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INTRODUCCION

La hipoacusia o pérdida auditiva es un importante
problema de salud publica debido a su elevada pre-
valencia e impacto en la calidad de vida. En los nifios
la hipoacusia repercute en la adquisicion del lengua-
jey en los adultos dificulta la integracién social y se
asocia con la progresién del deterioro cognitivo.

Existen numerosos factores ambientales que
contribuyen a la hipoacusia, destacando el ruido y
las sustancias ototdxicas. La hipoacusia por ruido
constituye la pérdida auditiva mas frecuente tras
la presbiacusia y es una importante causa de bajas
laborales. Su prevalencia estd aumentando signi-
ficativamente en la poblacion joven por uso de
dispositivos de audio. La ototoxicidad es un efecto
secundario frecuente asociado a muchos farmacos
de uso clinico como los antibiéticos, antitumorales,
antiinflamatorios o antipaludicos. El estrés oxida-
tivo y la inflamacién son mecanismos patolégicos
clave en ambas formas de hipoacusia, producien-
do dafio de las células ciliadas y neuronas del oido
interno, asi como su muerte por apoptosis. El control
de estas rutas mediante sustancias antioxidantes y
antiinflamatorias constituye una potente estrategia
terapéutica para mantener la homeostasis y evitar la
muerte celular.

En la actualidad no existe un tratamiento curativo
para la hipoacusia y sélo se dispone de dispositivos
como audifonos o implantes cocleares. Resulta esen-
cial la investigacion de nuevas terapias preventivas,
reparadoras y regeneradoras mediante aproximacio-
nes farmacoldgicas, genéticas y con células madre y
utilizando como herramienta los modelos animales
de hipoacusia por ruido u ototéxicos, entre otros.

Presentamos aqui un trabajo de investigacién
realizado por el Servicio ORL del H.U. Principe de
Asturias y el Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas “Alberto Sols” en el que se evalian en mode-
los animales nuevas terapias farmacolégicas para
la prevencién de la hipoacusia neurosensorial. Los
objetivos del trabajo son:

1- Estudiar la eficacia de la administracién com-
binada de los antioxidantes, N-acetilcisteina y
el resveratrol, para prevenir o atenuar el dafio
causado por la administracion de los ototoxicos
kanamicina y furosemida en rata.

2 - Estudiar la eficacia de la administracion de inhi-
bidores de TGF-, mediador de la respuesta
inflamatoria, para prevenir o modular los cam-
bios morfolégicos y funcionales de la céclea en
un modelo de dafo por exposicion al ruido en
ratén.

MATERIAL Y METODOS

Evaluacion de antioxidantes en un modelo
de otoxicidad en rata.

Se emplearon ratas Wistar, macho, de 8 semanas de
edad y 250-300 g de peso, mantenidas con dieta estan-
dar y acceso libre al agua, segun recomendaciones de
FELASA. Toda la experimentaciéon animal se realizé
con la aprobacion del comité de bioética del CSIC.

Los animales fueron asignados aleatoriamente al
grupo problema (n=25) o grupo control (n=19), que
recibieron resveratrol (10 mg/kg/dia) y N-acetilcisteina
(400 mg/kg/dia) o suero salino, respectivamente, via
intraperitoneal durante 5 dias consecutivos (Figura 1).
El segundo dia de tratamiento se realiz6 en todos
los animales una bullostomia para depositar sobre la
ventana redonda del oido derecho una esponja de
gelatina (Gelfoam®) embebida en 75 pl de una solu-
cion ototodxica (kanamicina 200 mg/ml (Fagron Ibé-
rica, Espana) y furosemida 50 mg/ml (Fluka)), segun
procedimientos publicados'3.

La funcién auditiva se evalué mediante potenciales
evocados auditivos (PEATC) antes del inicio del tra-
tamiento (basal) asi como a los 3, 14y 21 dias tras la
administracion local de ototoxicos, siguiendo proto-
colos del grupo®. La cirugia y los PEATC se realizaron
bajo anestesia general inhalatoria con isofluranoy se
administré la analgesia perioperatoria adecuada.

Se tomaron muestras de coclea a los 3y 21 dias tras
la administracion local de los ototoéxicos y se desti-
naron a analisis histologico y de expresiéon de genes.
Para el estudio de la morfologia y citoarquitectura
coclear las muestras se fijaron con paraformaldehi-
do, se descalcificaron con EDTA y se incluyeron en
parafina, obteniendo secciones de un grosor de 5 pm
paralelas al modiolo y representativas del a4pex, media
y base de la céclea, que se contrastaron con violeta
de cresilo al 1 %°. Para el andlisis transcriptomico las
cocleas se extrajeron y conservaron en RNAlater®
(ThermoFisher Scientific). Tras la homogeneizaciény
extraccion del ARN, se generé ADN complementario
mediante transcripcion inversa (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit; ThermoFisher Scientific) y se
hibridé con un PCR array especifico (RT2 Profiler™ PCR
Array Rat Oxidative Stress; Quiagen)®.

