por lo que la liberacion se produjo directamente en la ET de la coclea, a 4 mm de
distancia de la VR. A diferencia de los casos en los que la liberacién tiene lugar a
nivel del oido medio, la administracién directa a nivel de la ET evita los factores
dependientes de la absorcién de la sustancia administrada, no condicionando por
tanto los resultados obtenidos en este estudio.

El método de administracion elegido también juega un papel importante en la
farmacocinética coclear. En 2018, Salt y Plontke recopilaron informacién sobre las
ventajas que ofrece la liberaciéon de una determinada sustancia directamente en los
espacios perilinfaticos (disminuyendo las pérdidas a través del oido medio en el caso
de la administracion intratimpanica, por ejemplo), asi como aquellas ventajas deri-
vadas de una liberacién constante del farmaco durante un largo periodo de tiempo,
con el fin de favorecer los mecanismos farmacocinéticos intrinsecos de la propia es-
tructura coclear, dependientes principalmente de la difusién pasiva, que controla la
distribucién de la sustancia hacia las regiones més apicales de la céclea [66]. Los
beneficios de este tipo de liberacion han sido demostrados en seres humanos en los
ultimos afnos [35]. De hecho, esta forma de liberacién por medio de un IC, asociado a
una canula y una bomba de liberacion asegura una administracién constante de sus-
tancia con respecto a otras técnicas, como pueden ser los coating CI electrode-arrays
[97].

En este estudio, se inyectaron 2 pl/h en un flujo pulsatil en cada uno de los
especimenes implantados. Se ha demostrado que este tipo de perfusion, en lugar
de un flujo continuo, reduce significativamente las altas concentraciones basales,
manteniendo casi las mismas concentraciones apicales. Este hecho se considera
especialmente relevante para optimizar las concentraciones dentro de una ventana
terapéutica [170].

= Distribucién y metabolismo:

Se considera que las muestras mas relevantes para la valoracion de la distribucion
y metabolismo de la sustancia inyectada a lo largo de la ET son M1 y M10. Por
un lado, M1 es un indicador fiable del grado de difusiéon del FITC-Dextran a lo
largo de la ET hasta alcanzar el apex, ya que no esta influenciado por el posible
“efecto succion” generado con los tubos capilares empleados durante la toma de
muestras, mencionado en el apartado: Alteracion de la estructura anatomica de la
cdpsula otica. Por otro lado, M10 ofrece una idea de la permanencia o ausencia de
la sustancia inyectada, en funcién no solo del tiempo de liberacién, sino también de
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su progresivo “lavado”, directamente relacionado con la distribucion y eliminacion
de esta sustancia a lo largo de la estructura coclear.

Tal y como se puede apreciar en la Figura 4.116, el trazado de las curvas de
concentracién evidenciado muestra un comportamiento diferente segin el grupo a
estudio. Asi, en el Grupo 2 horas, la curva de concentracion mostré una tendencia
que, aunque no alcanzé la significacion estadistica, reflejé un incremento progresivo
de las concentraciones desde M1 hasta M7, a partir de la cual se estabiliz6. Las
concentraciones obtenidas en M1 sugieren una concentracion baja en el apex coclear.
Estos resultados difieren de aquellos planteados por el grupo de trabajo de Salt, pues
en nuestro estudio, en el Grupo 2 horas, no se puede deducir la existencia de un
“lavado” de sustancia tras la toma de 10 muestras, dado que no se evidencié una
disminuciéon en las concentraciones obtenidas. Salt et al. plantean la hipotesis de
que el flujo de LCR que entra a través del AC desempene un papel importante en
el “lavado” de FITC-Dextran de la ET [84]. En el Mf, esta tendencia no se observé
tampoco en el Grupo 24 horas, donde las concentraciones tendieron a mantenerse
estables a lo largo de la toma de muestras, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de M1y M10 en este grupo. Por su parte, en el Grupo 7
dias, se observé una tendencia decreciente de las concentraciones, estadisticamente
significativa, desde M1, correspondiente a la concentracién maxima, hasta M10,
siendo ésta 1ltima la concentracién minima obtenida.

Por otro lado, las concentraciones medias totales también difirieron significativa-
mente entre grupos (Grupo 2 horas, Grupo 24 horas y Grupo 7 dias). El Grupo 24
horas present6 concentraciones mayores que el Grupo 2 horas, de forma estadistica-
mente significativa. Asi mismo, el Grupo 7 dias también presentd concentraciones
mayores que el Grupo 2 horas, estadisticamente significativas. Sin embargo, y aun-
que se apreciaron concentraciones mayores en el Grupo 24 horas que en el Grupo 7
dias, éstas no alcanzaron la significacién estadistica.

La posible explicacién ha estos hechos se detalla a continuacion:

o En el Grupo 2 horas, la media de concentraciones mostré una tendencia ascen-
dente, dado que la sustancia no permanecio el tiempo suficiente en la ET para
alcanzar concentraciones maximas a nivel del 4pex. Las menores concentracio-
nes obtenidas en este grupo, con respecto al Grupo 24 horas y Grupo 7 dias,
apoyan esta hipotesis.

o En el Grupo 24 horas no se evidenciaron diferencias entre las concentraciones
obtenidas, desde M1 hasta M10. Las concentraciones de este grupo fueron ma-
yores que las obtenidas en los otros dos grupos. Esta curva de concentraciones
sugiere que pasadas 24 horas de liberacion de sustancia en la espira basal de
la coclea, el FITC-Dextran alcanza el apex en concentraciones maximas. La
ausencia de disminuciéon de concentraciones a lo largo de la toma de muestras
indica que aun no se ha producido un “lavado” de sustancia o, al menos, que és-
te no es lo suficientemente marcado como para condicionar las concentraciones
obtenidas a nivel del 4pex coclear.
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« En el Grupo 7 dias, las concentraciones a nivel del apex coclear, representadas
por las primeras muestras obtenidas, especialmente M1, fueron menores que
aquellas obtenidas en el Grupo 24 horas. Ademas, el analisis de estas concen-
traciones mostré una tendencia claramente descendente, representada por una
diferencia maxima entre M1 y M10. Este hecho sugiere que pasados 7 dias
de liberacién de sustancia, ésta se habria distribuido a lo largo de la céclea,
incluyendo posibles reservorios que seran detallados mas adelante en el apar-
tado: Diferencias entre especies, asi como el inicio del “lavado” de la sustancia
liberada a nivel intracoclear.

Asi, las menores concentraciones obtenidas en M1 en el Grupo 2 horas, con
respecto al Grupo 24 horas y, aunque en menor medida, al Grupo 7 dias (Figura:
4.116) sugieren que el FITC-Dextran en la ET, cuando se administra de la forma
descrita, requiere de un periodo de liberacién comprendido entre 2 y 24 horas para
alcanzar concentraciones apicales maximas, manteniendo posteriormente concentra-
ciones estables. Es decir, este periodo de tiempo, comprendido entre 2 y 24 horas,
se corresponde con el tiempo que tarda la sustancia inyectada en distribuirse por
toda la longitud coclea y en alcanzar el apex coclear. Para determinar con mayor
exactitud el tiempo exacto en el que el FITC-Dextran tarda en llegar desde la zona
basal al dpex deberia reproducirse este estudio fragmentando el tiempo de libera-
cién en ese rango de 2 a 24 horas. Por otro lado, se considera que el tiempo de
liberacion comprendido entre 24 horas y 7 dias se corresponde con el tiempo que
necesita la sustancia para distribuirse no sélo a lo largo de la ET, sino también
hacia compartimentos vecinos, comenzando el periodo de “lavado” de la sustancia
administrada.

Por otro lado, al analizar la distribucion de una sustancia inyectada intraco-
clearmente se concluyé que no solo el flujo de volumen generado por la bomba de
infusion del farmaco, sino también la propia difusion pasiva, inherente a la estructu-
ra coclear, juega un papel fundamental. Dado que la distribucién del farmaco esta
dominada por la difusién pasiva, ésta se verd fuertemente afectada por las posibles
pérdidas hacia compartimentos adyacentes a la escala y otras estructuras descritas
en Gp, pero también por las caracteristicas de la propia sustancia inyectada [9][66].
La difusién esta altamente condicionada por la polaridad, la lipofilicidad y el tama-
no de la sustancia a estudio [110][111]. Por este motivo, la eleccién de la sustancia
a inyectar debe ser analizada en detalle. Este hecho fue corroborado por medio
del estudio de las concentraciones obtenidas tras la liberaciéon de FITC-Dextran
en el Gp, en distintas concentraciones, bien 1 mM, bien 10 mM, y a distintos
flujos: 100 nL. / minuto o 10 nL. / minuto, obteniendo variaciones en las curvas de
concentracién obtenidas [111]. Las propiedades y caracteristicas del FITC-Dextran
aqui empleado, con un peso molecular de en torno a 4000 Dalton, ha demostrado
presentar una mayor dificultad para atravesar las barreras fisiologicas, quedando
retenido en la perilinfa con mayor facilidad que otras sustancias. La baja tasa de
eliminacién condiciona una minimizacion de los gradientes longitudinales a lo largo
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de la escala. De esta forma, se deduce que si estos gradientes estan presentes en
aquellos casos en los que la sustancia empleada es el FITC-Dextran, como en el
presente estudio, el empleo de otras sustancias que presenten una mayor eliminacion
mostraran gradientes incluso mayores [80][84][103].

Finalmente, las diferencias anatémicas existentes entre especies, que seran de-
talladas en el apartado: Diferencias entre especies, pueden también influir en las
diferencias de concentraciones obtenidas en el Mf, en este estudio, y en el Gp [84].

