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INTRODUCCION

Desde mediados de los arios 70 es conocido que el uso de algunas drogas
destinadas al tratamiento de algunos tumores malignos, como el
cisplatino, produce un grado variable de sordera neurosensorial que se
estima entre un 9y 91 por ciento. Una revision de la bibliografia ha
llevado a aceptar un 36 por ciento de sorderas como una cifra media de
personas con alteracion auditiva secundaria a la aplicacion de esta
terapia de primera eleccion en determinadas formas de cancer de
testiculo, mama, ovario, etc.

El cisplatino vy el resto de las drogas platinadas (carboplatino y
oxaliplatino) propuestas mds tarde para intentar reducir los efectos
secundarios de la formulacion inicial, se presentan como un excelente
modelo de toxicidad quimica del 6rgano de Corti. Hasta el momento, se
han descrito las alteraciones que estos farmacos citotoxicos producen sobre
la audicion y, en menor medida, los danos morfologicos que inducen en las
células cihadas.
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a realizacion de investigaciones sobre los

cambios que producen los téxicos en el oi-

do interno obliga a emplear animales de
experimentacion que son manejados siguiendo
las guias del Consejo Nacional para evitarles su-
frimientos innecesarios. Los animales incluidos
en los diferentes experimentos fueron inyecta-
dos con dosis equivalentes a las usadas en tera-
pia antitumoral en humanos.

Potenciales evocados auditivos de tronco
cerebral (PEATC)

El método para conocer el estado de la audicion
de los animales fue la realizacién de potencia-
les auditivos. Las ratas fueron anestesiadas an-
tes de colocar los electrodos de registro. Los es-
timulos fueron generados con un sistema de po-
tenciales evocados Medelec Synergy. Los esti-
mulos fueron liberados durante 10 ms en cada
oido a una tasa de 20 estimulos por segundo
con intensidad creciente desde 10 dB hasta 80
dB en incrementos de 5 dB. Se promediaron
1.500 estimulos. La respuesta mas baja que cla-
ramente demostraba una onda fue interpreta-
da como el umbral auditivo.

Esta metodologia se repitié en todos y cada
uno de los animales estudiados en cada fase del
experimento.

Lineas de investigacion emprendidas en este
estudio

Estudio analitico del depésito de platino en
diversos 6rganos del animal de experimenta-
cién en comparacion con el oido, esto es, co-
nocer la cantidad de metal que se deposita
en cada érgano estudiado.
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Localizaciéon de lesiones de las diversas estruc-
turas de la coclea producida por el cisplatino.

Propuesta de un mecanismo fisiopatologico
de destruccion celular secuencial dentro del
6rgano de Corti.

Estudio analitico

El empleo de sofisticadas tecnologias permi-
te calcular cantidades infinitesimales de me-
tales en una muestra. Una vez determinado
el nivel de audiciéon antes de la inyeccion y
tras inyectarle las variedades elegidas de pla-
tino, era sacrificado y se le extraian diversos
érganos que eran preparados para posterio-
res estudios. La espectrometria de masas
(ICP-MS) se basa en el analisis 6ptico de un ho-
mogeneizado de sustancias que contengan el
metal buscado, en nuestro caso, del oido, ce-
rebro, rindn e higado de las 21 ratas inyecta-
das con cisplatino, carboplatino y oxaliplati-
no. La separacién de las biomoléculas de pla-
tino fue realizada por inyeccion del citosol en
el tdnden LC-ICP-MS (SEC), procediéndose al
analisis cromatografico bimidensional. Los re-
sultados se muestran en la

Oido interno Rifén
Cisplatino 5.4+/-1.5 33+/-7
Carboplatino 0.26+/-0.05 10+/-3
Oxaliplatino 1.7+/-0.3 57+/-4

Resultados expresados como
(mg Pt/kg peso seco)/mg Pt administrado.