Evaluacion de péptidos inhibidores de TGF-8 en un
modelo de hipoacusia inducida por ruido en ratén.

Se emplearon ratones de 2 meses de edad de distintas
estirpes (C57BL/6JOlaHsd (C57), CBA/CaOlaHsd (CBA) y
HsdOla:MF1 (MF1), Harlan Interfauna Ibérica), mante-
nidos en condiciones similares a las descritas.



La exposicion al ruido se realizé en una cdmara dise-
fAada, patentada y validada previamente por el gru-
po’?. Se establecid el patron de respuesta al ruido de
las tres estirpes para descartar que los efectos observa-
dos en los ensayos de tratamiento no fueran debidos
al fondo genético, observando un gradiente de sensi-
bilidad C57>MF1>CBA.

El tratamiento con los inhibidores de TGF-B se rea-
liz6 siguiendo procedimientos publicados®. P17 es un
péptido hidroéfilo soluble'™ con una afinidad 100 %
por TGF-B1'"" mientras que P144 es hidréfobo, reco-
noce la region extracelular del receptor tipo Il del
TGF-B e impide su unién con el TGF-B1'2. Los péptidos
se administraron sistémicamente siguiendo diferentes
posologias, antes de la exposicién al ruido (pretra-
tamiento) o inmediatamente después. Los animales
del grupo control recibieron un tratamiento idéntico
con el excipiente. También se evalu la eficacia de los
inhibidores tras una Unica administracion local en el
oido, siguiendo un procedimiento quirdrgico similar
al descrito en rata.

La funcion auditiva y el estudio histolégico se
l[levaron a cabo mediante los procedimientos de
PEATC y evaluacion de secciones de parafina mencio-
nados previamente y publicados por el grupo durante
la ultima década*'™'. La valoracion de los niveles de
transcritos y de proteinas, asi como su grado de acti-
vacion, se realizé mediante retrotranscripcion sequida
de PCR en tiempo real (RT-qPCR) y Western blotting
respectivamente, siguiendo protocolos del grupo para
extraer material genético y de proteinas de muestras
de pequefio tamafio con alta eficiencia™®.

El analisis estadistico de los datos de PEATC fue
realizado con el software SPSS (IBM), aplicando un
modelo mixto lineal para evaluar el efecto del trata-
miento en parametros auditivos (umbrales, latencias
y amplitudes) a lo largo del ensayo. Posteriormente
se analizaron las diferencias entre los grupos proble-
ma y control en cada uno de los momentos defini-
dos en el ensayo, aplicando test no paramétricos o
paramétricos segun la normalidad de los datos. Las
diferencias se consideraron estadisticamente sig-
nificativas cuando p < 0.05. Los datos de expresion
génica del PCR array se analizaron con el software
especifico (Quiagen). Tras la normalizacién de los
datos se determinaron aquellos genes diferencial-
mente expresados entre los animales tratados con
resveratrol y N-acetilcisteina y los tratados con salino,
asi como con la condicién control sin ototoéxico, en
los dos tiempos en estudio (3 y 21 dias tras la adminis-
tracion de ototoxico). En el caso de los datos de RT-
gPCRy Western blotting se realizaron comparaciones
de medias mediante test de Student.

RESULTADOS

El tratamiento sistémico con resveratrol y N-acetilcisteina
atenua la hipoacusia inducida por kanamicina y furo-
semida en rata.

Los umbrales en respuesta a click a los 3 dias de la admi-
nistracion de ototoxicos aumentaron significativamente
respecto a los valores basales (tratado con salino p < 0,01;
tratado con resveratrol y N-acetilcisteina, p < 0,05) y se
mantuvieron elevados a los 14y 21 dias en ambos gru-
pos. La pérdida auditiva fue menor en las ratas tratadas
con resveratrol y N-acetilcisteina respecto a las tratadas
con suero salino en todos los tiempos, con diferencias
significativas (p<0,01) a los 3 dias de la administracion de
ototoxicos, lo que sugiere que el efecto protector estaria
ligado a la duracién del tratamiento (Figura 2A).