Eliminacion:

Se ha demostrado que la velocidad de eliminacion de la sustancia de la ET tie-
ne una gran influencia en las concentraciones alcanzadas a nivel del apex coclear.
Como describe el grupo de trabajo de Salt [84], si la eliminaciéon se produce maés
rapidamente de lo que difunde la sustancia, ésta no llegaréd al apex en concentracio-
nes significativas. Moudgalya et al. confirmaron este hallazgo demostrando que los
perfiles de concentraciones a nivel de la espira basal de la céclea son similares a las
concentraciones inyectadas, mostrando un descenso significativo a medida que nos
acercamos hacia el dpex, limitado en dicha region por los mecanismos de “aclara-
miento” de la sustancia, independientemente de un mayor tiempo de infusién [170].
Este hecho también podria estar condicionado por las diferentes dimensiones de la
céclea del Gp y del Mf, suponiendo cambios en el volumen de perilinfa y en el flu-
jo. Por tanto, y dependiendo del especimen estudiado, se requeriria un tiempo de
infusién diferente para alcanzar el apex a determinadas concentraciones. Ademas,
y como describen Salt et al., cuanto mas lenta sea la distribuciéon por la escala,
mayor serd el impacto de las pérdidas hacia los compartimentos adyacentes, como
puede ser la vascularizacién, la endolinfa, el oido medio y la cédpsula ética [84]. Se
ha demostrado que los solutos en la perilinfa se distribuyen hacia la mayoria de los
tejidos del oido interno, como pueden ser el ligamento espiral, el ganglio espiral o los
canaliculos de las paredes 6seas del oido, hasta alcanzar la estabilidad [9]. En este
caso, se sabe que el FITC-Dextran es bien retenido en la perilinfa y, por lo tanto,
se estima que las pérdidas no serian suficientemente importantes como para alterar
significativamente la distribucién de la sustancia hacia las regiones apicales de la
coclea.

De igual forma, estudios previos demostraron que el grosor de la capsula otica
puede condicionar la mayor o menor difusién de una determinada sustancia [183]. La
capsula otica del Gp ha demostrado ser considerablemente mas delgada que en otras
especies, como el ser humano. Dada la proximidad filogenética entre este tltimo y el
Mf, aqui estudiado, asi como la permanencia de sustancia en la ET evidenciada en los
especimenes Mf1-24h y Mf1-7d, a pesar de la interrupcion de la liberacion, podrian
corroborar el ya mencionado menor “lavado” existente en esta especie animal. Este
hecho es de especial importancia al estudiar la posible futura aplicabilidad clinica,
debiendo ser considerado a la hora de valorar dosis terapéuticas y posibles efectos
toxicos del farmaco administrado.
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En cuanto a estas vias de eliminacién, también es importante considerar el espacio
extracelular y otros compartimentos como un “volumen adicional” o “depdsito” al
que los farmacos pueden distribuirse desde la perilinfa [84]. Este volumen adicional
podria actuar como un reservorio, lo que llevaria a la obtenciéon de concentraciones
estables durante la toma de muestras, particularmente en el caso de largos tiempos
de liberacion de sustancia y de toma de muestras lentas, como es el caso del Grupo
7 dias. Estos reservorios seran detallados en el apartado: Diferencias entre especies.

Por ultimo, la posible insercién traumatica del IC, con la generacién de danos
de las estructuras anatémicas implicadas, también puede condicionar la presencia
de pérdidas a distintos niveles de la ET. En nuestro estudio, todos los especimenes
fueron analizados histolégicamente en detalle. La clasificacion se Eshraghi [91] no
superé en ninguno de ellos el valor de 1. La histologia no mostré signos de dislo-
cacion de la guia de electrodos de la ET a la EV, ni otras lesiones relevantes en
ninguno de los casos realizados, por lo que estimamos que nuestros resultados estén
minimamente influenciados por este factor.

5.5.2. Diferencias entre especies

Las explicaciones a las principales diferencias encontradas entre el Gp y el Mf pueden
ser resumidas y agrupadas en dos grupos, que a continuacion se detallan:

5.5.2.1. Influencia de la entrada de liquido cefalorraquideo a través del acue-
ducto coclear

En 1979, se llevé a cabo un estudio en el que se demostro la influencia que el LCR tiene,
entrando a la ET a través del AC, a la hora de analizar la farmacocinética coclear. En
dicho estudio se demostré que la apertura de la cisterna magna conllevaba un vaciamiento
del LCR, con una subsecuente disminucion del flujo de fluidos cocleares, estando por tanto
el flujo endococlear en el Gp condicionado en gran medida por la entrada de LCR a la ET.
A pesar de la influencia que esto tiene, este mismo estudio permitié concluir, gracias a la
evidencia de que el “lavado” (de K+, en ese caso) comienza antes de que se pueda medir
la entrada de LCR a la ET, que existe un cierto lavado de sustancias, independientemente
de la entrada de LCR, aunque “més lento y menos eficaz”, en probable relacién con la
pérdida de la sustancia inyectada a través de las distintas vias de eliminacion demostradas
y previamente detalladas en el apartado: Respecto a los resultados de concentraciones
obtenidos de las muestras tomadas. Comparativa con otros estudio previos, como son las
porosidades de la capsula 6tica o las pérdidas hacia compartimentos sanguineos adyacentes
[190].

Analizando el conjunto de los resultados en funcion del especimen a estudio, en el Gp,
la liberacion durante 2 horas, 24 horas y 7 dias presenta una tendencia rapidamente ascen-
dente en las primeras tomas de muestras, para posteriormente disminuir hasta alcanzar
un “lavado” practicamente completo en las muestras finales [84]. Este hecho se cree que
esta principalmente condicionado por dos factores. En primer lugar, la cocleostomia apical
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generaria un cambio de presiones que favoreceria el rapido aumento de concentraciones a
nivel del apex y, en segundo lugar, la entrada de LCR a través del AC condicionaria igual-
mente no solo este aumento de la difusion hacia las regiones mas apicales, favorecido por
los cambios de presion, especialmente condicionados por la apertura de la capsula otica,
sino también el “lavado” de las muestras. Sin embargo, este hecho no se observa en el Mf.
A diferencia del Gp, el Mf muestra un flujo mas lento, con un aumento mas progresivo de
las concentraciones en las sucesivas tomas de muestras, sin alcanzar un “lavado” completo
de la sustancia inyectada. Analizando estos datos, se valoré la posibilidad de que el AC
en el Mf, siendo mas largo y estrecho en los Macaca que en los roedores, no tuviera tanta
influencia como en el Gp, existiendo por tanto un mayor flujo de entrada de LCR a través
del mismo a la ET en este ultimo especimen. En 1991, estudios afirmaron que para que la
entrada de LCR influyese sobre la farmacocinética coclear se requeria un flujo de entrada
de al menos 20 nL. / minuto [67][68]. En este estudio, la inyeccién se realizé a un flujo de
2 puL / h (equivalente a 33.3 nL / minuto), por lo que esta influencia del LCR también
debe ser considerada.

Desglosando los resultados obtenidos en el Mf, en funcién de los grupos a estudio, en el
Grupo 2 horas, el pico de concentraciéon maxima se obtuvo en torno a M7, manteniéndose
posteriormente estable a medida que avanzabamos en la toma de muestras. El pico maximo
de concentracion obtenido por el grupo de Salt [84] en el Grupo 2 horas se alcanzé entre
las muestras 2 y 4 y fue descendiendo hasta alcanzar un “lavado” completo. Este hecho
se produce principalmente por la influencia de la entrada de LCR a través del AC, como
se mencionaba previamente. Los resultados obtenidos en Mf en este estudio alcanzan una
media total de concentraciones menor y en muestras mas tardias (en torno a la muestra
7), en comparacién con aquellas concentraciones obtenidas en Gp en el Grupo 2 horas (en
torno a 600-700 puM frente a 1000-1200 uM). El hecho de que en el Grupo 2 horas no se
evidencie un descenso en las concentraciones de las muestras finales, como sucede en el
Gp, puede ser explicado por la diferente influencia y las diferentes dimensiones anatémicas
del AC, entre otros factores.

Por su parte, en relaciéon con el Grupo 24 horas, el promedio de concentraciones ob-
tenidas a lo largo de la toma de muestras tanto en Mf en este estudio, como en Gp
[84], acaban siendo equiparables, alcanzando unos valores medios de en torno a 2000-2500
uM. El grupo de trabajo de Salt [84] concluye que pasadas 24 horas, las concentracio-
nes dibujan una curva similar a aquella obtenida en el Grupo 2 horas en Gp, si bien las
concentraciones maximas en el primer grupo alcanzan valores més elevados, coincidiendo
estos con aquellos obtenidos en Mf en el presente estudio (pico méximo en torno a la
M3 en el Gp y a las M4 y M5 en el Mf). Aunque estos resultados son consistentes entre
ambos especimenes, en el Mf, a pesar de la sucesiva toma de muestras, no se evidencia un
descenso en las concentraciones. La menor entrada de LCR es considerada como uno de
los principales factores que condicionan los resultados aqui obtenidos.

Finalmente, las concentraciones de FITC-Dextran obtenidas en el Grupo 7 dias mues-
tran un descenso en las concentraciones a lo largo de la toma de muestras, desde M1 hasta
M10, diferente de la obtenida en Gp [84]. La media de las concentraciones obtenidas en
este grupo es algo menor que en el Grupo 24 horas (en torno a 2000 uM). La entrada de
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LCR a través del AC condicionaria cambios en la homeostasis coclear. Dada la tendencia
a la disminucion de concentraciones en este grupo, sin alcanzar un “lavado” completo
de la sustancia inyectada, se deduce la posible existencia de un cierto flujo de entrada
de LCR a través del AC, siendo la cantidad de entrada de éste menor que la cantidad
de FITC-Dextran inyectado por medio de la bomba de liberacién (flujo 2 pL/h). Este
hallazgo también sugiere que cuando la sustancia es liberada por un mayor periodo de
tiempo, una vez alcanzada la concentracién maxima, ésta tiende a mantenerse estable
en momentos iniciales (Grupo 24 horas), distribuyéndose posteriormente a los distintos
compartimentos y estructuras vecinas, y comenzando su proceso de “lavado” (Grupo 7
dias). Este estudio plantea la posibilidad de que se produjese un “lavado” completo de la
sustancia inyectada en esta especie animal, Mf, si la toma de muestras se realizase en un
periodo de tiempo mayor de 7 dias.

Se realiz6 una detallada revisién bibliografica para encontrar las posibles relaciones
anatomicas entre el Gp y el Mf. Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay muchos
documentos que detallen una comparacién anatémica del oido interno de estos dos espe-
cimenes animales. En 1968, Neiger realizdé un estudio experimental, con el fin de conocer
en profundidad la anatomia del oido interno del Macaca rhesus, con especial énfasis en
la comprension de la dimensién y funcién del AC. La posible oclusién accidental de la
membrana limitans, tal y como ha sido descrito [24], podria condicionar la adecuada per-
meabilidad del AC, dificultando la entrada de LCR a la ET de la coclea a través del mis-
mo. Es importante destacar que Mf y Macaca rhesus estan estrechamente emparentados,
perteneciendo a la familia Cercopithecidae (suborden Arthropoidea), con caracteristicas
morfolégicas muy similares entre ellos y compartiendo orden y suborden con el ser hu-
mano. Asi, Neiger concluyd, calculando el cociente de la longitud y el diametro del AC de
cada una de estas especies, que el AC del Gp es mayor (0.1) con respecto al Macaca rhesus
y al ser humano (0.019-0.005 y 0.016-0.006, respectivamente). Esta afirmacion puede ser
coherente con los resultados obtenidos en este estudio, explicando la menor influencia que
el AC podria tener en la farmacocinética coclear en Mf.

