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1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO



Es conocido que algunos farmacos pueden lesionar el epitelio sensorial del oido
interno, produciendo pérdida auditiva y/o alteraciones del equilibrio, que en algunos casos

puede ser de tipo severo e irreversible.

Como factores relacionados con este efecto nocivo se sefalan la permanencia del
farmaco en el oido interno que depende del tiempo que permanece en la sangre, la cual a su
vez depende de la duracion de la administracion y dosis administrada y de los mecanismos

renales de eliminacion.

Pero también se sabe que existe una predisposicion personal a dichos efectos toxicos
probablemente por mecanismos genéticos que en los ltimos afos estan siendo objeto de

investigacion.

El cisplatino, es un farmaco utilizado en oncologia que puede secundariamente
afectar diferentes 6rganos y al igual que los aminoglucésidos, actiia negativamente sobre

las células sensoriales auditivas produciendo dafios irreversibles.

Existe una importante variabilidad en el desarrollo de ototoxicidad por cisplatino, y
hasta la fecha, no es posible predecir quienes la desarrollardn. Tampoco esta claro cudles

son los factores de riesgo para la pérdida auditiva por cisplatino.

En el caso de los aminoglucosidos, se ha demostrado que la ototoxicidad esta
vinculada a la mutacion A1555G, la cual se ha sugerido se expresaria con mayor o menor
severidad fenotipica segun el haplogrupo del ADN mitocondrial. Se desconoce si esta

relacion se presenta en el caso de quimioterapicos como el cisplatino.

Por ello, la realizacion de nuevas investigaciones que aporten evidencias sobre el
tema podrian permitir en caso afirmativo identificar a la poblacion susceptible y ofrecer a

este grupo alternativas terapéuticas menos lesivas.



2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA



2.1. OTOTOXICIDAD.

2.1.1. Definicion.

La ototoxicidad se define como las alteraciones transitorias o definitivas de la
funcion auditiva, vestibular o de ambas, provocadas por determinados farmacos o por

diversas sustancias quimicas no farmacologicas (1,2).

2.1.2. Caracteristicas clinicas de la ototoxicidad.

Las drogas ototoxicas pueden causar sintomas cocleares y/o vestibulares. La clinica
habitual incluye actfenos y/o hipoacusia inicialmente en la region de frecuencias desde

4000 a 8000 Hz, aunque también puede extenderse a las frecuencias del habla (2).

En algunos casos se pueden presentar sintomas vestibulares acompafiando o posterior
a los sintomas auditivos. En caso de afectacion vestibular, la exploracion de tipo calorico o

rotatorio evidencia una respuesta disminuida o ausente del laberinto afectado (1,2).

2.1.3. Principales farmacos ototoxicos.

Los productos ototéxicos pueden ser de uso farmacolégico y no farmacolégico.

Entre los primeros destacan los antibidticos, especialmente los de la familia de los
aminoglucdsidos (estreptomicina, gentamicina, tobramicina, neomicina y kanamicina).
También hay que destacar otros antibidticos como la polimixina, la minociclina y la

vancomicina (1,2). La figura 1, muestra los principales fArmacos ototoxicos.

AMINOGLUCOSIDOS.

La estreptomicina y la gentamicina ejercen su efecto toxico sobre todo a nivel del
sistema vestibular, teniendo un efecto toxico moderado sobre la céclea, mientras que la

neomicina, kanamicina y amikacina afectan preferentemente a esta tltima.
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Familia de compuestos

Antibidticos
aminoglucosidos

Antibioticos macralidos vy
afines

Antibidticos
glucopeptidicos
Otros antibioticos

Diuréticos

Salicilatos

Antimalaricos

Citostaticos

Blogueadores
Beta -

Adrenérgicos
Otros

Agente

Estreptomicina
Dihidroestreptomicina
Capreomicing Framicetina
Meomicina
Gentamicina
Tobramicina
Amikacina

Metilmicina
Ezpectinomicina
Kanamicina
Paromomicina

Eritromicina
Azitromicina
Claritromicina
Clindamicina
Lincomicina

Vancomicina
Teicoplanina

Minociclina
Clorafenicol
Cefalexina
Teicoplamina...

Furosemida
Bumetanida
Piretanida

Torasemida

Acido acetil salicilico
Otros zalicilatos

Quinina Cloroguina
Hidroxicloroguina v Primaguina
Pirimetamina

Bleomicina

Cizplatino
Vincristina
Mizonidazol
Carboplatino
Ciclofosfamida
Ifosfamida
Metotrexato
Dactinomicina
Droloxifeno

Propanolol
Practolol

Desferroxiamina
Dextropropoxifeno
Martriptilina
Imipramina
Qunidina

Afeccion sobre:

Cdclea y vestibulo

En algunos casos, nervio
auditivo

Coclea

Mervio auditivo v vestibulo

Coclear y/o vestibular

Coclea

Coclea

Coclear y/o vestibular

Coclear y/o vestibular

Coclear

Coclear y/o vestibular

Figura 1. Principales farmacos ototoxicos.
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El mecanismo de accion de la ototoxicidad de los aminoglucésidos se relaciona con
la capacidad de acumularse en los fluidos del oido interno gracias a un proceso de
transporte activo a través de la estria vascular, siendo su vida media en los liquidos

laberinticos (10-12 horas) muy superior a la del plasma (2-3 horas) (1).

Sin embargo esta acumulacion no se ha podido correlacionar con la ototoxicidad por
lo que debe existir una sensibilidad especial de las células sensoriales. Las personas con la
mutacion A1555G (gen ARNr 12S) son mas susceptibles de dafio coclear. Esta area es

homologa al area de unidn entre bacteria y aminoglucésido (1).

Las células ciliadas externas son las primeras en afectarse y el dafio progresa desde la
base hacia el dpex y desde la fila interna a la externa de estas células. Después se lesionan

las células ciliadas internas, las de sostén y retrogradamente el nervio auditivo (1,2).

A nivel vestibular las células ciliadas tipo I son mas sensibles que las de tipo Il y

progresan de forma similar en las maculas y en las crestas.
MACROLIDOS.

Pueden provocar una hipoacusia reversible. Suele afectar simultdneamente las
frecuencias conversacionales y las frecuencias mas agudas, por lo tanto el paciente puede
detectar mas precozmente cambios auditivos, en contraposicion a lo que sucede con los
aminoglucdsidos. Su efecto toxico guarda relacion con la dosis, que no debe ser mayor de
1,5 gr/dia si las cifras de creatinina son mayores de 180 mol/l, siendo factor de riesgo la

insuficiencia renal o hepatica (1).

DIURETICOS DE ASA.

Los diuréticos tipo acido etacrinico y furosemida son otros fAirmacos potencialmente
peligrosos para el oido. A dosis elevadas, esencialmente en pacientes con una funcion renal
alterada, pueden producir también hipoacusia. Los dos efectos electrofisiologicos sobre el
sistema endolinfatico son: la inhibicion del transporte activo a partir de la negativizacion

del potencial endococlear y una disminucion de la permeabilidad de las membranas que
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supone un incremento en la concentracion de Nat+ en la endolinfa junto con una

disminucion del K+, y que es dosis dependiente (1,2).
SALICILATOS.

El 4cido acetil-salicilico y sus derivados tienen una moderada accidon ototdxica,
precisandose dosis altas y mantenidas en el tiempo para que produzcan sordera. Estudios
histologicos han demostrado la presencia de hemorragias en los conductos semicirculares y
en el Organo de Corti, vasoconstriccion de los capilares de la estria vascular y edema de
las células endoteliales. Ademds se ha evidenciado destruccion de las células ciliadas

externas y alteraciones mitocondriales de las células estriales (1).

ANTIMALARICOS.