De igual manera, la administracién local de los ototéxi-
cos incrementé en ambos grupos el umbral auditivo en
respuesta a tonos puros, especialmente en las frecuencias
mas altas (Figura 2B). El grupo tratado con resveratrol y
N-acetilcisteina presenté umbrales menores que los del
tratado con suero salino a lo largo de todo el ensayo,
con diferencias significativas entre grupos (p < 0,05 para
8 kHzy p < 0,01 para el resto de frecuencias) al finalizar
el tratamiento.

El estudio histolégico corroboré que el tratamiento
con antioxidantes mejora el estado celular tanto de las
células sensoriales como de las neuronas del ganglio
auditivo. El estudio del transcriptoma de los genes que
intervienen en el balance de éxido-reduccién confir-
mé que el tratamiento sistémico con resveratrol y N-
acetilcisteina produce cambios positivos en la expresion
de genes relacionados con el estrés oxidativo y la defensa
antioxidante, con una disminucién de fuentes enzimati-
cas de especies reactivas de oxigeno e incremento de la
expresion de enzimas antioxidantes (Figura 2C).

En resumen, el tratamiento con resveratrol y N-
acetilcisteina mostré un efecto protector frente a la
ototoxicidad por aminoglucésidos, que fue mas rele-
vante mientras se mantuvo la administracién de los
antioxidantes. Al suspender el tratamiento se produjo
una reversion parcial del efecto protector y un lige-
ro aumento de umbrales auditivos aunque siguieron
siendo inferiores a los de los animales no tratados
(Garcia-Alcantara et al., enviado 2016)".

El tratamiento sistémico con inhibidores del TGF-B
previene el dafo causado por la exposicion al ruido.

Trabajos previos del grupo analizando la expresion de
los elementos del sistema del TGF- mostraban que éste
se encuentra fuertemente activado tras la exposicion a
ruido, lo que sugeria que su inhibicion podria tener un



efecto protector'. Ademas se examind la seguridad
de ambos inhibidores y se determiné un rango de
dosis en la que no presentaron efectos de ototoxici-
dad secundarios.

Con esta base, estudiamos si el pretratamiento sis-
témico con los inhibidores disminuia el impacto de la
exposicion al ruido. Los resultados mostraron que los
umbrales auditivos en los animales tratados durante
quince dias con los inhibidores y expuestos posterior-
mente a ruido eran menores que los tratados con suero
salino a lo largo del ensayo, especialmente en la prime-
ra semana tras la exposicion (Figura 3). El tratamiento
sistémico continuado tras la exposicion al ruido no tuvo
sin embargo un efecto protector tan llamativo. Por otra
parte, el tratamiento local con una Unica dosis de inhibi-
dor administrada mediante bullostomia (procedimiento
similar al descrito en rata), no tuvo efecto alguno, lo
gue sugiere que la efectividad depende de la presencia
continuada del farmaco.

Los resultados histolégicos correlacionaron plena-
mente con los funcionales, aprecidndose una mayor
proteccion celular en los animales que recibieron un
pretratamiento continuado™. En el ambito molecular,
la administracion de los péptidos inhibidores del TGF-B,
atenuo el estrés oxidativo y la inflamacion asociados
al dafio por el ruido, disminuyendo la activacion de la
quinasa de estrés pro-inflamatorio p38a y equilibran-
do los niveles de NOX4 y MnSOD2, implicadas en la
generacion y eliminacion de radicales libres de oxigeno,
respectivamente (Figura 4). Estos datos se asemejan a
los observados en el modelo de ototoxicidad en rata y
sugieren que el balance de 6xido-reduccién y concreta-
mente la actividad de NOX4 es clave en la respuesta al
dafo auditivo.

DISCUSION

La administracion de los ototodxicos causé un incremen-
to significativo de los umbrales auditivos en todas las
frecuencias estudiadas, especialmente en las mas altas,
lo que refleja un dafio predominante en la regién basal
de la cdclea y se correlaciona con los hallazgos histolo-
gicos. Esto podria deberse a su proximidad a la ventana
redonda donde se aplicé la solucidn ototoxica, y a la difi-
cultad de los ototoéxicos para alcanzar la region apical
de la céclea por difusion simple. Ademas se ha descrito
una mayor susceptibilidad de las células ciliadas externas
de la base debido a una menor concentracién de glu-
tation'®?, asi como de las ciliadas externas frente a las
internas en toda la coclea por la presencia de canales de
transduccion mas amplios que permitirian la entrada de
una mayor cantidad de ototdxico?'. También se observé
una menor degeneracién de las neuronas del ganglio
auditivo en las ratas con menor pérdida de células cilia-
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das internas, confirmando trabajos previos?? y recal-
cando la importancia del soporte trofico de las células
ciliadas internas para la supervivencia de las neuronas
del ganglio auditivo.