5.5.2.2. Existencia de posibles reservorios que condicionen la tendencia a la
estabilidad de las muestras obtenidas en el Macaca fascicularis

La existencia de una comunicacién fluida libre entre el espacio perilinfatico y el modio-
lar, asi como las comunicaciones entre la ET (perilinfa) y la EM (endolinfa), y con otras
estructuras cercanas como el ligamento espiral, ya fueron descritas por otros autores, jun-
to con la posible existencia de distintos reservorios donde la sustancia inyectada podria
quedar retenida [9][23][80][170][189]. Esta difusién pasiva hacia otros compartimentos que
actuasen como reservorios podria ser mayor en nuestro modelo animal, amortiguando una
reduccion de las concentraciones obtenidas a lo largo del proceso de toma de muestras.

La descripcion realizada en 2018 por Salt y Plonkte sobre la existencia de un proceso
de redistribucion de sustancias de un compartimento con mayor a otro con menor concen-
tracién, nos lleva a valorar la existencia de posibles reservorios donde quedaria retenido el
FITC-Dextran tras su distribucién, fluyendo en un primer momento de la zona de mayor
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concentracién (las distintas localizaciones dentro de la ET, en este caso) a otra de menor
concentracién [66]. Durante la toma de muestras, la concentracién de la ET se ve reducida,
por lo que se generaria un “flujo inverso” que permitiria la extraccion de FITC-Dextran
de aquellas zonas con mayor concentracién (a los que aqui hacemos referencia como reser-
vorios), pudiendo asi explicar la falta de “lavado” de FITC-Dextran a lo largo de las 10
muestras obtenidas en el Mf, asi como su tendencia a la estabilidad de concentraciones.

Esta hipotesis basada en la distribucion de sustancia hacia la regiéon modiolar, entre
otras, junto con la influencia de otros posibles factores determinantes mencionados ante-
riormente, como la menor influencia del LCR en esta especie animal, podria explicar la
falta de un “lavado” completo del FITC-Dextran de la ET durante la toma de muestras.
En este estudio, inicamente en el Grupo 7 dias se evidencia disminucién de las concen-
traciones a lo largo de la toma de muestras. Entendemos que un tiempo de liberacion
prolongado del FITC-Dextran favoreceria el llenado de los citados reservorios y podria
explicar las diferencias entre grupos que, aunque no fueron estadisticamente significativas,
si tendieron a ser menores en el Grupo 7 dias, donde mas cantidad de FITC-Dextran pudo
diseminarse a estos reservorios.

La revision bibliografica llevada a cabo, junto con las diferencias evidenciadas al com-
parar las curvas de concentracién obtenidas en Gp [84] y en Mf, en este estudio, nos han
llevado a establecer las dos areas que, bajo nuestro punto de vista, podrian actuar como
principales reservorios:

1. Modiolo

Por medio del analisis de microscopia electrénica de la estructura coclear en
huesos temporales humanos macerados, el grupo de trabajo de Rask-Andersen [23]
demostré la alta probabilidad de la existencia de una libre comunicacién de fluidos
entre el modiolo y el espacio perilinfético (Figura 5.2).

Las porosidades déseas (malla trabecular) que existen principalmente a nivel de
la ET, pero también de la EV [7][191], condicionan un posible flujo de salida de las
sustancias inyectadas a nivel perilinfatico. Estas microestructuras porosas, descritas
por primera vez en 1963 [192], de un tamafio méximo de 40 pum a nivel de la ET, han
sido observadas a lo largo de toda la estructura modiolar y la region de la lamina
espiral 6sea y el ligamento espiral, rodeadas por numerosas estructuras vasculares,
conformando el plexo modiolar [193], y nerviosas, el canal de Rosenthal y el ganglio
espiral, que favorecen el intercambio de fluidos [7]. Estudios previos que datan de
los afnios 30 ya planteaban que los espacios perivasculares del modiolo podian ser los
responsables de la compensacion que habitualmente realiza el AC en el oido interno
del ser humano, en aquellos casos en los que dicha estructura no se encuentre patente
[194]. Igualmente se ha descrito un espacio retrocolumnar en el modiolo, delimitado
unicamente por trabéculas dseas y por una fina capa celular, cuya transicion con la
porcion central del modiolo también supone una zona de libre comunicacién para
los liquidos provenientes del espacio perilinfatico, pudiendo ser también considerada
esta zona como un posible reservorio [7].
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Figura 5.2: Vias de comunicacién entre la céclea y las principales estructuras vecinas. Esquema grafico
que muestra como la perilinfa de la ET (ST) se distribuye (flechas amarillas) hacia el ligamento espiral
(SL), la regién de la membrana basilar y el conjunto de la regién modiolar. Esta comunicacién también
estd presente a nivel de la EV (SV). SG: Ganglio espiral; aSMV: vena modiolar espiral anterior; pSMV:
vena modiolar espiral posterior; SMA: arteria modiolar espiral; SG: ganglio espiral. Imagen recuperada
de Rask-Andersen et al. (2006) [23].
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Otra estructura que favoreceria el libre flujo de sustancias desde la ET a la region
modiolar es la TCL, siendo mas prominente en regiones mas apicales de la céclea.
Su alta capacidad en el transporte de fluidos interviene ampliamente en el “lavado”
de laluz de la ET. Ademas, los Stomata (3-12 pm) que la componen y que permiten
acceso directo de fluidos al area del modiolo, contribuyen a la posible eliminacion de
sustancias a través de ellos. En concreto, la espira basal es la zona donde se puede
apreciar una mayor conexién con el modiolo [7]. Las conclusiones alcanzadas por
estos tltimos autores, junto con los resultados aqui obtenidos, nos podrian conducir
a la hipotesis de que parte de las muestras que estamos tomando se mantuvieran tan
estables porque el “efecto succion” generado por la toma de muestras, hace que el
FITC-Dextran, que aiin esta en la base, alcance mas rapidamente el apex, siguiendo
un camino directo a través del modiolo.

Finalmente, y si bien la regién modiolar también podria actuar como reservorio
en el Gp, el hueso temporal en esta especie animal es més fino que en humanos [7],
pudiendo condicionar esto que dicho “reservorio modiolar” sea mayor en el humano
y en el Mf y, por tanto, que la sustancia se quede més tiempo retenida en la ET.
Ademads, en el Gp el nervio coclear accede al modiolo sin restricciones éseas, a
diferencia de en el ser humano, especie filogenéticamente mas proxima con el Mf.
Estudios previos establecen este espacio como otra posible via de entrada de LCR,
que podria igualmente favorecer el “mayor lavado” de sustancia. A su vez, esta “falta
de restriccién”, podria favorecer la pérdida de la sustancia inyectada (recordemos
que las sustancias tienden a difundir de la zona de mayor concentracién a la de
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menor concentracién), creando un “camino reverso”, alcanzando el cerebro [7].
. Seno endolinfatico

Si bien en 1991, mediante el estudio de la distribucién del TMPA, se concluyd
que no parecia existir una comunicacién patente entre la perilinfa y la endolinfa,
especialmente a nivel del dpex coclear [67][68], estudios posteriores demuestran la
existencia de una ruta de comunicacién perineural y perivascular entre la perilinfa
de la ET y la membrana basilar, a nivel del tinel de Corti, por donde discurre
la Cortilinfa [23][195]. Esta comunicacién, en mamiferos, podria ser especialmente
patente en la regién apical [196], estando este paso condicionado por el tamano y
la carga de la sustancia inyectada [7]. De igual forma, estudios previos realizados
en gatos demostraron que el saco endolinfatico es capaz de transmitir cambios en
la presion del LCR a la endolinfa, con el fin de igualar presiones transmitidas a la
perilinfa a través del AC. Sin embargo, esta regulacién es menor y mas lenta, que
aquella generada por el AC [21].

Para poder comprender la importancia de esta estructura en la farmacocinética
coclear es fundamental tener un adecuado conocimiento anatémico de la misma,
asi como la influencia que los cambios en los fluidos del oido interno generan sobre
ella. De esta forma, el saco endolinfatico, ubicado en la fosa craneal posterior, en
un desdoblamiento de la duramadre, con un diametro aproximado de 1-2 cm y un
grosor de 0.5-2 mm, es considerado el punto final donde se unifica el conjunto de
la endolinfa procedente de las regiones vestibulares y cocleares. El ducto endolin-
fatico surge de la confluencia de los conductos sacular y utricular, procedentes del
saculo (cara posterior) y del utriculo (cara interna), respectivamente. Se encuentra
embebido en un canal 6seo: el acueducto vestibular, con una longitud aproximada
de 3.5 mm y un didmetro de 0.05 mm en huesos temporales humanos [7][197]. Cabe
resaltar igualmente la existencia de otra estructura anatémica, la valvula de Bast’s,
que controla el flujo de endolinfa en respuesta a los cambios de presion entre el con-
junto del utriculo y los canales semicirculares, y el ducto endolinfatico [18][163][198].
Gracias al importante tejido conjuntivo altamente vascularizado que rodea al saco
endolinfatico, su principal funcién es la regulacion de presién de la endolinfa [7]. La
endolinfa ha demostrado ser hiperosmotica con respecto a la perilinfa y al plasma.
Sin embargo, la alta complianza presentada por las estructuras que delimitan las
areas rellenas de perilinfa y las de endolinfa, permiten el mantenimiento de una
presion practicamente idéntica en condiciones fisiologicas. Ademas, esta alta capa-
cidad regulatoria también permite alcanzar esta igualdad de presiones, con el fin
de mantener un adecuado funcionamiento del oido interno, al inducirse cambios en
la presion de los liquidos intralaberinticos por medio, por ejemplo, de tratamientos
que puedan condicionar las presiones de los liquidos en condiciones fisiologicas.