Los farmacos antipalidicos o antimalaricos, estdn indicados en el tratamiento de la
malaria en individuos con infeccion presuntiva o confirmada, asi como para la prevencion
de la infeccion en las personas sin inmunidad que visitan una region del mundo donde

el paludismo es endémico (2).

Los antipaludicos también se indican para el tratamiento intermitente de rutina de
ciertos grupos en regiones endémicas. Algunos agentes antimaldricos, particularmente
la cloroquina y la hidroxicloroquina, también se utilizan en el tratamiento de la artritis

reumatoide y artritis asociada a lupus eritematoso sistémico (1,2).
TABACO.

El tabaco es considerado un ototéxico aunque el mecanismo de accidon no esta del
todo claro. La teoria mas aceptada es la que relaciona a los efectos oxidantes del tabaco
con el dafio en el sistema auditivo. Por otro lado, el tabaco presenta relacion directa con
enfermedades vasculares y este aspecto también podria tener su relacion con la pérdida

auditiva (1,2).
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ALCOHOL.

En algunos estudios como el de Rosenhall et al. (3), se describe la relacion entre el
consumo excesivo de alcohol y la pérdida auditiva. Su accidon ototéxica puede relacionarse
con el deterioro de las células ciliadas internas de la céclea, aunque su mecanismo exacto

aun esta sin determinar.

OTRAS DROGAS

Las mostazas nitrogenadas, la bleomicina y el cisplatino, todos ellos farmacos
antitumorales, también producen ototoxicidad (1,2). La figura 2 muestra el lugar y

mecanismo de accion de algunos ototoxicos.

ESTRIA VASCULAR

C:C:INTERNA

+ GLUTAMATO

NO (¢nido nitroso)

Figura 2. Vias y lugar de accion de algunos ototoxicos.
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2.1.4. Otros factores relacionados con pérdida auditiva.

RUIDO AMBIENTAL.

La exposicion al ruido es considerado un factor de riesgo importante para pérdida
auditiva. Son numerosas las investigaciones en animales y observacionales en humanos
que han evidenciado la relacion directa entre el dano producido en el oido interno y la

frecuencia, intensidad y duracion de la exposicion al ruido (1,2).

2.2 OTOTOXICIDAD POR CISPLATINO.

2.2.1. Cisplatino y sus aplicaciones.

El cisplatino es el compuesto inorganico cis-diamino-dicloroplatino (figura 3) en el
que el platino se encuentra en estado de oxidacion +2, es decir, tiene cuatro enlaces
dirigidos hacia las cuatro esquinas de un cuadrado en cuyo centro se encuentra el 4tomo

metalico, formandose asi un complejo planar (4,5).

CI-"frn,, ,m'LN Hg
cI ity H.

Figura 3. Molécula del Cisplatino.
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El platino forma enlaces covalentes, por lo que sus reacciones se asemejan en cierto
modo a las reacciones de sustitucion del carbono, especialmente a las reacciones de

alquilacion (5,6).

En el ambiente acuoso de la soluciéon del cisplatino, como se encuentra en los
liquidos organicos, el platino debe formar enlace covalente con el H,O, que sustituye asi a

un CI', formandose un derivado «acuo» (5,6).

En la concentracion de Cl” que existe en el plasma, el cisplatino se puede encontrar
en varias formas: dicloro, cloroacuo (clorohidroxi) y diacuo (dihidroxi) e incluso se pueden

formar dipolimeros (5,6).

Cualquiera de estas formas tiene capacidad para reaccionar con los productos
nucleofilicos que se encuentran en las células. La reaccion directa puede ser importante
solo para los grupos biologicos tio, mientras que los grupos amino reaccionan solo a través

del compuesto acuo (5, 6, 7).

El cisplatino es un agente quimioterapico usado frecuentemente para el tratamiento
de un amplio espectro de tumores. Sin embargo, la efectividad terapéutica de esta droga
estd limitada por sus efectos colaterales, principalmente insuficiencia renal, neuropatias

periféricas y ototoxicidad (5 , 6, 7).

El cisplatino es particularmente util en el carcinoma de testiculo y de ovario, en
combinacioén con otros productos. Tiene cierta actividad en otros carcinomas, como el de
células pequefias del pulmdn, estdbmago, coriocarcinoma, vejiga urinaria, mama, corteza
suprarrenal, cuello uterino, utero, cabeza y cuello, pulmoén, linfoma no hodgkiniano y

osteosarcoma (6,7).

Si se da solo, se administra la dosis de 100 mg/m2; puede hacerse de una vez o

repartido en 5 dias, repitiéndose los ciclos cada 3 semanas (6,7).

Si se da en combinacién con otros antineoplasicos, la dosis puede reducirse a 20-30

mg/m?2 (6,7).
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2.2.2. Mecanismo de accion.

El mecanismo de accion antitumoral del cisplatino (figura 4) implica su captacion

por la célula cancerigena y su reaccion con blancos intracelulares (5, 6, 7).

En la sangre, donde la concentracion de cloruro es relativamente alta, el cisplatino se

encuentra principalmente en la forma dicloro neutra (6).

En el interior de la célula, la baja concentracion de cloruro favorece el remplazo de
una o ambas fracciones cloruro por agua, resultando una molécula cargada positivamente,
cuyo atomo de platino forma enlaces covalentes con los sitios nucleofilicos de las guaninas

y adeninas del ADN (3), especificamente en la posicion N7 (6,7).

Lo anterior favorece la formacion de entrecruzamientos intrahebra e interhebras en el

ADN, correlaciondndose la toxicidad del cisplatino con la formacion de estos aductos.

Algunos de ellos pueden ser reparados por el mecanismo de reparacion por escision

de nucleo6tidos (NER), pero otros no (6,7).

Estas lesiones del ADN por el platino alteran la funciéon de la hebra, bloqueando la
replicacion del ADN, inducen la detencion del ciclo celular en G, inhiben la transcripcion
del ARN vy, finalmente, promueven la muerte celular, principalmente a través de la
apoptosis, aunque las células tumorales pueden sufrir necrosis in vitro cuando son

expuestas a altas concentraciones de cisplatino (6, 7, 8).

Si bien existe evidencia de que el mecanismo de muerte tumoral es a través de estos
puentes en el ADN, la sensibilidad celular a las drogas con platino no siempre se

correlaciona con la formacion de los aductos (9).

Es mas, los efectos colaterales agudos no estan del todo comprendidos, lo que

significa que existen otros mecanismos implicados en la toxicidad de la droga (9,10).
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milochondria

Figura 4. Captacion celular del cisplatino y sus objetivos.

2.2.3 Ototoxicidad.

La ototoxicidad inducida por cisplatino se observa aproximadamente en un 15-40%
de los pacientes que reciben esta droga, dependiendo de la dosis, duracion y circunstancias

y es una de las causas mas frecuentes de suspension del tratamiento (8, 9, 10, 11, 12).

La ototoxicidad puede desarrollarse en horas o dias después de recibido el

tratamiento con cisplatino (11,12)

Tradicionalmente se ha aceptado que el principal blanco coclear en la ototoxicidad
coclear por cisplatino son las células ciliadas externas, observandose inicialmente la
pérdida de la tercera fila de estereocilios de las células ciliadas externas de la espira basal

tras la administracion de la droga (13,14).
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Estudios en animales muestran dafio a nivel de la estria vascular y en la vaina de

mielina de las células tipo I del ganglio espiral (15).

Sin embargo, un estudio en ratas ha demostrado dafio morfolégico en las células de
sostén, células de Deiter y de Hensen (figura 5). Al parecer, estas células son mas sensibles
que las células ciliadas externas y la alteracion de la ultraestructura de las células de sostén,
consistente en microperforaciones irregulares que coalescen hasta formar perforaciones

completas, precede a los cambios detectables en las células ciliadas externas (16).