Respecto al papel de los antioxidantes en la
prevencion del dafio ototéxico, existen muchos
trabajos con modelos animales que confirman un
efecto beneficioso?*?>, especialmente cuando se com-
binan varias de estas sustancias. La tendencia actual
apunta al tratamiento combinado de antioxidantes?,
lo que permite activar diferentes dianas, en diferentes
momentos y compartimentos celulares, ampliando su
rango de accién y ademas, reducir la oxidacién de los
propios antioxidantes, alargando su vida media. En
este trabajo se ha empleado resveratrol y N-acetilcisteina,
ambas aprobadas para su uso humano y que se uti-
lizan en formulaciones para uso sistémico tanto en
la clinica como en complementos nutracéuticos. Esta
combinacién ha sido utilizada previamente en estu-
dios in vitro con células humanas en el contexto del
cancer?, la anemia de Fanconi?® y el envejecimiento
cutdneo?®, pero no se habian empleado con anteriori-
dad en la hipoacusia inducida por ototoxicos.

La administracion de resveratrol y N-acetilcisteina
demostroé un efecto otoprotector de forma predominante
en las fases iniciales del estudio, lo que podria explicarse
por su corta vida media (<30 minutos el resveratrol y <2
horas la N-acetilcisteina). Sin embargo, las comparacio-
nes con otros trabajos son dificiles, ya que la mayoria de
ellos valoran la respuesta auditiva pocos dias después
y no semanas después de terminar el tratamiento con
antioxidantes®3'. Los animales tratados con suero salino
presentan una ligera recuperacion de los umbrales audi-
tivos en la segunda semana tras la administracién del
ototéxico, lo que podria deberse a cierta reversibilidad
del dafio ototdxico®23, Sin embargo nuestros resultados
muestran claramente un efecto protector del resveratrol
y N-acetilcisteina, con mejores umbrales auditivos a los de
todo el ensayo. Las posibles estrategias para ampliar la
duracién del efecto protector de los antioxidantes pasa-
rian por prolongar el tratamiento con los antioxidantes,
administrarlos en vehiculo de liberacién sostenida o incre-
mentar las dosis, teniendo siempre en cuenta la posible
incidencia de efectos adversos*.

El modelo de ruido utilizado es muy reproducible,
modulable, parcialmente reversible y esta enfocado a
dafar las frecuencias relevantes para el ratén, requi-
riendo tiempos de exposicion cortos y disminuyendo asi
el estrés del animal. La caracterizacion funcional y mole-
cular del modelo ha permitido definir diversas dianas
terapéuticas y valorar el efecto de nuevas moléculas,
tales como los inhibidores de TGF-B. Nuestro trabajo
indica que la inhibicién de esta ruta protege del estrés
oxidativo, nuevamente con la mediacién de NOX4, del



estrés inflamatorio y del dafio celular ocasionados por
la exposicion a ruido, favoreciendo el mantenimiento
de la funcién auditiva. De nuevo la farmacocinética ha
sido clave para encontrar resultados positivos, siendo
necesaria la administracién continua del inhibidor para
apreciar sus acciones y obteniendo mejores resultados
cuando el tratamiento se administra antes de la expo-

sicion a ruido.

CONCLUSIONES

Las moléculas diana de los inhibidores, quinasas de
estrés y NADPH oxidasas habian sido previamente descri-
tas como elementos en la respuesta al dafio auditivo®>?’.
En su conjunto nuestros resultados indican que el uso de
los inhibidores de TGF-B, una diana nueva en este cam-
po, tiene un elevado interés terapéutico en la proteccion
del daio causado por ruido, y potencialmente en otros

contextos de dafo auditivo.

1. El tratamiento combinado con resveratrol y N-acetilcisteina disminuye tanto la pérdida auditiva como el
dafo celular inducidos por la administracion de ototdxicos en la rata. El efecto protector es debido a su
potencial antioxidante y disminuye tras la suspension del tratamiento, aspecto a considerar en su potencial

uso clinico.