De igual forma, la existencia de un gradiente osmético apico-basal, mayor en
las regiones mas basales de la coclea, y la existencia, por tanto, de un flujo longi-
tudinal, similar al observado para la perilinfa, incluso algo aumentado gracias a la
menor concentraciéon de proteinas que componen la endolinfa, no sélo hacia estas
regiones mas apicales, sino también hacia el sidculo y, de ahi, al saco endolinfatico,
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fue demostrado en estudios previos, especialmente condicionado por manipulaciones
en la presion perilinfatica [197][199][200][201]. El detallado examen anatémico de la
region del saco endolinfatico permitié evidenciar la existencia de una estructura con
una funcién que podria ser considerada como valvular, el seno endolinfatico (Figura
5.3), que actuarfa como barrera para el intercambio de fluidos, produciéndose su
apertura al aumentar la presion endolinfatica y su cierre, con el consecuente colapso
del saco endolinfético, al aumentar la presién perilinfatica [200].

Endolymphatic
~_sinus

Vestibule

Figura 5.3: Seno endolinfatico en el Guinea pig. Corte histologico a nivel vestibular en el Gp, que muestra
la existencia del seno endolinfatico, en estrecha relacién con el conducto endolinfatico, asi como sus
relaciones con el resto de estructuras del oido interno. Imagen recuperada de: Salt & Rask-Andersen (2004)
[200]. Saccule: século, Utricule: utriculo, Vestibule: vestibulo, Endolymphatic sinus: seno endolinfatico,
Endolymphatic duct: ducto endolinfatico

218

Los importantes avances en las técnicas diagndsticas en los ultimos afios han
permitido profundizar méas en el estudio de estas estructuras, obteniendo imagenes
muy precisas, incluso en 3D, del conjunto de estructuras anatémicas que componen
este sistema del ducto endolinfatico. Ademas, la comparacion entre los resultados
obtenidos en animales de experimentacion, Gp, y en huesos temporales humanos,
demuestran las importantes similitudes encontradas entre ambos, pudiendo, por
tanto, asumir la existencia y dimensiones de estas estructuras en el Mf [18][198][202].
Ademas, en 2019 el grupo de trabajo de Hedjoudje obtuvo imagenes tridimensionales
del oido interno del primate, que corroboraban esta afirmacién [203].

Se ha demostrado que tanto el saco como el ducto endolinfatico son estructuras
muy permeables al intercambio de agua y de iones, teniendo una alta capacidad
fagocitica [7]. Ademds, la existencia de una respuesta bidireccional del saco endolin-
fatico en respuesta a los cambios anatémicos y fisiologicos que se van produciendo
(reabsorcién de la endolinfa a través del saco endolinfatico en casos de exceso de
volumen y secrecién en caso de déficit [200]) también supone una gran importancia
en el estudio de la farmacocinética coclear.

Por otro lado, en el Gp, el saco endolinfatico esta constituido por una luz tnica,
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a diferencia de en el hombre, donde ésta misma estructura estd compuesta de un
sistema de tabulaciones epiteliales interconectadas, a través de las cuales circula la
endolinfa. Asi, la endolinfa del saco endolinfatico en el Gp se distribuye de forma
homogénea, a diferencia de en el ser humano, donde se ha demostrado que algunas de
estas tabulaciones estarian rellenas de endolinfa, mientras que otras se encontrarian
vacias [27]. Estos hechos podrian contribuir a la posible mayor retencién de FITC-
Dextran en el Mf o en el ser humano, ayudando asi a explicar nuestros resultados,
en Mf, con un pico de concentracion maximo en muestras mas tardias y un menor
“lavado” de sustancia.

Asi, consideramos el seno endolinfatico como otra estructura importante a ana-
lizar en los estudios de farmacocinética coclear, ya que como se mencionaba pre-
viamente, cuando se incrementa la presién perilinfatica por la inyeccién de una
sustancia, esta estructura puede colapsar contra la pared ésea, actuando entonces
como barrera para que la endolinfa entre en el saco endolinfatico [200]. De esta for-
ma, vy tal y como estos autores demuestran, la distribucién del FITC-Dextran desde
la perilinfa hacia la endolinfa produciria un aumento de la presiéon a nivel del ves-
tibulo, colapsando el seno endolinfatico y creando entonces un “pseudo-reservorio”
donde el FITC-Dextran podria quedar retenido. Posteriormente, una vez realizada
la cocleostomia apical y con los cambios generados por la toma de muestras, se pro-
duciria una disminucion de la presion perilinfatica, generandose una nueva diferencia
de presiones entre la perilinfa y la endolinfa. El aumento de la presién endolinfatica
condicionaria entonces la reapertura el seno endolinfatico (Figura 5.4).

& \ Endolymphatic
3 duct
Utricle = \

Vestibule

Figura 5.4: Regulacién de presiones por medio del seno y el saco endolinfatico. Influencia de los cambios
de presiéon de la perilinfa y la endolinfa en el seno endolinfatico. a. Ducto endolinfatico en un estado basal,
sin cambios de presiones. b. Las inyecciones en la endolinfa provocarian una dilatacién de la estructura,
aumentando el volumen del seno. c. Las inyecciones en perilinfa, con su correspondiente incremento de
presién, producirian un colapso en esta estructura, limitando la cantidad de endolinfa que alcanza el saco.
d. Disminuciones en la presién de perilinfa permitirfan la movilizacién endolinfa desde el saco al seno,
produciendo, por tanto, cambios de presion a nivel del saco. Imagen obtenida de: Salt & Rask-Andersen
(2004) [200].

219



Estudio de la farmacocinética coclear en Macaca fascicularis

5.6. Respecto al analisis histolégico

Los andlisis histologicos demostraron el adecuado desarrollo de todos los procesos
llevados a cabo en este estudio. En ninguno de los casos se produjo desplazamiento del
dispositivo durante los dos tiempos quirargicos, evidenciando en los 15 especimenes la
adecuada colocacion de la guia de electrodos y la canula de liberacion a través de la
membrana de la VR, a nivel de la ET. Unicamente se evidencié extrusién de la guia
de electrodos en dos especimenes, Mf1-2h y Mf3-2h, total y parcial, respectivamente,
producido durante el andlisis histolégico, sin repercusion, por tanto, sobre el proceso de
liberacion y toma de muestras.

Las profundidades de insercion variaron entre 180-270° y >270°. Estos valores son con-
siderados adecuados, no condicionando en ninguno de los casos los resultados obtenidos.
Dado que la insercion del dispositivo siempre fue completa, se estima que estas variacio-
nes guardan relacion con cambios en la orientacion de la coclea del especimen durante la
obtenciéon de la Rx de control.

Desglosando los principales factores a destacar en el analisis histologico, cabe remarcar:

5.6.0.1. Afectaciéon de las estructuras a nivel de la espira basal. Cocleostomia
a nivel del apex

Histologicamente, se comprobé que la cocleostomia se realizé en el lugar previsto en
todos los casos, a nivel de la ET, en el apex coclear, excepto en cinco casos donde la
cocleostomia se realiz6 a nivel de la segunda espira (Mf5-2h, Mf2-24h, Mf3-24h, Mf2-7d
y Mf3-7d) y en otro caso en el que la cocleostomia ademéas de realizarse a nivel apical
se realiz6 en otra localizacién adicional (espira basal en Mf4-7d), en los Mf restantes se
verifico la correcta localizacién de la cocleostomia apical.

Al analizar los hallazgos histologicos en relacion con las concentraciones obtenidas,
cabe resaltar el aumento de concentraciones con respecto al resto de especimenes perte-
necientes a su mismo grupo, en aquellos Mf, Mf4-2h-OI, Mf2-24h y Mf5-7d, en los que se
produjo accidentalmente una fractura inter-escalar durante el proceso de realizacién de la
cocleostomia apical y la toma de muestras (Figuras 4.39, 4.60 y 4.112, respectivamente).
Revisando dichos cortes histolégicos, estimamos que estas altas concentraciones podrian
deberse a la obtencion de muestras de dos niveles cocleares, apex y segunda espira, al
mismo tiempo.

El tamafo de la cocleostomia no parece haber condicionado los resultados obtenidos.
Sin embargo, es importante resaltar que estas mediciones, habiendo sido tomadas a partir
de los cortes histologicos seriados realizados cada 100 um, no pudieron ser estimadas para
todos los especimenes. Ademaés, este valor de corte no permite la completa visualizacién
de toda el area de la cocleostomia, debiendo ser por tanto estimado el tamano a partir de
las imagenes que se consideraban mostraban el mayor didmetro de la misma.

En alguno de los especimenes se evidenciaron restos de cianoacrilato o esquirlas dseas,
detectados histolégicamente, a nivel del apex o la espira basal, sin aparentemente ge-
nerar una obstruccion de la luz coclear y, por tanto, condicionar las concentraciones de
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FITC-Dextran obtenidas. Finalmente, se considera que la presencia de estos hallazgos
histolégicos patologicos, asi como el previamente mencionado tamafio de la cocleostomia,
podrian influir en la duracién del tiempo de muestreo.

5.6.0.2. Acueducto coclear

Por otro lado, se valoré la posible relacion existente entre la localizacion del dispositivo
a nivel intracoclear y la desembocadura del AC a nivel de la ET. Como se mencionaba
previamente, Salt et al. demostraron que uno de los principales condicionantes del flujo
coclear es la entrada de LCR a la espira basal a través del AC, lo que generaria un efecto
de mezcla (mizing effect) que aumentaria la distribucién hacia el apex [84]. Los resultados
obtenidos en nuestro estudio pueden estar condicionados por las caracteristicas anatémicas
de esta estructura en Mf, tal y como se detall6 en el apartado: Diferencias entre especies.