Desde el punto de vista farmacolégico, se de-
muestra que el cisplatino produce una mayor
concentracion en rifndn que en oido, lo que co-
rresponde a la toxicidad descrita previamente.
La acumulacién de Pt tras la administracion de
carboplatino es la menor en ambos tejidos. El
oxaliplatino se acumula mucho mas en el rindén
que en el oido, aunque no produce los mismos
efectos por lo que se deduce que su estructura
particular influye mas que el Pt contenido en las
lesiones producidas. En consecuencia, deben
analizarse las interacciones de las biomoléculas
de Pty las diferentes especies formadas para re-
lacionarlas con los efectos adversos.

Los diferentes efectos secundarios (altera-
cién nerviosa, intoxicacion renal o trastornos
de la sangre...) atribuidos a los farmacos de
segunda y tercera generacién derivados de la
molécula original, desarrollados por la indus-
tria farmacéutica para evitarlos, pueden tener
origen en la diferente estructura de su for-
mula quimica o por diferente ligazén a pro-
teinas intrinsecas del 6rgano de Corti o de
otros 6rganos dianas donde se manifiesta su

accion. La posibilidad de cuantificar el depo-
sito de Pt desarrollado en estudios que hemos
disefiado, permite comparar las concentracio-
nes en diferentes tejidos ante la inyeccién de
cada una de las drogas. Asi, se demuestra que
la acumulacién de oxaliplatino en oido inter-
no es superior a la del cisplatino y mucho ma-
yor que la del carboplatino, pese a la menor
toxicidad secundaria del carboplatino y el oxa-
liplatino, al menos desde el punto de vista de
la ototoxicidad. Estos hechos indican que exis-
ten otros factores, ademas de la concentracion
en el interior de las células, que son respon-
sables del efecto téxico, en nuestro caso, la
pérdida de audicion.

Es conocido que en el tratamiento de los tu-
mores se emplean ciclos de tratamiento, esto es,
la dosis total se fracciona en dosis semanales al
objeto de alcanzar los mayores efectos anti-
cancerosos con los minimos efectos secundarios.
Con nuestro método es posible cuantificar las
cantidades de platino presentes en los tejidos
al reproducir unas dosis de toxico equivalentes
a las empleadas en humanos.

Muestra Oido Rin6n Higado
Control (n=4) Nd Nd Nd
Ciclo 1 (n=7) 1.96 +/-0.35 33.3+/-6.9 7.29+/-1.38
Ciclo 2 (n=3) 1.25+/-0.32 21.4+/-4.0 3.68 +/-0.48
Ciclo 3 (n=3) 1.33+/-0.44 22.8 +/-5.7 3.84 +/- 1.29
Ciclo 4 (n=3) 1.09 +/- 0.09 20.8 +/-9.3 3.03 +/- 0.65
Ciclo 5 (n=3) 2.20 +/- 0.05 28.7 +/- 3.1 5.80 +/- 0.63

Concentracion relativa de Pt en oido, rifén e higado en ratas tratadas con multidosis de
cisplatino. Los resultados estan expresados como mg Pt/kg de muestra seca/mg Pt administrados

(media +/- S n-1). Nd.- no detectable.
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muestra las concentraciones ob-
tenidas en oido, riidn e higado tras la inyec-
cion a la rata de una dosis de cisplatino simi-
lar a la utilizada en tratamientos antioncolé-
gicos.

indica que la concentracion des-
pués del primer ciclo es la mayor. Entre el 2°y
3° ciclo el descenso de las concentraciones re-
lativas oscila entre un 26 y 50% dependiendo
del 6rgano estudiado. Del 2° al 5° ciclo la con-
centracién permanece constante. Este hecho
indica que los mecanismos de eliminacién/des-
toxificaciéon son muy activos, aunque pueden
agotarse tras el 5° ciclo, como muestra el au-
mento de concentracion relativa de Pt.

De la comparacion entre la pérdida auditiva
y la concentracién de platino en los tejidos es-
tudiados tras una dosis Unica de cisplatino se
deduce:

Una ausencia de correlacién entre la canti-
dad de platino depositada en la coclea y la
pérdida auditiva.