Se observd, ademas, que los cambios funcionales, valorados mediante PEATC, se
asociaban con la presencia temprana de lesiones apoptoticas en la superficie cuticular de
las células de Deiter, respetando las células ciliadas externas que mostraron cambios
degenerativos en los estereocilios en animales con una mayor supervivencia a lo largo del

estudio (17).

S .

\}
.\.
b

Figura 5. Perforacion de la capa cuticular en una célula ciliada externa de la coclea
15 dias después de la administracion de cisplatino.
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Lo anterior sugiere que el cisplatino afecta inicialmente a las células de sostén, cuya
funcion es mantener la homeostasis metabolica de las células sensoriales especializadas
(células ciliadas internas y externas). Estas ultimas experimentan lesiones estructurales y

funcionales cuando hay un fallo en las células reguladoras de su metabolismo (18).

Estudios in vitro han mostrado que la exposicion del neuroepitelio coclear al
cisplatino produce deplecion de glutation en las células ciliadas y a continuacion la muerte

de dichas células (19).

Las teorias implicadas en la génesis del estrés oxidativo inducido por el cisplatino
incluyen el dafio directo del ADN, interferencia con el sistema de defensa antioxidante del
glutation o el aumento de la peroxidacion de lipidos, lo que lleva a un aumento en la

entrada de calcio y apoptosis de las células de la coclea (20, 21, 22).

Una de las enzimas que produce radicales superoxido es una isoforma de la
nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato oxidasa (NADPH), la NOX-3, presente
unicamente en la coclea. El cisplatino activa esta enzima, elevando de forma dramatica la

produccion de superoxidos (23).

Las dos principales vias intracelulares de apoptosis son el receptor de muerte de
superficie celular o via extrinseca, esto es, apoptosis mediada por Fas y por el miembro 1
de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR1), que implica
interacciones de la procaspasa-8, y la via mitocondrial o intrinseca, regulada por miembros
de la familia linfoma de células B-2 (Bcl-2), que normalmente inhibe la muerte celular
bloqueando la uniéon de la caspasa-9 al complejo del factor 1 activador de proteasa
apoptotica (24). Una vez activadas, la caspasa-8 y la caspasa-9 participan en una cascada
que culmina en la activacion de la caspasa-3, que tiene como resultado la fragmentacion
del ADN cromosémico y los cambios morfologicos celulares caracteristicos de la

apoptosis (24, 25).

Los radicales libres pueden activar Bax (una proteina proapoptdtica) en el citosol,
que a su vez entra en la mitocondria provocando la salida de citocromo c en el citoplasma.

Esto ultimo activa las caspasas 9 y 3, llevando a la ruptura del ADN por la
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desoxirribonucleasa activada por caspasa y clivaje de la fodrina en la placa cuticular de las

células ciliadas externas dafiadas por la caspasa-3, induciendo la apoptosis (26).

Otros estudios in vitro han demostrado la muerte celular inducida por cisplatino
independiente de p53 y de caspasas. Las células expuestas a cisplatino mostraron un
aumento en la fosforilacion de ERK '5 (kinasa extracelular), causando fragmentacion
nuclear, reordenamiento del citoesqueleto de actina y muerte celular. Las citoquinas
proinflamatorias, como TNF-a, IL-1B e IL-6, sufren una regulaciéon al alza por la
activacion de ERK y el factor nuclear kB (NFxB), jugando un rol significativo en el dafio

coclear inducido por cisplatino (27).

2.2.4. Factores de riesgo.

Los factores de riesgo utiles para predecir el riesgo de ototoxicidad y su
reversibilidad permanecen aun sin determinar. Pueden favorecer el riesgo de ototoxicidad
la dosis acumulada de cisplatino, el ritmo de infusion, la combinacidén con otras drogas, la

edad del paciente y la preexistencia de hipoacusia neurosensorial (28, 29).

La severidad de la pérdida auditiva parece relacionarse con la dosis acumulada
(30). Algunos estudios revelan frecuencias de ototoxicidad inducida por cisplatino entre 20
y 40% después de una dosis total acumulada de 400 mg/m”>, pero otros investigadores no
han observado estos porcentajes. Algunos estudios demuestran que la incidencia de
ototoxicidad aumenta en un promedio de 5-7 % por cada 100mg/m2 adicionales en la dosis
total administrada. Sin embargo, dosis acumulada de 360-480 mg / m2 fueron toleradas sin
pérdida auditiva en nifos tratados por osteosarcoma, mientras que otros desarrollaron

ototoxicidad con una dosis acumulada de 120 mg/m2 (30,31).

Los grupos etarios menores de 5 afnos y adultos mayores son mas susceptibles a
sufrir hipoacusia inducida por cisplatino que los adultos jovenes. Otros factores incluyen
insuficiencia renal, hipoacusia preexistente, exposicion a ruido y radioterapia (por ejemplo,

en carcinoma nasofaringeo se requieren dosis de radiacion coclear sobre 48 Gy) (30).
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Otros estudios sugieren la asociacion de factores nutricionales, coloracion del iris y

pigmentacion de la piel con el grado de ototoxicidad por cisplatino (31).

La toxicidad por cisplatino muestra una importante variabilidad interindividual.
Esta observacion da paso a la hipdtesis de que otros factores, como el genético, jueguen un

papel importante en la aparicion de efectos adversos del cisplatino.

2.2.5. Manifestaciones clinicas.

La clinica predominante es la pérdida auditiva, la cual suele ser bilateral, simétrica y
permanente, aunque estudios en nifios han demostrado una afectacion asimétrica por

cisplatino, con una leve pero significativa mayor afectacion del oido izquierdo (32).

En la mayoria de los casos, la afectacion se limita a frecuencias agudas, aunque

también se pueden afectar las frecuencias graves (32).

El estudio audiométrico de frecuencias altas (8000 Hz hasta 20000 Hz) y de la
otoemisiones acusticas de productos de distorsion pueden revelar cambios mas precoces en

la funcion auditiva que la audiometria convencional (32, 33).

Un estudio realizado en nifios y adolescentes tratados con agentes quimioterapicos
con cisplatino mostrd que los cambios se observan primero en la audiometria extendida a
altas frecuencias, luego en las otoemisiones acusticas de productos de distorsion y, por

ultimo, en la audiometria convencional (34, 35, 36).

Ademas, este trabajo observo pérdida auditiva después de un periodo de 50 meses
después de haber finalizado la quimioterapia, lo que hace recomendable la incorporacion

de un estudio audiolégico en el seguimiento de rutina de estos pacientes (37, 38).

En el caso de los adultos, se presenta un deterioro de la funcion auditiva asociada a la

edad avanzada, cuya configuracion de hipoacusia neurosensorial en frecuencias altas
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simula el patron observado en la ototoxicidad por cisplatino, complicando cualquier

interpretacion de datos audiométricos en su seguimiento.

Por ello, es altamente recomendado un estudio audiométrico basal de rutina previo al

inicio del tratamiento con cisplatino (39, 40, 41, 42).

2.2.6. El papel de l1a mitocondria.

Las mitocondrias son organelos celulares implicados en vias metabdlicas criticas,

incluido el metabolismo de energia en forma de ATP (43).

Contienen su propio sistema genético que codifica un nimero pequefio de proteinas
que forman parte del sistema de fosforilacion oxidativa. El resto de las proteinas
mitocondriales estan codificadas en el nicleo. Asi, la biogénesis de la mitocondria requiere
la expresion coordinada de los dos sistemas genéticos celulares, el nuclear y el

mitocondrial (44).

Aparte de su rol en la produccion de ATP celular, estos organelos son efectores de
importantes vias apoptdticas. Una inhibicion directa de la cadena respiratoria produce una
rapida deplecion celular de ATP, promoviendo la muerte celular no apoptotica (necrosis).
Dado su rol critico en la supervivencia celular, las mitocondrias son diana de toxinas

celulares y agentes quimioterapéuticos (43, 44, 45)

Se ha visto que el cisplatino se acumula en las mitocondrias. Es mas, se piensa que
estos organelos son un blanco principal de esta droga en las células cancerosas y que
alteraciones en la funcion mitocondrial son responsables de la resistencia tumoral a agentes

quimioterapicos (45).