La revisién histolégica llevada a cabo en los 15 Mf implantados en este estudio, de-
mostré la permeabilidad del AC en todos ellos, salvo en un especimen, Mf3-7d, donde
no pudo ser valorado, dado que esta estructura no fue visible en los cortes histolégicos
analizados. Cabe destacar que, en este Mf, la curva de concentraciones obtenidas fue di-
ferente a las del resto de especimenes de este grupo. Asi, las cuatro primeras muestras
siguieron el mismo patrén que los otros especimenes. Sin embargo, después de M4, el
flujo comenzo6 a ser mucho menor. En este caso, se obtuvieron un total de 13 muestras.
Las concentraciones de FITC-Dextran disminuyeron de la muestra 5 a la 12, obteniendo
una concentracion media de 33 uM, y posteriormente aumentaron en M13, hasta alcan-
zar valores de en torno a 1234 pM. Se repiti6 el andlisis de las muestras para garantizar
que no hubiera ningin fallo en esta parte del proceso. En nuestra opinion, la revision de
los cortes histologicos permitié establecer dos hipdtesis principales que podrian explicar
esta observacion. En primer lugar, la presencia de esquirlas éseas en la segunda espira
de la coclea, asi como la presencia de cianoacrilato dentro de la ET, a nivel de la VR,
podrian haber condicionado tanto la toma de muestras como la distribucién apical de la
perilinfa con FITC-Dextran, entrando en concordancia con hallazgos similares descritos
previamente por otros autores [12]. Esta existencia de esquirlas dseas o de algin resto de
cianoacrilato podria haber causado una obstruccién temporal del flujo, con el posterior
posible desplazamiento de los mismos por el propio flujo intracoclear y el “efecto succion”
generado por la toma de muestras, con la consiguiente obtencién de altas concentraciones
en M13. En segundo lugar, el requerimiento del cambio de la canula de liberacién previo
a la implantacion pudo también condicionar la adecuada liberacion del FITC-Dextran, en
el caso de que el fallo pudiese encontrarse en la propia bomba del dispositivo y no en el
area de conexién de la céanula.

El engrosamiento del vaso del AC, evidenciado en Mf4-24h, no parece haber condicio-
nado la permeabilidad del AC ni tampoco cambios significativos en las concentraciones
de FITC-Dextran obtenidas.
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5.6.0.3. Clasificacién de Eshraghi

Este estudio demuestra que la colocacién de la guia de electrodos, asociada a la canula
de liberacion, no supone un dafio mayor al oido interno. Basandonos en la clasificacién de
Eshraghi, se evidencié un leve dano, grado 1, en un total de 9 especimenes: Mf4-2h-Ol,
Mf5-2h, Mf1-24h, Mf3-24h, Mf5-24h, Mf1-7, Mf3-7d, Mf4-7d y Mf5-7d. Se estima que este
hallazgo no es suficiente para alterar las concentraciones obtenidas y representa un impor-
tante resultado positivo de la técnica quirirgica que también repercutiria positivamente
en el proceso de liberacién, toma de muestras e interpretacion de los datos.

El dispositivo implantado en este estudio supone un primer paso de cara a avanzar en
el tratamiento local, a nivel del oido interno. La atraumaticidad con la que se realicen los
procedimientos supondra grandes beneficios, no solo a la hora de analizar la farmacociné-
tica coclear, alterando el estado fisiologico del oido interno lo menos posible, sino también
buscando obtener un mejor rendimiento de la estimulacion eléctrica del IC, especialmente
de cara a poder en un futuro extrapolar estos resultados al ser humano.

5.6.0.4. Hidrops endolinfatico

El andlisis histologico llevado a cabo permitié igualmente valorar la posible generacion
de hidrops en la EM, condicionada por la colocacion del dispositivo de IC, asi como por
la administracién intracoclear de FITC-Dextran.

El hidrops endolinfatico es un hallazgo patolégico, determinado por el aumento de
volumen endolinfatico y la distensién del espacio endolinfatico, pudiendo ser considerado
primario, asociado a una alteracion anatomica embriolégica, por ejemplo, o secundario, en
relacion con la alteraciéon en la reabsorcion de la endolinfa de diversas etiologias: traumati-
ca, iatrogénica, inflamatoria... Dentro de las causas iatrogénicas, investigaciones recientes
mostraron la posibilidad de generar un hidrops endolinfatico en relaciéon con la colocacion
de un IC, alcanzando una incidencia de 42-59 % [162]. Estos hallazgos estarian directamen-
te relacionados con el grado de trauma generado durante la inserciéon del mismo, si bien
también se ha evidenciado hidrops endolinfatico en ausencia de trauma, siendo mas preva-
lente en las primeras semanas post-implantacion [204]. En nuestro estudio, este hallazgo,
sumado a los cambios de presion generados por la liberaciéon de FITC-Dextran asocia-
do al dispositivo de IC, supondrian atin mas riesgo para la generacion de esta condicion
patologica.

Si bien el desarrollo de secuencias de resonancia magnética de alta resolucién para la
valoracién de los realces tardios de contraste paramagnético en el estudio del oido interno
(RM Hidrops) ha demostrado ser una herramienta eficaz para valorar la presencia y el
grado de hidrops endolinfatico [205][206], la histologia también ha jugado un papel funda-
mental en la profundizacion de esta patologia a lo largo de los anos. Los primeros estudios
que describen hallazgos histologicos relacionados con hidrops endolinfatico como posibles
marcadores de la enfermedad de Meniere datan de 1938 [207][208]. Si bien antiguamen-
te se planted la posibilidad de que no existiese una relacién exacta entre la presencia
de hidrops endolinfatico y el desarrollo de sintomatologia compatible con enfermedad de
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Meniere, en los tltimos anos este hallazgo ha sido definitivamente considerado como mar-
cador de la enfermedad [209][210]. Asi mismo, nuevos estudios se centran en la valoracién
de otros hallazgos, como pueden ser la evidencia de realce perilinfatico o la herniacién del
CSH valorados por medio de exploraciones radioldgicas, como nuevos marcadores de la
enfermedad de Meniere y de su posible repercusion clinica [211][212][213][214].

En nuestro estudio, la revisiéon del analisis histologico llevado a cabo para cada es-
pecimen permitié valorar la posible existencia de hidrops endolinfatico por medio de la
observacion de la distensién de la membrana de Reissner (Tabla 5.1). Se evidenci6 hidrops
unicamente en 3 de los 16 especimenes analizados. En otros 3 especimenes, la preservacion
tisular no fue considerada suficiente para valorar el hidrops endolinfatico en los cortes his-
tolégicos obtenidos. A pesar de ello, la ausencia de evidencia de hidrops endolinfatico en
10 de los 16 oidos estudiados apoya la técnica minimamente traumaética llevada a cabo,
asi como la existencia de la libre comunicacién y distribucién de la sustancia a lo largo
de las distintas estructuras que componen el oido interno, corroborando la capacidad de
regulacion de los liquidos laberinticos al producirse un cambio de presién en la perilinfa
tras la administracion del FITC-Dextran. Se estima que la ausencia de esta rapida regu-
lacién, principalmente mediada por el saco endolinfatico [215][200], generaria un hidrops
a este nivel, con la subsecuente alteraciéon del adecuado funcionamiento del oido interno.
Alteraciones a nivel del saco endolinfatico, como pueden ser tumores o focos otosclerds-
ticos sobre la zona, se encuentran relacionadas con el desarrollo de sintomas de hidrops
endolinfatico [163]][216].

Esta conclusién es especialmente importante de cara a la futura extrapolacién de los
resultados obtenidos al ser humano, pues indica que la colocaciéon de un dispositivo de
IC, asociado a una canula de liberacion, junto con la administraciéon de una determinada
sustancia a nivel de la espira basal, con unas propiedades fisicas concretas y a un flujo
previamente establecido [66], no generarian de forma sistematica un hidrops endolinfatico
iatrogénico, con las futuras repercusiones clinicas que ello conllevaria.
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Tabla 5.1: Valoracion histologica de la presencia de hidrops endolinfatico. Resumen de los
resultados obtenidos para cada uno de los especimenes participantes en el estudio.

Hidrops endolinfatico

Especimen Presencia Ausencia Artefacto histolégico*

Grupo 2 horas

Mf1 X

Mf2 X

Mf3 X
Mf{4-OD X

Mf4-O1 X

Mi5 X

Grupo 24 horas

Mf1
Mf2
Mf3 X
Mf4
Mif5

Sl

sl

Grupo 7 dias

Mf1
Mf2
M13
Mf4
Mi5 X

“La preservacion tisular no es éptima para valorar el hidrops en los cortes histologicos
obtenidos.

SR aRale

5.7. Nuevas vias de investigacion. Perspectivas de fu-
turo

Los resultados de esta tesis doctoral muestran que la administracién de sustancias a
nivel intracoclear por medio de un dispositivo de IC es factible. Estos hallazgos, asi como
los importantes avances recientes en las técnicas de imagen, promueven nuevas vias de
investigacion, aplicando estos hallazgos a otras regiones del oido interno. El desarrollo de
nuevas técnicas terapéuticas, minimamente invasivas y basadas en la administracion local
de farmacos, permitirian el tratamiento de la patologia del oido interno, a nivel local,
desde un punto de vista tanto auditivo como vestibular.

El tratamiento de las patologias que afectan al sistema vestibular supone un gran reto
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en la actualidad, ya que a pesar de afectar de forma sustancial a la calidad de vida de
los pacientes que las padecen, en muchos casos se carece actualmente de tratamientos
suficientemente efectivos [217][218]. En los tltimos 50 afios, se han realizado grandes
esfuerzos por avanzar en el conocimiento de la anatomia, la fisiologia y la fisiopatologia del
sistema vestibular. Distintas técnicas histoldgicas han profundizado en el estudio del oido
interno. Sin embargo, las estructuras del laberinto posterior aiin no se conocen en detalle.
En esta linea, el desarrollo de la tomografia computerizada, entre otras técnicas de imagen,
ha abierto nuevas vias de investigaciéon que han permitido, no solo contribuir a mejorar
el conocimiento de las estructuras implicadas en dichos trastornos que afectan al sistema
vestibular [219], sino también a plantear nuevas vias de abordaje minimamente invasivas
del labertinto posterior, evitando danos a estructuras circundantes y manteniendo los
niveles auditivos del paciente.

Teniendo en cuenta esta tltima idea y el hilo argumental de nuevas perspectivas de tra-
tamiento de la patologia del oido interno, asi como de nuevas vias de administracion local
de farmaco, se promovié un nuevo proyecto de investigacién, como continuaciéon de esta
tesis doctoral, llevado a cabo en el centro NKO Sint- Augustinus Antwerpen - European Ins-
titute for ORL, en la ciudad de Amberes (Bélgica). Este proyecto, denominado Atraumatic
surgical approaches to the posterior labyrinth, allowing for drug delivery, cochleo-vestibular
implants, and other new surgical applications, tenia por objetivo la identificacién de nue-
vas vias de abordaje del laberinto posterior. Estos nuevos abordajes permitirian no sélo
ampliar el conocimiento en la administracion local de farmacos, directamente a nivel del
oido interno, sino también establecer nuevos tratamientos, como el empleo de implantes
cocleo-vestibulares, que permitiesen un abordaje completo del conjunto de patologias que
pueden comprometer la adecuada funcionalidad de este 6rgano de los sentidos, tanto a
nivel auditivo como vestibular.