2. Los péptidos inhibidores del TGF-B, P17 y P144, previenen los cambios morfoldgicos y funcionales que sufre
la coclea del ratén por la exposicion al ruido excesivo. NOX4 aparece entre las dianas de estos inhibidores
en el proceso de proteccién del dafio.
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FIGURAS

Figura 1.
Esquema del experimento. Los animales recibieron
Suero salino | sistémicamente Resveratrol+N-acetilcisteina NAC o suero
Resveratrol - NAC salino durante 5 dias consecutivos. El sequndo dia todos los
animales recibieron una mezcla ototdxica de kanamicina y
inyeccion IP furosemida en el oido derecho, quedando los oidos izquierdos
como controles sin ototdxico. La funcion auditiva fue evaluada
vearc 222727 PEATC PEATC mediante PEATC al inicio del ensayo (basal) y a los 3, 14 y 21
dias de la administracion de ototdxicos. Se tomaron muestras
Basal 3 14 21 . B . 9 .
de cdclea a los 3 y 21 dias tras la administracion de ototdxicos
Kanamicina | l para estudios histoldgicos y moleculares.
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® Resveratrol+NAC e Salino

A) Evolucién de los umbrales auditivos. Comparacion de los umbrales en respuesta a estimulos sonoros (tono puro) de ratas
tratadas con resveratrol+NAC frente al grupo control que recibid suero salino a lo largo del ensayo. Los umbrales aumentan
significativamente en ambos grupos tras la administracion de ototoxicos, en especial en las frecuencias altas, pero este incremen-
to es menor en las ratas tratadas con resveratrol+NAC que en las que recibieron suero salino, con diferencias estadisticamente
significativas al finalizar el tratamiento. Los umbrales se presentan como media + EEM (en dB SPL) y las diferencias se consideran
estadisticamente significativas cuando p < 0,05: *p < 0,05; **p < 0,01.

B) Cambios en la expresién génica coclear. Expresion génica comparada a los 3 dias de la administracion de ototdxico local, en
ratas tratadas con resveratrol+NAC frente a las que recibieron suero salino. El “Volcano plot” representa la diferencia de expresion
de cada gen (fold difference) entre el grupo tratado con resveratrol+NAC y el no tratado (control con salino), asi como el p-valor
en la prueba t (linea azul, p < 0.05). En la tabla se listan los genes cuya expresion esta aumentada (en verde) o disminuida (en rojo)
de manera estadisticamente significativa en los tratados. La expresion génica se ha calculado mediante el método de 22ty |os
p-valores mediante la prueba t de Student. Como gen enddgeno se ha empleado el gen de la B-actina.
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Figura 3.
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Evolucion de los umbrales auditivos tras pretratamiento
con los inhibidores de TGF-B1 y exposicion a ruido.
Comparacion de los umbrales en respuesta a click (media
+ EEM, dB SPL) en ratones MF1 (n=6 por grupo) tratados con los
inhibidores de TGF-31 P17 (tridngulos) o P144 (cuadrado) a 2,5
mglkg/24h/15 dias, o con salino (circulo) y expuestos a ruido de
100 dB SPL durante 12 h. Los animales tratados con inhibidores
de TGF-B1 presentaron umbrales inferiores tras la exposicion a
ruido, con diferencias estadisticamente significativas (P17, * p <
0,05; P14, #p < 0,05; ##p < 0,01) respecto al grupo no tratado que
recibio sélo salino, entre 1y 7 dias tras la exposicion. Adaptada

7 21 28 de Murillo-Cuesta et al., 20155,
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Figura 4.
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Niveles de proteinas de mediacion de estrés oxidativo e inflamacién medidos tras exposicion a ruido y tratamiento
con inhibidores de TGF-B1. Curso temporal de la relacién proteina activadalproteina inactiva de referencia (p-p38/p38a,
p-SMAD2/SMAD2/3, NOX-4/IMAPK y MnSOD/B-actina) determinada en cdcleas de ratones CBA (n = 3/ensayo) expuestos a ruido
(110 dB SPL, 30 min) y tratados con el inhibidor de TGF-B1 P144 a 10 mg/kg/24 h/15 dias (columnas negras) o con suero salino
(columnas grises), asi como en animales no expuestos a ruido (columnas blancas). La exposicion al ruido aumentd de forma
significativa la actividad de p-p38 y p-SMAD?2 y los niveles de MnSOD en comparacion con los ratones no expuestos (*p < 0,05; **p
<0.01). El tratamiento disminuyd significativamente los niveles de las quinasas pro-inflamatorias p-p38ay p-SMAD2, y aumentd
el de la enzima detoxificadora MnSOD en comparacion con el grupo que recibié sélo salino (#p < 0,05; ##p < 0,01). Los datos se
muestran como la media + DE. Adaptada de Murillo-Cuesta et al., 2015,
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