Por otro lado, los efectos colaterales del cisplatino parecen estar asociados con dafo

mitocondrial in vivo e in vitro (45).
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El cisplatino es capaz de alterar de forma directa y significativa la sintesis de ADN
mitocondrial y la sintesis y estabilidad del ARN mitocondrial, ademés de inducir un

aumento en los niveles citoplasmaticos y mitocondriales de glutation (46, 47).

El glutation juega un rol critico en mantener los grupos tioles de las proteinas en un
estado reducido (capaces de unirse a cisplatino) y en proteger contra el estrés oxidativo a

través de la desintoxicacion de oxidantes (46, 47).

De manera similar, el glutation puede desintoxicar muchas toxinas exdgenas,

incluido el cisplatino, a través de la formacién de complejos con glutation (48).

Los iones de platino que entran en la célula se unen preferentemente al glutation y a

la metalotioneina, ambos presentes en concentraciones milimolar en el citoplasma (48).

La formacion de estos complejos limita la cantidad de droga disponible para unirse al
ADN. Por lo tanto, una deplecion de glutation mitocondrial deja al ADN desprotegido

contra el dafio por cisplatino (49).

2.2.7. Papel de la genética en la ototoxicidad.

El primer estudio de asociacion farmacogenético fue publicado por Peters (48) hace
mas de una década y se centraba en los polimorfismos de la familia de genes de la

Glutation S Transferasa (GST).

Las diversas funciones de la GST asociadas al cisplatino (detoxificacion y
neutralizacion de radicales libres) llevo a los autores a comparar la funcion reductora de los
polimorfismos de la GST en 20 pacientes con ototoxicidad por cisplatino y de 19 pacientes
que no presentaron hipoacusia (48). Se demostré que un polimorfismo en el intréon 6 de
GSTM3 (rs1799735), el cual es conocido por alterar la regulacion, la cantidad y actividad
de GSTM3, proporciond proteccion contra la ototoxicidad por cisplatino en ese grupo de

pacientes (48, 49, 50).
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Oldenburg (51), estudié la asociacion de polimorfismos de la GSTP1 (c.313A>G,
p.lle105-Val) y deleciones en genes de la GSTT1 y GSTM1, en 173 pacientes tratados por
cancer testicular y con ototoxicidad por cisplatino. En su estudio demostr6é que la presencia

de ambos alelos de GSTP1 confiere proteccion contra la ototoxicidad por cisplatino (51).

Otro estudio reciente en 69 nifos tratados con cisplatino e irradiacion cranioespinal,
evidencia que los individuos portadores del alelo G son 4 veces mds susceptibles de
afectacion auditiva que los no portadores. La presencia del el alelo G, entonces, podria
incrementar el riesgo de pérdida auditiva cuando existe irradiacion asociada a la terapia

con cisplatino (52).

Otro ejemplo de la relacion entre la genética y la ototoxicidad lo constituye el gen
LRP2, el cual codifica la megalina, un receptor expresado en el epitelio de absorcion,
tubulo renal y oido interno. La megalina ha sido asociada con la recaptacion de
aminoglucdsidos, que al igual que el cisplatino, tiene efectos nefrotdxicos y ototdxicos

(53).

Asumiendo que el mecanismo de ototoxicidad del cisplatino involucra a la
megalina (por analogia con los aminoglucésidos), Riedemann analiz6 la frecuencia de 2
polimorfismos de la LRP2 en 50 pacientes pediatricos de los cuales la mitad presento
pérdida auditiva. Los autores encontraron una alta frecuencia del alelo de rs2075252 en la
cohorte de casos que en los controles. Esta asociacion sin embargo no fue encontrada en

estudios siguientes (54).

La mutacion 1555, SNP en la 12S r RNA, es predisponente para pérdida auditiva
por aminoglusddicos. Asumiendo que las mutaciones del DNA mitocondrial también
predisponen a pérdida auditiva por cisplatino, Peters et al, genotipd 39 pacientes
pediatricos con patologia oncologica algunos con ototoxicidad por cisplatino y otros no.
En ninguno de los 2 grupos se identificO ninguna mutacion relacionada con pérdida

auditiva (48).
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El sistema NER es uno de los mayores sistemas de reparacion del ADN, incluyendo
la remocidn de aductos del cisplatino. Este complejo sistema incluye la participacion de
muchas proteinas involucradas en el reconocimiento de lesiones, excision y resintesis del

ADN.

Los primeros estudios sobre este sistema o via, demostraron la relacion entre los
polimorfismos en los genes NER (ERCCI1, ERCC2, ERCC4, XPA y XPC) y la respuesta y

supervivencia al tratamiento con cisplatino en pacientes afectos de osteosarcoma.

En otro estudio realizado por Caronia et al, también se plante6 la posible relacion
entre dichos polimorfismos y la ototoxicidad por cisplatino en una cohorte de 32 pacientes.
Este estudio demostr6 la relacion entre la ototoxicidad por cisplatino y el alelo C del XPC

(rs2228001) (55).

2.3.  HAPLOGRUPOS DEL ADN MITOCONDRIAL.

2.3.1 ADN mitocondrial.

El ADN mitocondrial (ADNmt) humano en una molécula circular de 16569 pares de
bases de longitud. Es un genoma de doble cadena con una cadena pesada H (heavy Strand)
rica en guanina y una cadena ligera L (Light Strand) rica en citosina. Codifica 37 genes: 2
ARN ribosémicos (ARNr), 22 ARN de transferencia (ARNt) y 13 polipéptidos integrantes
de los complejos multienzimaticos del sistema OXPHOS (sistema de fosforilacion

oxidativa) (56).

Cada mitocondria puede presentar miltiples copias de ADNmt, de manera que cada
célula puede contener miles. Una particularidad de ADNmt es que, a diferencia del

nuclear, no sigue la genética mendeliana en tres aspectos importantes:
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e Herencia materna: una mutacion en las células germinales serd transferida al
embrion, y todos los hijos de una mujer tendran una probabilidad similar a la
recepcion de la mutacion, pero solo las hijas lo transmitirdn. No hay

evidencia de transmision paterna.

e Heteroplasmia: dentro de una misma cé¢lula, las mutaciones patologicas estan

presentes en algunas moléculas de ADN pero no en otras.

e Segregacion mitotica: la distribucion aleatoria de las organelas en la division
hace que varie la proporcion de ADN con mutaciones que recibe cada célula

hija.

La tasa de mutacion en el ADN mitocondrial es de 10 a 17 mayor que la del ADN
nuclear. Esta alta tasa de mutacion pudiera explicarse por la carencia de proteinas
protectoras como las histonas, a la exposicion al dafio oxidativo por especies reactivas del
oxigeno (hipotesis apoyada por la ubicacion fisica de los ADNmt cerca de la membrana
interna donde se generan ROS) y al hecho de que los mecanismos de reparacion estan poco

desarrollados en las mitocondrias (56).

A lo largo del genoma humano (y también en otras especies) se han identificado
multitud de regiones en las que la secuencia no es igual en todas las personas. La forma en
que cambia la secuencia de estas regiones es muy diversa. El andlisis de la poblacion ha
demostrado que para cada una de estas regiones es posible identificar 2 o mas formas

alternativas o alelos. Por ello se habla de polimorfismos genéticos (56, 57).
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Figura 6. Representacion esquematica del genoma mitocondrial humano y sus regiones

funcionales.

2.3.2 Polimorfismos.

El polimorfismo genético hace referencia a la existencia en una poblacion de
multiples alelos de un gen. Es decir, un polimorfismo es una variacion en la secuencia de

un lugar determinado del ADN entre los individuos de una poblacion (56, 57, 58).