Cabe resaltar que, ademas de esta tesis doctoral, otra de las principales bases sobre
las que se desarrolld este estudio fue la linea de investigacion del proyecto Bionic VEST:
FEuropean development of bionics vestibular implant for bilateral vestibular dysfunction.
BionicVEST es un proyecto de investigacion que comenzé en el afio 2020 y que se desa-
rrolla con la participacion de varios centros europeos: Fundacion Canaria de Investigacion
Sanitaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Servicio de Otorrinolaringolo-
gia de la Clinica Universidad de Navarra, NKO Sint-Augustinus Antwerpen - European
Institute, Sapienza-Universita di Roma, y la empresa Cochlear Research and Develop-
ment Ltd.. Su objetivo es el tratamiento de aquellos pacientes candidatos a la colocacion
de un IC y diagnosticados de vestibulopatia bilateral, segiin los criterios del Consensus
document of the Classification Committee of the Barany Society [220], por medio de la
sustitucion de la funcién coclear y vestibular, a través de la colocaciéon de un nuevo dis-
positivo implantable de estimulacién eléctrica. Este dispositivo se trata de un implante
cocleo-vestibular que cuenta con dos guias de electrodos que se disponen una a nivel de
la ET, al igual que un IC convencional, y la otra a nivel vestibular, en contacto con el
saculo, por su estrecha relacién con el nervio vestibular inferior.

De esta forma, para realizar este proyecto, se plante6 la posibilidad de crear mode-
los 3D del oido interno de pacientes pertencientes al proyecto Bionic VEST, intervenidos
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quirdrgicamente para la colocacion de implantes cocleo-vestibulares, a partir de image-
nes de tomografia computerizada. Estos modelos permitirian localizar de forma precisa la
ubicaciéon de la guia de electrodos y su posiciéon con respecto a los 6rganos otoliticos, lo
que también posibilitaria la correcta evaluacién de los posibles danos generados durante
el abordaje quirirgico sobre las estructuras vestibulares.

Posteriormente, siguiendo el patréon de generar modelos tridimensionales, se propu-
sieron y estudiaron en huesos temporales humanos otras dos nuevas vias de abordaje al
laberinto posterior:

= ¢l espacio comprendido entre el nervio facial y los canales semicirculares posterior y

horizontal.
= ¢l espacio comprendido entre los canales semicirculares superior y horizontal.

La posibilidad de crear un modelo 3D generado a partir de la segmentacion del oido in-
terno, con la interposicién de imagenes obtenidas a partir de tomografia computarizada de
pacientes intervenidos quirurgicamente para la colocacion de implantes cécleo-vestibulares
demostro ser factible, permitiendo obtener resultados precisos sobre la ubicacién exacta
de la guia de electrodos, principalmente con respecto a los érganos otoliticos, asi como
evidenciar los posibles danos generados en las estructuras vestibulares. De igual forma,
el andlisis de los pacientes pertenecientes al proyecto Bionic VEST muestra resultados
prometedores, valorandose en reconstrucciones 3D la adecuada localizacién de la guia de
electrodos en la regiéon méas anterior del vestibulo, en contacto con el sédculo y, por tanto,
con el nervio vestibular inferior.

En cuanto a las dos nuevas vias de abordaje propuestas, las reconstrucciones 3D de-
muestran su viabilidad, con resultados preliminares prometedores en la administracion
local de farmacos y/o en la estimulacion eléctrica de estos 6rganos a través de estos nue-
vos abordajes.

Este estudio puede ser considerado como el inicio de nuevas vias de investigacion,
promoviendo la consecuciéon de futuros estudios que corroboren los hallazgos aqui pre-
sentados. En nuestra opinion, estas predicciones son suficientemente precisas y podrian
extrapolarse a un mayor nimero de pacientes, en el caso del proyecto BionicVEST, y/o
a un mayor numero de huesos temporales, con valoraciones adicionales de las dos nuevas
vias de abordaje propuestas, por medio de reconstrucciones 3D y verificacion histologica
posterior.

5.8. Limitaciones del estudio

Los resultados de este estudio deben considerarse a la luz de algunas limitaciones.
Hemos identificado tres limitaciones principales que podrian abordarse en futuras inves-
tigaciones.

En primer lugar, se ha observado un rango amplio de tiempo en los procedimientos
de toma de muestras. Se podria plantear la posibilidad de que el tiempo de toma pudie-
ra afectar a las concentraciones finales obtenidas. Este hecho no ha sido especificamente
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abordado en este trabajo debido a que el pequefio tamanio muestral de cada grupo (5
especimenes) no permitio realizar comparaciones intragrupo obteniendo conclusiones fia-
bles. De esta forma se plantea la posibilidad de estudiar en un futuro el tiempo de toma
de muestras como potencial agente de interaccién en las concentraciones obtenidas.

En segundo lugar, la comparacién entre nuestros resultados y los obtenidos en otros
estudios anteriores requiere una interpretacién cautelosa debido a la diferencia de las
especies utilizadas. El presente estudio parte de la base de que, basandose en la toma de
muestras de fluidos apicales, la distribucién de solutos en el Macaca seria la misma que en
el Gp. La comparacion con otros modelos animales esta fuera de los objetivos de nuestro
estudio. Podria tenerse en cuenta en futuros proyectos de investigacion.

Por ltimo, siempre es importante tener en cuenta que, a pesar de la proximidad
filogenética y la similitud anatémica y fisiolégica entre el espécimen aqui estudiado, el
Mf, y el ser humano, atin podrian existir algunas diferencias significativas entre ambos
especimenes. Los resultados obtenidos en este estudio deben ser interpretados en este
contexto a la hora de ser extrapolados de uno a otro.
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6.1.

Conclusiones (en castellano)

Las conclusiones de este trabajo se detallan a continuacién:

El modelo experimental animal utilizado en este estudio, Macaca fascicularis, podria
ser considerado, a priori, como un modelo viable para el estudio de la farmacocinética
coclear. Las similitudes anatémicas entre la coclea del Macaca fascicularis y la
c6clea humana, permitieron llevar a cabo una técnica quirirgica y una valoracion
histolégica similar a la practicada en seres humanos.

Los perfiles de concentracién objetivados para Macaca fascicularis en este estudio
difirieron de los reportados en la literatura para Guinea pig. Se estima que en Macaca
fascicularis el flujo y el movimiento del farmaco no estan dominados por el acueducto
coclear.

La administracién local, directamente a través de una canula incorporada al dis-
positivo de implante coclear, es factible y puede suponer importantes ventajas con
respecto a las alternativas empleadas hasta la fecha en la practica clinica habitual,
ya que proporciona una liberacién mas estable y uniforme del farmaco, lo que se
considera podria favorecer la accion farmacolégica de la sustancia administrada.
La aplicacién de técnicas minimamente traumaticas en la cirugia de implante coclear
y el diseno del dispositivo de implante coclear, asociado a una bomba de liberacién,
permite la administracion intracoclear de sustancia, sin conllevar, considerando el
analisis histologico y los parametros establecidos en la clasificacion de Eshraghi,
danos a las estructuras cocleares.

El tiempo de liberacion de sustancia requerido para alcanzar concentraciones maxi-
mas a nivel del apex coclear juega un papel fundamental en su distribucion a través
del oido interno y varia en funcién de la especie a estudio. El periodo correspondien-
te al tiempo de liberacion comprendido entre 2 y 24 horas es crucial para alcanzar
concentraciones maximas en el apex coclear en el Macaca fascicularis.

En el Macaca fascicularis, una vez transcurrido al menos un periodo de tiempo de
liberacion de sustancia comprendido entre 24 horas y 7 dias, el perfil de concentra-
cién obtenido comienza a disminuir, correspondiéndose con el inicio del periodo de
“lavado” de la sustancia administrada a nivel intracoclear.

La administracion intracoclear de una determinada sustancia a nivel de la espi-
ra basal demuestra la existencia de un gradiente de concentracién intracoclear en
direccion apical.

El intercambio de sustancias desde la escala timpanica a los espacios extracelulares
y otros compartimentos, como el espacio modiolar, o su relaciéon con estructuras
como el seno endolinfatico, podrian condicionar la actuacién de estos espacios como
depositos o reservorios donde la sustancia permaneciese, proporcionando un perfil
de concentracién uniforme, estable, en la distribucién de la sustancia desde la base
hasta el apex coclear.
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6.2.

Conclusions (en inglés)

The conclusions of this work are listed below:

1.

232

The experimental animal model used in this study, Macaca fascicularis, can be con-
sidered, a priori, a viable model to study cochlear pharmacokinetics. The anatomical
similarities between the Macaca fascicularis cochlea and the human cochlea allowed
for a surgical technique and histological assessment similar to those performed in
humans.

. The concentration profiles obtained for Macaca fascicularis in this study differed

from those reported in the literature for Guinea pigs. It is estimated that the co-
chlear aqueduct does not dominate the flow and movement of the drug in Macaca
fascicularis.

Local drug delivery, directly through a cannula incorporated into a cochlear implant
device, is feasible and may involve significant advantages versus the alternatives used
to date in routine clinical practice, as it provides a more stable and uniform release
of the drug, which is thought to enhance the pharmacological action of the substance
administered.

. The application of minimally traumatic techniques in cochlear implant surgery and

the design of the cochlear implant device, associated with a release pump, makes
intracochlear delivery of the substance possible, without incurring damage to the
cochlear structures, based on histological analysis and the parameters established
in the Eshraghi classification.

. The release time required to achieve peak concentrations at the cochlear apex is a

major factor in the distribution of the substance throughout the inner ear and varies
depending on the species studied. The release time of 2 to 24 hours is decisive to
reach maximum concentrations in the cochlear apex in Macaca fascicularis.

After at least 24 hours to 7 days of release time in Macaca fascicularis, the con-
centration profile obtained begins to decline, corresponding to the beginning of the
“washout” period of the substance administered intracochlearly.

Intracochlear administration of a given substance at the level of the basal turn
demonstrates the existence of an intracochlear concentration gradient in the apical
direction.