La presencia de 10 veces mas platino deposi-
tado en coclea que en tejido cerebral, pese a
ser dos 6drganos con un origen embriolégico
(ectodermo) y una irrigacion comun (sistemas
carotideo y vertebro-basilar) y una localiza-
cion de gran proximidad (tan sélo separados
por la meninge). Aunque se puede aceptar la
intervencion de la barrera hemato-encefali-
ca, para justificar este hallazgo, también se
podria invocar la existencia de una barrera
hemato-laberintica, aceptada por muchos in-
vestigadores. Asi mismo, el estudio citado ha
demostrado un aclaramiento mas rapido en
el cerebro que en el oido.

Una revision bibliografica relativa a la cons-
titucion proteinica de ambos tejidos, mues-
tra la existencia de dos proteinas especifi-
cas (OCP1y OCP2) presentes en la coclea 'y
no en el tejido nervioso, de probable apari-
cién como consecuencia de la adaptacion
funcional del 6rgano a lo largo de la evolu-
cién. A dichas proteinas puede fijarse el pla-
tino. Por este camino deben proseguir nues-
tras investigaciones.

Coclea

Cerebro

Coclea/cerebro

Grupo control

0(0%)

0(0%)

0(0%)

3 dias 1.672 (32%) 0.211 (38%) 8.133(13%)

7 dias 3.175 (57%) 0.342 (72%) 11.382 (55%)
30 dias 0.686 (12%) 0.052 (17 %) 13.613 (22%)
90 dias 0.598(17 %) 0.027 (112%) 46.526(79%)

Concentraciéon de platino en tejido seco, desviacion estandar relativa y relacion céclea/cerebro

tras tratamiento con cisplatino.
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Localizacion de la destruccion de células en
el interior de la coclea tras la inyeccién de cis-
platino

La destruccion celular (apoptosis) producida
por diversas agresiones externas, entre ellas,
la administracion de cisplatino da lugar a la
liberacion de caspasas. El empleo de anti-
cuerpos que se unen a las caspasas ligados a
sustancias birrefringentes, permiten visuali-
zar la localizacion de los fendmenos de des-
truccion celular en el interior del oido me-
diante técnicas de inmunohistoquimica. La
técnica de la luciferasa fue empleada para de-
terminar las diferentes actividades de caspa-
sas y niveles de ATP en proteinas en extractos
totales de céclea.

Adicionalmente, la expresion de varias
proteinas relacionas con la apoptosis fueron
medidas mediante Western blotting. Estos
analisis fueron realizados a los 2, 7 y 30 dias
de la inyeccion.

Los resultados obtenidos en nuestros ani-
males demostraron que la inyeccién de cis-
platino incrementé de forma considerable los
niveles de actividad de caspasa-3/7 y la expre-
sion de proteina caspasa-3 activa y la tincién
de inmunofluorescencia de caspasa-3, la acti-
vidad de caspasa-9 y la expresion de proteina
Bax (pro-apoptética) pero disminuyé la ex-
presion de proteina Bcl-2 (anti-apoptética)
dentro de la céclea

Control 7 days after CDDP treatment
X : DNA
40x (Dapi)
P-active

40x% Stri
Organ of Corti vasctrllzrls

+— RM
Organ of Corti
Ic OHC

Actividad de caspasas en el limbo
espiral y estria vascular, tras la
inyeccién de cisplatino.

Aunque los efectos toxicos del cisplatino han
sido muy estudiados, se contintan describien-
do fenémenos intracelulares relacionados con
la actuacion del toxico en fases iniciales en las
células ciliadas externas y en fases avanzadas en
las células ciliadas internas. Los mecanismos por
los que se produce el dafio de las células del 6r-
gano sensorial y la consiguiente degeneracion
de la coclea, quedan oscuros. Universalmente
se acepta que el cisplatino actua interfiriendo
en la produccién de la doble hélice del ADN lo
que evita la multiplicacion de las células cance-
rosas, pero también es capaz de unirse al ADN
de las células sanas, mecanismo por el que apa-
recen sus efectos secundarios, como la sordera.
Asi, una alta acumulacién de compuestos ADN-
platino se han observado en los nucleos de las
células marginales de la estria vascular, pero no
en las células ciliadas externas lo que discrepa
de los hallazgos morfolégicos aceptados hasta
el momento. La excesiva platinizacién del ADN
en las células marginales puede representar un
acontecimiento precoz en la intoxicacion por
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cisplatino que produce una alteracion en la cap-
tacion de K+ por el espacio intraestrial, asi co-
mo una alteracion de la secrecion de K+ a la en-
dolinfa, responsable de alteracionesy pérdidas
de células ciliadas.