Aquellos polimorfismos que afectan la secuencia codificante o reguladora y que

producen cambios importantes en la estructura de la proteina o en el mecanismo de
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regulacion de la expresion, pueden traducirse en diferentes fenotipos, por ejemplo, el color

de los ojos (57).

Un polimorfismo puede consistir en la sustitucion de una simple base nitrogenada
(por ejemplo, la sustituciéon de una A (adenina) por una C (citosina) (polimorfismo de 1
solo nucledtido) o puede ser mas complicado, por ejemplo, la repeticion de una secuencia
determinada de ADN, donde un porcentaje de individuos tenga un determinado nimero de

copias de una determinada secuencia (13,14).

Un polimorfismo de un solo nucledtido (PSN) puede localizarse dentro de una
secuencia codificante con lo que pueden modificar o no la cadena de aminoacidos que
producen. Los que se encuentran en regiones no codificante pueden tener consecuencias en

el proceso de traduccion (58).

Estas variaciones genéticas son de gran utilidad para la investigacion cientifica en el
desarrollo de farmacos y, debido a que no cambian mucho de una generacion a otra es

sencillo seguir su evolucion en estudios poblacionales (58).

Un método extendido para la deteccion de PSN en mediante RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). El término RFLP se refiere a secuencias especificas de
nucleoétidos en el ADN que son reconocidas y cortadas por las enzimas de restriccion

(también llamadas endonucleasas de restriccion) y que varian entre individuos (59).

El ADN del individuo se extrae, se purifica y se amplia usando la técnica molecular
de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR. Luego es tratado con enzimas de restriccion
especificas para producir fragmentos de ADN de diferentes longitudes. Si un alelo contiene
un punto de reconocimiento para un punto determinado mientras que otro no, la digestion

de los dos aleleos generan fragmentos de diferente longitud.

Los fragmentos de restriccidon se separan mediante electroforesis en geles. Esto
proporciona un patrén de bandas que es Unico para un ADN en particular. Esta técnica se

utiliza como marcador para identificar grupos particulares de personas con riesgo a
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contraer ciertas enfermedades genéticas, en ciencia forense, en pruebas de paternidad y en

otros campos, ya que puede demostrar la relacion genética entre individuos (59).

Los cambios poco frecuentes en la secuencia de bases en el ADN no se llaman
polimorfismos, sino mas bien mutaciones. Para que verdaderamente pueda considerarse un

polimorfismo, la variacién debe aparecer al menos en el 1% de la poblacion (56,57).

En algunas ocasiones estas regiones polimoérficas se situan dentro de la secuencia
codificante de un gen y cada uno de los alelos puede determinar una variante del producto
del gen. En otros casos, su localizacion es en la region promotora, alterando la cantidad y
calidad de la expresion del gen. Pero también pueden aparecer en zonas del ADN que no
forman parte de los genes (el mal llamado “ADN basura”) de tal modo que los distintos

alelos no tienen traduccion funcional alguna (al menos conocida) (56, 57, 58).

2.3.3 Haplogrupos de ADN mitocondrial.

Los haplogrupos mitocondriales son agrupaciones de haplotipos, es decir, de
variaciones encontradas en las regiones mas variables del ADNmt que comparten ciertas
sustituciones diagnosticas (definidas por enzimas de restriccidn o secuenciacion directa) y

que presentan un origen comun (56, 57).

Se clasifican en base a marcadores genéticos, especificamente por medio de
polimorfismos de un solo nucle6tido (PSN) porque es poco probable que se produzca la

desaparicion de uno que se haya producido en un momento determinado de la evolucion.

De este modo, los PSN se irdn acumulando a lo largo del tiempo en la poblacion.
Un haplotipo (del griego haploos = simple) es una combinacion de alelos ligados a
multiples /oci que se transmiten juntos, o un conjunto de polimorfismos de nucledtido
simple (PSN) en una sola cromitida que se encuentran asociados. Se piensa que estas

asociaciones y la identificacion de algunos alelos de un haplotipo, permiten identificar el
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resto de sitios polimorficos en su region. En el estudio de la evolucion molecular, un

haplogrupo es un grupo grande de haplotipos (58, 59, 60).

En genética humana, los haplogrupos mas comunmente estudiados son los
haplogrupos del cromosoma Y (ADN-Y) y los haplogrupos del ADN mitocondrial
(ADNmt), los cuales pueden ser usados para definir poblaciones genéticas. E1 ADN-Y
tiene la ventaja de ser transmitido solamente a través de la linea patrilineal, mientras que el

ADNmt es transmitido solamente a través de la linea matrilineal (61).

Las clasificaciones de los haplogrupos humanos de cualquier clase basados en
marcadores genéticos, especificamente por medio de PSN, han estado evolucionando
rapidamente en los ultimos afos a medida que nuevos marcadores son hallados (61, 62,

63).

Mediante el analisis de polimorfismos de restriccion enzimatica (RFLPs) se pueden
encontrar estos PSN. Los haplogrupos se definirdn en funcion de la presencia o ausencia de
dianas de corte por enzimas de restriccion debidas a los polimorfismos por cambio de un
solo nucledtido. Seglin si se utilizan mas o menos enzimas para hacer el estudio, se

obtendran analisis de restriccion de alta o baja resolucion, respectivamente (63).

El andlisis con enzimas de restriccidon permite detectar también la presencia de
deserciones o deleciones, pues los segmentos homologos definidos por sitios de restriccion
no polimoérficos pueden variar en tamafio si en uno de los segmentos ha ocurrido una

insercion o una delecion (64, 65, 66).

De igual forma la determinacion de PSN en posible mediante la reaccion de cadena
de la polimerasa (PCR), aunque restringido tinicamente a los dos segmentos hipervariables
de la region de control del ADNmt, con lo que se gana en resolucidon pero se pierde en

estimacion global de la variabilidad que se obtiene con las enzimas de restriccion. (67, 68,

69).
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Es poco probable que se produzca la desaparicion de un PSN que se haya producido
en un momento determinado de la evolucion. De este modo, los PSN se iran acumulando a
lo largo del tiempo en la poblacion. Estudiando los PSN presentes en cada poblacion se
pueden hacer grupos, unos descendientes de otros, hasta llegar finalmente a encontrar los
ancestros que dieron origen a la poblacion humana: en el caso de los andlisis del ADNmt
se llega hasta la denominada "Eva mitocondrial" y en el caso de los analisis del cromosoma

Y, al "Adan cromosomal-Y" (70).

Los haplogrupos del ADN mitocondrial trazan la ascendencia matrilineal hasta los
origenes de la especie humana en Africa hace unos 140.000 afios y desde alli a su
subsiguiente dispersion que culmina con la llegada del hombre moderno a Australia hace
unos 60.000 anos, a Europa del oeste hace 40.000 afios y a América entre 30.000y 12.000
anos (56,57).

La nomenclatura actual identifica los grupos principales designandolos con la letra
del abecedario en mayuscula. Los tipos pueden dividirse a su vez en subtipos que se
designan por su letra correspondiente seguida de un numero, por ejemplo: HI1. Las
subdivisiones al nivel siguiente se realizan alternando letras mintisculas y niimeros, por
ejemplo: U5 a 1b. Las lineas que presentan los motivos propios de un haplogrupo, pero no
los de los diferentes sub-haplogrupos del mismo, se designan con un asterisco (*) y
habitualmente reciben el nombre de paragrupos, en lugar de haplogrupos, por ejemplo: J*

(56, 57, 58).