The exchange of substances from the scala tympani to the extracellular spaces and
other compartments, such as the modiolar space, or their relationship with structures
such as the endolymphatic sinus, might condition how these spaces act as reservoirs
where the substance remains, providing a uniform, stable concentration profile in
the distribution of the substance from the base to the cochlear apex.
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8.1. Anexo 1: Informe del comité de ética

GOBIERNO DE NAVARRA DEPARTAMENTO DE SALUD 20/09/2018 - 10:31
R.S.(Unidad: 10002014) || ISPLN: SECCION DE SEGURIDAD ALIMENTARIA Doc.:2018/633462
Nafarroako Osasun l ('dl‘) Tnstituto de Salud Leire, 15 ¢ Leyre, 16
Publikoaren eta Lan [g’i} -Publica y Laboral 31003 PAMPLONA/IRUNA
Osasunaren Institutua A‘C ’ de Navarra Tel. 848 42 34 40

Faxa-Fax 848 42 34 74

Universidad de Navarra-CIMA
Avda. Pio XII, 55 B
31008 PAMPLONA/IRUNA

LA DIRECTORA GERENTE DEL INSTITUTO DE SALUD PUBLICA Y
LABORAL DE NAVARRA ha dictado la siguiente Resolucion:

"RESOLUCION 281/2018, de 17 de septiembre, de la Directora Gerente
del Instituto de Salud Publica y Laboral de Navarra, por la que se autoriza al
centro usuario Universidad de Navarra-CIMA, el proyecto “Farmacocinética en
cécleas de primates no humanos implantados”.

La Resolucion 647/2006, de 7 de abril, del Director General de Salud,
autorizo6 el funcionamiento como centro usuario para la utilizacion de animales
de experimentacion y otros fines cientificos del establecimiento, titularidad
Universidad de Navarra, NIF R3168001J, con domicilio en Pio XllI, 55, 31008
Pamplona y cédigo de identificacion ES312010000132.

El dia 27 de agosto de 2018, Don Manuel Manrique Rodriguez de la
Universidad de Navarra, presenté la documentacion Técnica del proyecto de
experimentacion animal “Farmacocinética en cécleas de primates no humanos
implantados”, procedimiento dirigido por Don Manuel Manrique Rodriguez
responsable de su ejecucion. La documentacion incluye los elementos del
Anexo X del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen
las normas basicas para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y oftros fines cientificos, incluyendo la docencia. En la
documentacion se incluye la descripcion y el disefio experimental del proyecto
de investigacion aplicada, las actividades a realizar, un analisis del balance de
dafo y beneficio, la justificacion de que la finalidad del procedimiento no puede
conseguirse utilizando animales diferentes de los propuestos, la aplicacién de
los principios de reemplazo, reduccién y refinamiento incluyendo métodos de
eutanasia, anestesia y analgesia, las referencias bibliograficas de referencia en
la aplicacion de dichos principios y que avalan el fundamento cientifico del
proyecto y el “Resumen no técnico del proyecto”.

El proyecto ha sido revisado, corregido y finalmente evaluado y
aprobado, por el Comité de Etica para la Experimentacién Animal del centro
Universidad de Navarra, en su reunién del 10 de agosto de 2018. Se
acompania certificado de la Secretaria del Comité de los acuerdos adoptados
en relacién con el proyecto. Este Comité dispone de habilitacion para la
evaluacion de proyectos a partir del 15 de octubre de 2013, de acuerdo con lo
dispuesto en Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero.
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La Seccién de Seguridad Alimentaria del Instituto de Salud Publica y
Laboral de Navarra informa favorablemente la realizacion del procedimiento
solicitado por cumplirse los requisitos minimos establecidos en el Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero.

En el ejercicio de las competencias que el Decreto Foral 196/1996, 29
de abril, por el que se asignan, a los Departamentos de Medio Ambiente,
Ordenacién del Territorio y Vivienda y al Departamento de Salud, las derivadas
del desarrollo de la Ley Foral 7/1994, de 31 de mayo, de protecciéon de los
animales, atribuye al Departamento de Salud en cuanto al control de la
utilizacion de animales con fines de investigacion.

De conformidad con lo expuesto, en ejercicio de las atribuciones
conferidas en el articulo 22.1., de la Ley Foral 15/2004, de 3 de diciembre, de
la Administracion de la Comunidad Foral de Navarra y de las competencias
delegadas por la Resolucién 1496/2012, de 29 de agosto, de la Directora
General de Salud,

RESUELVO:

1. Autorizar por un periodo maximo de cinco afos el proyecto
“Farmacocinética en cécleas de primates no humanos implantados” , a los
efectos de lo dispuesto en el articulo 33 Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero,
por el que se establecen las normas basicas para la proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia,
con las siguientes condiciones:

- Usuario que llevara a cabo el proyecto: Don Manuel Manrique
Rodriguez
- Responsable del Proyecto: Don Manuel Manrique Rodriguez

El érgano habilitado debera hacer una evaluaciéon retrospectiva del
proyecto en base a la preceptiva documentacion presentada por el usuario y se
evaluara los resultados del proyecto que se relacionan en el apartado 3 del
articulo 35 del Real Decreto 53/2013.

El procedimiento se realizara en las instalaciones del centro registrado
con nimero ES312010000132, de titularidad Universidad de Navarra y
autorizado mediante Resolucién 647/2006, de 7 de abril, del Director General
de Salud.



8. Anexos

Mafarroako Osasun | @ Instituto de Salud Leire, 15 ¢ Leyro, 15
Publikoaren eta Lan }"( Pablica y Labaral 31003 PAMPLONA/IRUNA
Osasunaren Institutua L4 [ de Navarra Tel. B48 42 34 40

Faxa-Fax 848 42 34 74

Cualquier cambio del proyecto que pueda tener un impacto negativo en
el bienestar de los animales implicara una nueva evaluacion y, cuando
proceda, autorizacion del proyecto.

Las condiciones generales del desarrollo del proyecto seran las que se
determinan en el Real Decreto 53/2013.

2. Se asigna al proyecto el cadigo de identificacién 083-18
3. Trasladar esta Resolucion a la Seccion de Seguridad Alimentaria del
Instituto de Salud Publica y Laboral de Navarra, a los efectos oportunos.

4. Notificar esta Resolucién a la Universidad de Navarra, advirtiendo que
contra la misma, que no agota la via administrativa, se podra interponer
recurso de alzada ante al Consejero de Salud, en el plazo de un mes a contar
desde el dia siguiente al de su notificacion.

Pamplona, diecisiete de septiembre de dos mil diecioocho LA
DIRECTORA GERENTE DEL INSTITUTO DE SALUD PUBLICA Y LABORAL
DE NAVARRA, M? José Pérez Jarauta."

Lo que traslado a Vd. para su conocimiento y demas efectos

Pamplona, 19 de septiembre de 2018.

EL JEFE DEL SERVICIO DE SEGURIDAD ALIMENTARIA
Y SANIDAD AMBIENTAL

Elikagaien 1-,’-.1\; irtgsunaren eta

Ingurumen Osal \IH}W{ Zerbiizua

Servicio de Seguffad Alimentaria
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8.2. Anexo 2: Resultados de los contrastes post-hoc
(LSD) entre Muestras

Tabla 8.1: Pruebas de contraste post-hoc (LSD) Muestra a Muestra entre Grupos.

Diferencia entre Muestras DM p - valor
M1

24h-2h 1927.30 (1188.03, 2666.56) <0.001*

24h-7d -336.13 (-1115.38, 443.13) 0.359

7d-2h 2263.43 (1524.16, 3002.69) <0.001*
M2

24h-2h 2247.79 (1262.24, 3233.34) <0.001*

24h-7d 68.26 (-970.60, 1107.12) 0.887

7d-2h 2179.53 (1193.98, 3165.08) 0.001*
M3

24h-2h 1869.59 (867.00, 2872.18) 0.002*

24h-7d 365.49 (-691.34, 1422.31) 0.459

7d-2h 1504.10 (501.51, 2506.69) 0.007*
M4

24h-2h 2077.46 (1165.66, 2989.26) <0.001*

24h-7d 245.32 (-715.80, 1206.44) 0.582

7d-2h 1832.140 (920.34, 2743.94) 0.001*
M5

24h-2h 2012.06 (809.41, 3214.70) 0.004*

24h-7d 765.33 (-502.37, 2033.03) 0.208

7d-2h 1246.73 (44.08, 2449.37) 0.044*
M6

24h-2h 1683.85 (506.31, 2861.39) 0.010*

24h-7d 579.10 (-662.14, 1820.33) 0.323

7d-2h 1104.75 (-72.80, 2282.29) 0.063
M7

24h-2h 1783.25 (615.65, 2950.83) 0.007*

24h-7d 589.28 (-641.47, 1820.03) 0.311

7d-2h 1193.96 (26.37, 2361.56) 0.046*
M8

24h-2h 1644.08 (477.86, 2810.30) 0.010*

24h-7d 418.91 (-810.40, 1648.21) 0.465

7d-2h 1225.17 (58.96, 2391.40) 0.041*
M9

24h-2h 1593.82 (445.11, 2742.53) 0.011*

24h-7d 476.91 (-733.93, 1687.76) 0.401

7d-2h 1116.90 (-31.81, 2265.61) 0.056
M10

24h-2h 1481.52 (288.85, 2674.20) 0.020*

24h-7d 1832.07 (665.13, 2999.01) 0.004*

7d-2h 735.21 (-521.98, 1992.40) 0.222

DM = diferencia de concentraciones medias (uM).
Entre paréntesis se reporta el intervalo de confianza 95 % para la DM.
*Efecto estadisticamente significativo para o = 0.05.
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Tabla 8.2: Pruebas de contraste post-hoc (LSD) entre Muestras del Grupo 2 horas.