Niveles disminuidos de ATP tras la adminis-
tracién de cisplatino han sido encontrados en
células apoptdticas. Nuestros datos también
soportan la actuacion de una via de muerte
celular iniciada por inicio intrinseco mitocon-
drial secundario al uso del cisplatino. Asi, los
extractos cocleares muestran una progresiva
mayor expresién de caspasa-9, con un maxi-
mo en el séptimo dia y una disminucién tras
el 30° dia postratamiento lo que coincide con
la acumulacién del metal determinado por
técnicas analiticas en similares periodos. Ani-
males con una larga supervivencia tras la in-
yeccién de cisplatino presentan actividad de
caspasas, expresion de proteinas Bcl-2 y Baxy
niveles de ATP similares a los del grupo con-
trol. Este hecho puede ser debido a que, tras
el estimulo toxico, las células desarrollan me-
canismos de reparacién, que detienen los pro-
cesos de la destruccién celular.

El cisplatino puede inducir la suelta de molé-
culas reactivas de oxigeno (ROS), normalmente
secuestradas en el interior de las mitocondrias,
que pueden dirigir varios mecanismos de apop-
tosis. El daino mediado por ROS puede ocurrir
como una consecuencia de la deplecién de an-
tioxidantes y un incremento de la peroxidacion
de lipidos en la c6clea de la rata. Los analisis de
inmunoflourescencia aplicados a las secciones
cocleares de nuestros animales han mostrado
que la expresion de caspasa-3 estaba estimula-
da en diversas poblaciones celulares. Aunque se
habia indicado que la principal diana de la ac-
cion del cisplatino eran las células ciliadas ex-
ternas, hemos podido mostrar otros lugares im-
plicados. Asi, las células interdentales del limbo
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espiral, las células del sulcus externo, las células
ciliadas externas, internas y de Hensen presen-
taban una expresion significativa de caspasa-3
tras la inyeccion de cisplatino. Diversas teorias
pueden intervenir en la recuperacion morfolo-
gica y funcional del 6rgano de Corti tras el ce-
se de la exposicion al cisplatino. Se ha propues-
to un mecanismo regenerativo intrinseco, un
sistema de aclaramiento eficiente intracoclear
y la posibilidad de dafio escalonado de la c6-
clea. En consecuencia, la reversion o el cese del
dafo a las células marginales de la estria vas-
culary alos fibrocitos del ligamento espiral pre-
vendria la lesién del 6rgano de Corti. Este he-
cho puede tener implicaciones clinicas dado que
la recuperacién tras la exposicion a cisplatino
ha sido descrita en algunos pacientes. En con-
clusion, la inhibicion selectiva de la secuencia
de acontecimientos presentes en la via selecti-
va de la apoptosis intrinseca puede proporcio-
nar una estrategia para disminuir la ototoxici-
dad producida por el cisplatino.

Propuesta de una secuenciacion en los pro-
cesos destructivos de las células ciliadas. El pa-
pel de las células de soporte

Aungue clasicamente se ha hablado de la fal-
ta de reversibilidad de la sordera neurosenso-
rial, mejorias auditivas espontaneas han sido
publicadas ocasionalmente. Brookhouser des-
cribe casos de recuperacién auditiva parcial en
series de nifos asistidos en centros para no
oyentes. Este hecho esta en contradiccion con



la incapacidad de regeneracion de las células
ciliadas en mamiferos. Sin embargo, el clinico
tiene la evidencia de ocasionales recuperacio-
nes espontaneas o tras el tratamiento.