Alrededor del 99% del ADNmt de Europa Occidental puede ser subdividido en 9
haplogrupos, llamados H, I, J, K, T, U, V, W y X (figura 7) y estos pueden ser agrupados
dentro de cuatro grupos: HV, UK, JT y WIX. (56, 57, 58).
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Figura 7. Filogenia simplificada del DNA mitocondrial

El grupo H (Helena), que experimentdé una expansion europea hace
aproximadamente 20.000 afos, es mds frecuente en Europa Occidental que en Europa
Oriental y los linajes descendientes del haplogrupo HV original aparecen en el oriente
proximo como resultado de una migracion mas reciente. Aparece en la poblacion de

Europa Occidental aprox. en 40 % de las personas.

El grupo V (Velda), se origin6 del HV y se encuentra mas frecuentemente entre los

sami y los vascos.

El grupo U (Ursula), que incluye los haplogrupos U1-U7, es encontrado en toda
Europa. Tuvo una amplia difusién durante el paleolitico inferior europeo, desarrollando

variantes como U8a, propia del pais Vasco y las variantes U5 y U6 encontradas en el Norte
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de Africa. El Haplogrupo U5 es el mas antiguo, situandose su origen en unos 50.00 afios
atras en el oriente proximo y contiene relaciones de linaje muy cercanas indicando una

reciente expansion de poblacion.

Tabla 1. Distribucion de los haplogrupos en Europa y sitios de restriccion caracteristicos.

Haplogrupo Sitio (s) de restriccion caracteristico Prevalencia en Europa

H -T14766* Msel, Tru9l 40-45%

-t7028c Alul
Vv -T14766C* Msel, Tru9l 4%
G4580A Nlalll
HV* -T14766* Msel, Tru91 8(1.1)
J +T4216C* AfIII 9-10%
-G13708A* Mval

T +T4216C* AfIII 8 %

+A4917G*Mael

U +A12308G Hinf'I 10 %
K A1055G 10%

1 -A4529T Hae I 2%
w -G8994A Hae III 2%
X +T14470A Accl 1.5-2 %

0 19(2.8) 31(4.3)
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El grupo K (Katrina)se origind6 hace 16.000 afios, y se ha sugerido que los
individuos con este haplogrupo tomaron parte en la expansion poblacional pre-neolitica
que sigui6 al ultimo periodo glaciar. En Europa Occidental constituye aproximadamente el

25% de la poblacion.

El grupo J (Jasmine) se origind en oriente medio aproximadamente hace 50.000
afios. En Europa, sublinajes de este haplogrupo tienen una distribucion diferente e
interesante, apareciendo hasta en un 9 % de Europa Occidental. El haplogrupo J es
considerado uno de los linajes que tomaron parte en la expansion de la agricultura en

Europa y Oriente medio aproximadamente hace 10.000 afios.

El grupo T (Tara) se cree que tuvo vida hace aproximadamente 17.000 afios en el
norte de Italia y sus descendientes se expandieron por toda Europa. Supone

aproximadamente el 8 % de la poblacion del Oeste Europeo.

EL grupo W aparece en Europa y al este y sur de Asia. En todos los sitios en donde
se encuentra constituye un grupo minoritario con una alta concentracion en el norte de

Pakistan.

El grupo I, es detectado con muy baja frecuencia en Europa y Asia con una fuerte

representacion en el norte y oeste de Europa.

El haplogrupo X también es encontrado en una baja proporcion en Europa y Asia, y
se cree que migré hace unos 15.000 afios a América. Estos tres haplogrupos (W,[,X)

suponen menos del 4 % de la poblacion Europea (56,57,58).

La figura 8, muestra el mapa de las migraciones humanas segun la determinacion

del ADNmt.
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130,000-
170,000

Figura 8. Mapa de las migraciones humanas segin ADN mitocondrial.

2.3.4. Haplogrupos y enfermedad.

Aunque los polimorfismos que definen los diferentes haplogrupos no corresponden a
mutaciones patologicas, confieren unas caracteristicas metabdlicas particulares para cada
uno de ellos pudiendo estas diferencias incrementar o disminuir la posibilidad de

desarrollar una dolencia (57).

Por ejemplo, en el haplogrupo J los PSN caracteristicos provocan un
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones de manera que se genera menos
ATP a cambio de producir mas energia en forma de calor. Esto conlleva a su vez una
menor produccion de ROS lo que acarrea un efecto protector de enfermedades asociadas
con un elevado estrés oxidativo. En diferentes estudios llevados a cabo en poblacion

europea, se ha constatado que los portadores del haplogrupo J presentan una longevidad
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mayor al resto de la poblacion (58) y un menor riesgo de padecer Parkinson (59). Estas
diferencias metabodlicas y celulares que se asocian con los diferentes haplogrupos hacen
que exista una mayor o menor predisposicion a padecer ciertas enfermedades en funcion
del haplogrupo que se posea. En el caso de la enfermedad de Parkinson son los grupos UK
y JT los que presentan caracter protector frente a la enfermedad. Mientras que el grupo HV
y el grupo H parecen otorgar una mayor predisposicion a algunas enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer debido a su mayor efectividad en la

generacion de ATP y consecuentemente una mayor produccion de ROS (59).

Las caracteristicas metabolicas de los diferentes haplogrupos hacen que el
haplogrupo H también se relacione con unos mayores niveles de supervivencia en
pacientes que han sufrido una sepsis comparado con los portadores de los haplogrupos no-
H, principalmente los haplogrupos J y T. En este caso la posible explicacion de esta
diferencia se atribuye a las diferencias en el metabolismo energético de los portadores del
haplogrupo H. La explicacion de la mayor supervivencia de los pacientes H puede venir
dada por el hecho de una mayor produccion de ROS asociada a este haplogrupo, debido a
su mayor eficiencia en la produccion de energia a través de la cadena de transporte de
electrones, podria reducir las infecciones bacterianas actuando los ROS como bactericida

(62).

También se ha encontrado relacion entre los haplogrupos y la probabilidad de
padecer diferentes tipos de céncer (mama, colorectal y tiroideo). Sin embargo estas
asociaciones no fueron encontradas en otros estudios sobre otros tipos de cancer como el

de pancreas, el cancer epitelial invasivo de ovario o el cancer de prostata (65).

2.3.5. Haplogrupos y ototoxicidad.

Ciertas mutaciones en el ADN mitocondrial, pueden causar enfermedades o
fenotipos clinicos por si solos, otras pueden causar enfermedad solas o en presencia de un

factor adicional (70).
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Un ejemplo de una mutacion que necesita un factor adicional es la A1555G. Las
mutaciones secundarias en el ADN mitocondrial pueden aumentar la penetraciéon de una
mutacion causante de una enfermedad, por ejemplo, la penetrancia de la mutacion A7445G
en el tARNser, que causa sordera, se incrementa en presencia de tres sustituciones
adicionales (71). Del mismo modo, se han encontrado mutaciones que aumentan la

penetracion de la neuropatia Optica hereditaria de Leber (72).

La predisposicion genética a sufrir pérdida auditiva inducida por cisplatino puede
estar relacionada con mutaciones mitocondriales o polimorfismos en enzimas importantes

en la depuracion de oxidantes (72).

Asi, se ha observado que ciertos pacientes con ototoxicidad por cisplatino
pertenecen al poco frecuente haplogrupo mitocondrial Europeo J, que se ha asociado a la

atrofia Optica hereditaria de Leber (72).

También, pacientes con cancer testicular tratados con quimioterapia con cisplatino
han mostrado diferencias en los efectos de este firmaco en relacion a diferentes
polimorfismos funcionales para la glutation-S-transferasa (GST) (73, 74). Estas
transferasas inactivan productos finales enddgenos formados como metabolitos

secundarios durante el estrés oxidativo.

Dado que muchos genes de la GST son polimoérficos, ha habido considerable
interés en determinar si variantes alélicas particulares se asocian a un mayor riesgo de una

variedad de enfermedades (75).

De estas clases de GST, cinco (GSTM1, GSTM3, GSTT1, GSTP1 y GSTZ1) han

mostrado una distribucion polimorfica.