Diferencia entre Muestras DM p - valor
M1-M2 -45.92 (-389.10, 297.25) 0.772
M1-M3 -147.92 (-624.71, 328.88) 0.505
M1-M4 -222.78 (-502.84, 57.29) 0.107
M1-M5 -313.32 (-870.94, 244.30) 0.239
M1-M6 -381.75 (-970.25, 206.76) 0.179
M1-M7 -424.06 (-1012.44, 164.32) 0.139
M1-M8 -416.46 (-997.16, 164.25) 0.141
M1-M9 -392.52 (-934.52, 149.48) 0.138
M1-M10 -424.61 (-1068.11, 218.89) 0.172
M2-M3 -101.99 (-734.77, 530.78) 0.727
M2-M4 -176.85 (-496.17, 142.46) 0.245
M2-M5 -267.39 (-750.89, 216.11) 0.246
M2-M6 -335.82, (-856.99, 185.34) 0.182
M2-MT7 -378.14 (-916.62, 160.35) 0.149
M2-M8 -370.53 (-946.74, 205.68) 0.182
M2-M9 -346.60 (-865.97, 172.77) 0.168
M2-M10 -378.69 (-978.92, 221.55) 0.190
M3-M4 -74.86 (-675.27, 525.55) 0.787
M3-M5 -165.40 (-928.29, 597.49) 0.639
M3-M6 -233.83 (-1104.29, 636.63) 0.563
M3-MT7 -276.14 (-1083.26, 530.97) 0.463
M3-M8 -268.54 (-1067.94, 530.86) 0.471
M3-M9 -244.60 (-971.89, 482.68) 0.471
M3-M10 -276.69 (-1270.66, 717.27) 0.549
M4-M5 -90.54 (-482.18, 301.10) 0.618
M4-M6 -158.97 (-570.37, 252.43) 0.409
M4-MT7 -201.28 (-652.71, 250.15) 0.344
M4-M8 -193.68 (-647.54, 260.18) 0.364
M4-M9 -169.74 (-592.11, 252.63) 0.392
M4-M10 -201.83 (-694.03, 290.36) 0.382
M5-M6 -68.43 (-332.20, 195.34) 0.576
M5-MT7 -110.74 (-350.09, 128.61) 0.327
M5-M8 -103.14 (-336.51, 130.23) 0.348
M5-M9 -79.20 (-334.66, 176.26) 0.505
M5-M10 -111.29 (-628.76, 406.17) 0.642
M6-MT7 -42.31 (-188.48, 103.85) 0.533
M6-M8 -34.71 (-270.63, 201.21) 0.750
Me6-M9 -10.77 (-276.84, 255.30) 0.930
M6-M10 -42.86 (-314.43, 228.70) 0.732
M7-M8 7.60 (-180.18, 195.39) 0.930
M7-M9 31.54 (-164.07, 227.15) 0.727
M7-M10 -0.55 (-378.81, 377.71) 0.997
M8-M9 23.94 (-152.45, 200.33) 0.769
M8-M10 -8.15 (-465.13, 448.83) 0.969
M9-M10 -32.09 (-502.12, 437.94) 0.882

DM = diferencia de concentraciones medias (uM).

Entre paréntesis se reporta el intervalo de confianza 95 % para la DM.

*Efecto estadisticamente significativo para o = 0.05.
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Tabla 8.3: Pruebas de contraste post-hoc (LSD) entre Muestras del Grupo 24 horas.

Diferencia entre Muestras DM p - valor
M1-M2 -366.42 (-750.10, 17.27) 0.059
M1-M3 -90.21 (-623.28, 442.87) 0.714
M1-M4 -372,94 (-686.07, -59.81) 0.024*
M1-M5 -398.08 (-1021.51, 225.36) 0.185
M1-M6 -138.29 (-796.26, 519.67) 0.650
M1-MT7 -280.01 (-937.83, 377.82) 0.365
M1-M8 -133.24 (-782.48, 516.01) 0.657
M1-M9 -59.04 (-665.02, 546.94) 0.833
M1-M10 21.17 (-698.29, 740.62) 0.949
M2-M3 276.21 (-431.25, 983.68) 0.405
M2-M4 -6.52 (-363.53, 350.48) 0.968
M2-M5 -31.66 (-572.23, 508.91) 0.899
M2-M6 228.13 (-354.56, 810.81) 0.403
M2-MT7 86.41 (-515.64, 688.46) 0.756
M2-M8 233.18 (-411.04, 877.40) 0.439
M2-M9 307.38 (-273.29, 888.05) 0.266
M2-M10 387.58 (-283.50, 1058.67) 0.227
M3-M4 -282.74 (-954.01, 388.54) 0.370
M3-M5 -307.87 (-1160.81, 545.06) 0.440
M3-M6 -48.09 (-1021.29, 925.12) 0.915
M3-MT7 -189.80 (-1092.18, 712.58) 0.649
M3-M8 -43.03 (-936.79, 850.73) 0.917
M3-M9 31.17 (-781.96, 844.30) 0.934
M3-M10 111.37 (-999.92, 1222.66) 0.828
M4-M5 -25.14 (-463.01, 412.73) 0.901
M4-M6 234.65 (-225.31, 694.60) 0.282
M4-MT7 92.93 (-411.78, 597.65) 0.690
M4-M8 239.70 (-267.73, 747.14) 0.317
M4-M9 313.90 (-158.32, 786.13) 0.169
M4-M10 394.11 (-156.18, 944.39) 0.142
M5-M6 259.79 (-35.12, 554.69) 0.078
M5-MT7 118.07 (-149.53, 385.67) 0.349
M5-M8 264.84 (3.92, 525.76) 0.047*
M5-M9 339.04 (53.43, 624.65) 0.025*
M5-M10 419.24 (-159.30, 997.78) 0.137
M6-MT7 -141.72 (-305.13, 21.70) 0.082
M6-M8 5.06 (-258.71, 268.82) 0.967
M6-M9 79.26 (-218.22, 376.73) 0.566
M6-M10 159.46 (-144.16, 463.07) 0.269
MT7-M8 146.77 (-63.18, 356.72) 0.150
M7-M9 220,97 (2.27, 439.67) 0.048*
M7-M10 301.17 (-121.73, 724.08) 0.144
M8-M9 74.20 (-123.01, 271.41) 0.421
M8-M10 154.40 (-356.52, 665.32) 0.516
M9-M10 80.20 (-445.31, 605.72) 0.741

DM = diferencia de concentraciones medias (uM).
Entre paréntesis se reporta el intervalo de confianza 95 % para la DM.
*Efecto estadisticamente significativo para o = 0.05.

264



8. Anexos

Tabla 8.4: Pruebas de contraste post-hoc (LSD) entre Muestras del Grupo 7 dias.

Diferencia entre Muestras DM p - valor
M1-M2 37.97 (-345.71, 421.65) 0.830
M1-M3 611,41 (78.34, 1144.48) 0.029*
M1-M4 208.51 (-104.62, 521.64) 0.169
M1-M5 703,38 (79.94, 1326.82) 0.031*
M1-M6 776,93 (118.96, 1434.90) 0.025*
M1-MT7 645.40 (-12.42, 1303.23) 0.054
M1-M8 621.80 (-27.45, 1271.04) 0.059
M1-M9 754,00 (148.02, 1359.98) 0.020*
M1-M10 1092,50 (373.05, 1811.96) 0.007*
M2-M3 573.44 (-134.02, 1280.90) 0.101
M2-M4 170.54 (-186.47, 527.55) 0.312
M2-M5 665,41 (124.84, 1205.98) 0.021*
M2-M6 738,96 (156.28, 1321.64) 0.018*
M2-MT7 607,43 (5.39, 1209.48) 0.048*
M2-M8 583.83 (-60.40, 1228.05) 0.071
M2-M9 716,03 (135.37, 1296.71) 0.021*
M2-M10 1054,53 (383.45, 1725.620) 0.006*
M3-M4 -402.90 (-1074.180, 268.38) 0.211
M3-M5 91.97 (-760.96, 944.91) 0.815
M3-M6 165.52 (-807.68, 1138.72) 0.713
M3-MT7 34.00 (-868.39, 936.37) 0.935
M3-MS8 10.39 (-883.37, 904.14) 0.980
M3-M9 142.59 (-670.53, 955.72) 0.704
M3-M10 481.09 (-630.19, 1592.38) 0.357
M4-M5 494,87 (57.00, 932.74) 0.030*
M4-M6 568,42 (108.46, 1028.38) 0.020*
M4-MT7 436.90 (-67.82, 941.61) 0.083
M4-M8 413.29 (-94.15, 920.72) 0.100
M4-M9 545,49 (73.27, 1017.72) 0.028*
M4-M10 883,99 (333.71, 1434.28) 0.005*
M5-M6 73.55 (-221.36, 368.45) 0.591
M5-MT7 -57.98 (-325.58, 209.62) 0.64
M5-M8 -81.59 (-342.51, 179.33) 0.502
M5-M9 50.62 (-235.00, 336.23) 0.701
M5-M10 389.12 (-189.42, 967.66) 0.165
M6-MT7 -131.53 (-294.94, 31.89) 0.103
M6-M8 -155.14 (-418.90, 108.63) 0.219
M6-M9 -22.91 (-320.40, 274.55) 0.867
M6-M10 315,57 (11.96, 619.18) 0.043*
MT7-M8 -23.61 (-233.55, 186.34) 0.807
M7-M9 108.60 (-110.10, 327.30) 0.294
M7-M10 447,10 (24.19, 870.01) 0.040*
M8-M9 132.21 (-65.00, 329.42) 0.166
M8-M10 470.71 (-40.21, 981.63) 0.067
M9-M10 338.5 (-187.01, 864.01) 0.182

DM = diferencia de concentraciones medias (uM).

Entre paréntesis se reporta el intervalo de confianza 95 % para la DM.

*Efecto estadisticamente significativo para o = 0.05.
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8.3. Anexo 3: Difusion de los resultados

8.3.1. Articulos cientificos
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Manrique-Huarte R, Linera-Alperi M A, Parilli D, Rodriguez JA, Borro D, Dueck
WF, Smyth D, Salt A, Manrique M. Inner ear drug delivery through a cochlear implant:
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doi: 10.1016/j.heares.2021.108228.

Factor de impacto ISI JCR 2021: 3.208 (HEARING RESEARCH, P-ISSN 0378-5955).
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Garaycochea O, Manrique-Huarte R, Lazaro C, Huarte A, Prieto C, Alvarez de
Linera-Alperi M, Manrique M. Comparative study of two different perimodiolar and a
straight cochlear implant electrode array: surgical and audiological outcomes. Eur Arch
Otorhinolaryngol. 2020 Jan;277(1):69-76. doi: 10.1007/s00405-019-05680-6.
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8.3.2. Comunicaciones en congresos
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aplicaciones quirtrgicas. Ponencia presentada en: 73 Congreso Nacional de la Sociedad
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