Esta aceptado que la lesién de las células cilia-
das inducida por cisplatino se produce en las pri-
meras 12 horas, espacio de tiempo en el que sue-
len realizarse habitualmente los estudios. Nues-
tro equipo planteé un estudio realizando con-
troles auditivos en periodos de tiempo mucho
mas dilatados. Curiosamente, pudimos mostrar
cémo el animal de experimentacion seguia per-
diendo audicion 120 dias tras la inyeccién de ba-
jas dosis de cisplatino (5 mg/kg), equiparables a las
utilizadas en la clinica oncolégica humana, pero
muy inferiores a las empleadas habitualmente en
investigacion animal y que alcanzaban 10 a 20 mg
por kilogramo de peso. De estos resultados se su-
geria la posibilidad de que la diana de la accién
toxica fuera la célula de soporte (Deiters y Hen-
sen) que estarian encargadas de mantener el con-
trol metabdlico de las células ciliadas que sufriri-
an alteraciones, al principio reversibles, y después
definitivas si persiste la alteracién inducida por el
platino, bien directamente o bien a través de tras-
tornos electroliticos procedentes de alteraciones
en los fibrocitos tipo Il del ligamento espiral. Esta
secuencia del dafio celular ha sido objetivada en
un grupo de animales que sometimos a trata-
miento con cisplatino en los que observamos unas

lesiones tipo vesiculas en la superficie apical de las
células ciliadas, de supuesto origen apoptético,
que precedian a la lesion irreversible de dichas cé-
lulas.

Vesiculas en la porcién cuticular de
células ciliadas internas aparecidas tras la in-
yeccion de cisplatino.

Este hecho tiene importancia porque supone
la existencia de un periodo de tiempo en el que
los dafos de las células ciliadas pueden ser evi-
tados actuando sobre la célula de soporte. En la
actualidad esta aceptado que el mejor trata-
miento para la sordera subita consiste en el uso
de corticoides; sin embargo, cuando se determi-
nan receptores de glucocorticoides en el oido del
animal de experimentacion, éstos se expresan en
los fibrocitos tipo Il del ligamento espiral y en
las células de soporte préximas, pero no en la cé-
lulas ciliadas, lo que apoya nuestra teoria. Este
hallazgo sugiere que, cuando el clinico prescribe
corticoides para tratar una sordera brusca, real-
mente esta tratando a la célula de soporte, cuya
vuelta a la normalidad, restituye la audicion per-
dida en un numero apreciable de pacientes. La
posibilidad de revertir sorderas de localizacién
primaria en el érgano de Corti, nos ha llevado a
revisar las funciones de las células de soporte cu-
yo resumen se muestra en la
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Homeostasia de
células ciliadas

Sordera
genética

Enfermedad
autoinmune
del oido interno

Ototoxicidad por
cisplatino

Regeneracién de
células ciliadas

Mitocondrias
y creatinin
kinasa en su
porcién apical

Presencia de proteinas
especificas del érgano
de Corti, OCP1y OCP2

(dianas para la proteina
de la conexina 26)

Péptido de Cogan

Antigeno KHRI-3
(diana)

Receptores de
glucocorticoides

Proteinas del mismo
peso molecular que
OCP1y OCP2

Acumulacién de
cisplatino en
células de Deiters

Expresion de gen 27
Kip1

intima asociacién

del plasmalema con
las células ciliadas
externas y nervios

Extraccion del
exceso de K

OCP- Proteinas del 6rgano de Corti

Intervencién de las células de soporte en diversas circunstancias relativas al 6rgano de Corti.

Estos hechos indican que, frente al fatalismo

gaciones y otras abren un camino de interven-

heredado de mediados del siglo XX relativo a la
irreversibilidad del tratamiento de las sorderas
de asiento en el oido interno, nuestras investi-

cion sobre los mecanismos productores de al-
gunos tipos de sordera que permitan el disefio
de tratamientos eficaces.
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