Cinco genes de clase-mu (GSTM1-GSTMS) se sitian en el cromosoma 1. Los
polimorfismos que se han identificado en GSTMI1 son GSTMI1*0, GSTMI*A vy
GSTMI1*B.

e GSTMI1*0 esta ausente y los homocigotos (genotipo nulo GSTMI1) no

expresan proteina.
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e GSTMI1*A y GSTMI1*B difieren en una sola base, y la efectividad catalitica

de las enzimas codificadas por estos alelos es similar.

Hay dos clases de genes theta, GSTT1 y GSTT2, localizados en el cromosoma 22.
GSTTI esta representado por dos alelos: un alelo funcional o salvaje (GSTT1*1), y uno no
funcional o alelo nulo (GSTT1*0). Estudios han demostrado que el alelo GSTT1*0
corresponde a una delecion total o parcial del gen, ocasionando un déficit en la actividad

enzimatica (76).

Los polimorfismos de delecion en GSTM1 y GSTT1 que conllevan la ausencia de
GSTMI y de GSTT1 ocurren en el 50% y el 20% de la poblacion blanca, respectivamente.
El polimorfismo de nucleotido simple en el par de bases 313 en GSTP1, entre adenosina y
guanina, lleva a la expresion de isoleucina (Ile) o valina (Val) en el codon 105, y con ello

a una alteracion de la actividad catalitica de la enzima (74,75).

La mayoria de los polimorfismos genéticos no causan cambios reconocibles en el
organismo en el que ocurren. Sin embargo, se observo, en un estudio con pacientes con
cancer testicular tratados con cisplatino, que la presencia del alelo '*°Val-GSTP1 parece
conferir proteccion contra la pérdida auditiva por cisplatino. El riesgo de obtener un pobre
resultado auditivo era mas de cuatro veces mayor en pacientes con '*Ile/'®Ile-GSTP1 o
1Val/'11e-GSTP1. Dichos genotipos podrian indicar una limitada cantidad de glutation

disponible para la desintoxicacion del cisplatino (76).

También se ha observado, a través de estudios de polimorfismos de nucledtido
simple, que la presencia del alelo-A de rs2075252 de la megalina, receptor perteneciente a
la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad, expresada en las células del
tubulo proximal del rifion y en las células marginales del oido interno, es mayor en

pacientes tratados con cisplatino y que presentaron alteraciones auditivas (76).
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2.3.6. Utilidad del analisis del haplotipo.

Actualmente el haplotipo comienza a ser la nueva unidad funcional de la genémica.
Se sabe que mas de 10.000 nucledtidos se heredan en bloque, y debido a la cantidad de
PSN que hay en el genoma humano, deben de haber muchos en cada bloque. Los PSN que
estan presentes en un haplotipo pueden encontrarse en la secuencia de un gen o en la de
multiples genes. Algunos estudios sugieren que entre 65-85 % del genoma humano puede

estar contenido en los bloques de haplotipos (77,78).

En Octubre del afio 2002 comenz6 un nuevo proyecto similar al Proyecto Genoma
Humano, al cual se le denomind Proyecto Internacional HapMap en el que participan 9
grupos de investigacion de 5 continentes. Su objetivo fundamental era la determinacion del
haplotipo a partir de los patrones genéticos que se identificaran en muestras de sangre de

200-400 personas de diferente origen étnico.

La principal implicacién que ha tenido el tema de los haplotipos es la reduccion de
numero potencial de diferentes genotipos (79). Ademas existe ahora la posibilidad de
identificar los rasgos heredables que comprenden multiples variantes de PSN, detectando
s6lo uno. Esto reduce el trabajo necesario para descubrir las relaciones entre una

enfermedad y uno o mas polimorfismos (80, 81, 82).

Este trabajo se hace tipicamente mediante estudios de ligamientos, donde se analizan
el genotipo de los pacientes con una enfermedad (agrupados en familia o en poblacion no
relacionada entre si) y un grupo adecuado de control, y con los datos obtenidos se buscan

correlaciones entre el genotipo y el diagnostico (83, 84, 85).

Cuando no se conoce el gen asociado, esta aproximacion requiere de un volumen
grande en estudios del genotipo. Sin embargo, si un PSN estd siempre presente en el
contexto de un haplotipo especifico, se puede inferir la secuencia completa de ADN con

menor trabajo (86).
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Existen cada vez mas evidencias de que los haplotipos son mas relevantes clinicamente
que los simples genotipos de SNP, debido a que el haplotipo puede reflejar la presencia de
algunas mutaciones adicionales no identificadas que pueden estar relacionadas con la
enfermedad (87, 88, 89). También los haplotipos puedes reflejar dos o mas sitios de
mutaciones que pueden actuar juntos para causar una enfermedad, aunque son menos

dafiinos cuando estan presentes en cromosomas separados (90, 91).

2.3.7. Distribucion de los Haplogrupos en Espaiia.

Se han observado pequenas diferencias entre la distribucion de los haplogrupos
Espanoles y Europeos de acuerdo con estudios de Dahmany et al. (92), como se puede
observar en la tabla 2. La frecuencia en Espafia de la rama del haplogrupo H (H, HV, V) es

mayor que la Europea (42% Europea vs 55 % Espafiola).
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Origen de la

muestra

Numero de

individuos

H

HV

Centro y norte de

Espana

686

323 (47.1)

34 (5.0)

31 (4.5)

61(8.9)

47(6.9)

155(22.6)

4(0.6)

4( 0.6)

8( 1.2)

19( 2.8)

Tabla 2. Distribucion de los haplogrupos en Espaiia y Europa.

Toda Espana

718

373 (51.9)

45 (6.3)

8(1.1)

53(7.4)

40(5.6)

137( 19.1)

4( 0.6)

14( 1.9)

13( 1.8)

31(4.3)

Toda Europa

2648

1134 (42.8)

111(4.2)

260(9.8 )

211(7.9)

579( 21.9)

59(2.2)

54( 2.0)

40( 1.5)

200( 7.6)



3 HIPOTESIS

La ototoxicidad del cisplatino estd vinculada al tipo de haplogrupo del
ADN mitocondrial de los pacientes que reciben este farmaco como

tratamiento de su enfermedad oncologica.
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4  OBJETIVOS
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4.1

4.2

Objetivo Principal.

e Determinar si el tipo de haplogrupo del ADN mitocondrial esta relacionado con
la pérdida auditiva en pacientes oncoldgicos sometidos a tratamiento con

cisplatino.

Objetivos Secundarios.

Determinar la pérdida auditiva de los pacientes incluidos en el estudio tras ser

sometidos a tratamiento con cisplatino.

Determinar el haplogrupo del ADN mitocondrial de los pacientes incluidos en el

estudio.

Analizar la posible asociacion entre la pérdida auditiva de los sujetos de la muestra

con variables como la edad y el sexo.

Identificar los antecedentes médicos, los habitos toxicos u otros factores
relacionados con pérdida auditiva y determinar si existe asociacidn entre estas
variables y la pérdida auditiva de los sujetos de la muestra tras la administracion de

cisplatino.

Determinar si el tipo de haplogrupo del ADN mitocondrial predispone a la pérdida

auditiva por cisplatino en presencia de alguna de las variables estudiadas.
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5 MATERIALY METODO

46



5.1 POBLACION DE REFERENCIA Y ESTUDIO.

La poblacion de referencia y de estudio fueron los varones y mujeres residentes en

Barcelona con edad superior a 18 afios de origen Espafiol y de raza caucésica.

Se incluyeron en el estudio a los pacientes visitados y tratados durante el periodo de
tiempo comprendido entre Enero del 2009 y Enero del 2015, que por su enfermedad
oncoldgica requerian iniciar tratamiento quimioterapico con cisplatino en el servicio de
oncologia del Hospital Vall d’"Hebrén de Barcelona, excluyendo todos aquellos que
requerian quimioterapia combinada, que ya hubiesen iniciado el tratamiento o que

requirieran algln tratamiento antineoplasico concomitante.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSION.

e Varones y mujeres mayores de 18 afios.
e Origen espafiol y raza caucasica.
e Diagnostico de enfermedad oncoldgica y que necesiten tratamiento con cisplatino.

e Aceptacion de participar en el estudio y firma de consentimiento informado.

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSION.

e Pacientes que hayan iniciado tratamiento con cisplatino.
e Pacientes que requieran quimioterapia combinada con otros firmacos.
e Pacientes que no terminaron el tratamiento por complicaciones o fallecimiento.

e Pacientes con enfermedad otolégica concomitante.
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5.4 MUESTRA.

Se incluyeron en el estudio un total 87 pacientes. Por su enfermedad oncologica
requerian iniciar tratamiento quimioterapico con cisplatino en el servicio de oncologia del

Hospital Vall d’"Hebrén de Barcelona.

Se excluyeron del estudio 15 pacientes, de los cuales 5 no pudieron continuar con el
tratamiento por complicaciones derivadas de su enfermedad, 3 que manifestaron no querer
seguir en el estudio por su estado de salud y finalmente 7 pacientes que fallecieron antes de

culminar el estudio.

En total la muestra se constituyé de 72 pacientes.

5.5 DISENO DEL ESTUDIO.

Se trata de un estudio descriptivo y observacional de cohortes.

5.6. VARIABLES ESTUDIADAS.

5.6.1 Datos epidemiologicos.
a.- Edad.
b.- Sexo.

c.- Antecedentes médicos, especialmente factores de riesgo cardiovascular como:

hipertension arterial, diabetes mellitus, cardiopatia y dislipemia.
d.- Pérdida auditiva previa.
e.- Tratamientos farmacoldgicos cronicos.

f.- Otros antecedentes médicos o quirdrgicos.
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c.- Hébitos téxicos: tabaco, alcohol, café, té y otras drogas.

d.- Otros antecedentes relacionados con pérdida auditiva como por ejemplo:

exposicion a ruido.

5.6.2 Pérdida auditiva de la muestra.

5.6.3 Haplogrupos de ADN mitocondrial.

5.7 RECOGIDA DE DATOS Y FUENTE DE INFORMACION.

Los datos epidemiologicos fueron recogidos mediante la historia clinica en una hoja

destinada para ello (anexo 1).

Los datos auditivos se obtuvieron mediante la realizacion de una audiometria tonal y
su correspondiente grafica. La audiometria tonal fue realizada con un audidémetro de la
casa MAICO (MA 51) para pruebas tonales y verbales, con certificado CE 0124 y

calibracion anual segiin normativa.

Los datos del estudio genético se obtuvieron por la extraccion del ADN mitocondrial
por nuestra parte y la tipificacion en el Institut de Recerca del Hospital Vall d"Hebrén y el
departamento de la Unidad de Antropologia Biologica de la Universidad Auténoma de

Barcelona.

La recogida de informacion previa, durante y al término del trabajo se realizd por

busqueda bibliografica en PubMed y en la Biblioteca Cochrane Plus.
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5.7.1 Estudio auditivo.

Se realiz6 una audiometria tonal liminar (ATL) previo al inicio del tratamiento
quimioterapico y a la semana posterior a la tercera dosis de quimioterapia. Las
audiometrias se realizaron con audiometro de frecuencias (125-8000 Hz) MAICO, modelo

MASI.

5.7.2 Calculo de la pérdida auditiva global en ATL

Para el calculo de la pérdida auditiva se tomaron en cuenta las frecuencias 125-8000
Hz (125, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 Hz). Se obtenia el valor promedio en decibelios
de estas frecuencias tomadas por via aérea de la visita previa y posterior al tratamiento.
Posteriormente se restaban ambos promedios. Se tomo la via aérea como referencia para el
calculo de la pérdida siempre y cuando no existiera un GAP mayor a 5 dB entre la via
aérea y la via Osea. Se consider6 pérdida auditiva a partir de una disminucion en el

promedio superior a 10 dB.

5.7.3 Extraccion del ADN mitocondrial.

Extrajimos el ADN mitocondrial de todas las muestras citologicas (recogida celular
por cepillado de la mucosa yugal del paciente), bajo la direccion y supervision del grupo
de investigacion en patologia mitocondrial y neuromuscular del Institut de Recerca del
Hospital Vall d’Hebron para los primeros 32 pacientes y de la Unidad de Antropologia
Biologica de la Universidad Autonoma de Barcelona para los siguientes 40 pacientes. En

ambos casos se siguid el mismo protocolo:

e Se coloca la muestra citoldégica en un tubo de microcentrifugacion de 2 ml y se

afiade 400 pl de PBS a la muestra.
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e Se afiade a la muestra 20 ul de solucion de proteasa QIAGEN y 400 pl de Buffer
AL.

e Seincuba a 56°C durante 10 minutos.
e Se afiade a la muestra 400 pl de etanol (96-100%) y se mezcla.

e Se coloca la mezcla en un tubo de 2 ml y se centrifuga a 6000 x g (8000 rpm)

durante 1 minuto.

e Se afiade 500 pl de Buffer AW1 y se centrifuga a 6000 x g (8000 rpm) durante 1

minuto.

e Se afiade 500 pl de Buffer AW2 y se centrifuga a velocidad maxima (20,000 x g;
14,000 rpm) durante 3 minutos.

e Se anade 150 pl de Buffer AE o agua destilada, se incuba a temperatura ambiente

durante 1 minuto y luego se centrifuga a 6000 x g (8000 rpm) durante 1 minuto.

Determinacion del haplogrupo HV

PCR: amplificacion de la region 6469-7315 del mtADN.

Primer Forward: 5° CTCTTCGTCTGATCCGTCCT 3°.

Primer Reverse: 5° AGCGAAGGCTTCTCAAATCA 3°.

Todas las PCR del haplotipaje se realizaran en estas condiciones: el producto de

PCR se digerira con el enzima Alul (New England Biolabs), cuya diana es la posicion
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7028. Si no corta, es haplogrupo H; si corta, no es haplogrupo H. El producto de la

digestion se corre en un gel de agarosa al 2% y se visualiza con bromuro de etilio.

Determinacion del haplogrupo JT

PCR: amplificacion de la region 13338-14268 del mtADN.

Primer Forward: 5° ACATCTGTACCCACGCCTTC 3°.

Primer Reverse: S AGAGGGGTCAGGGTTCATTC 3°.

El producto de PCR se digiere con el enzima BstNi (New England Biolabs) para
analizar la diana 13708 del mtADN. Si no corta, es haplogrupo J; si corta, no es

haplogrupo J.

Determinacion de los haplogrupo UK

PCR: amplificacion de la region 11948-12772 del mtADN.

Primer Forward: 5° TATCACTCTCCTACTTACAG 3°.

Primer Reverse: ’AGAAGGTTATAATTCCTACG 3°.
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El producto de PCR se digiere con el enzima Hinf (New England Biolabs) para
analizar la diana 12308 del ADNmt. Si corta, es haplogrupo U-K; si no corta, no es
haplogrupo U-K.

Con la determinacion de los haplogrupos HV, JT y U-K se abarca
aproximadamente un 75-80% de los haplogrupos de la poblacion espafiola. El

procedimiento fue similar para el resto de haplogrupos.

5.7.4 Tratamiento quimioterapico.

A todos los pacientes del estudio se le administrd la misma dosis de cisplatino, 100
mg/m’, segun el protocolo del servicio de Oncologia Médica del Hospital Vall d'Hebron,

en intervalos de 3 semanas entre dosis (dia 1-21-42) hasta cumplir 3 dosis.

5.7.5 Analisis de datos y tratamiento estadistico de las variables.

Los datos epidemioldgicos fueron tratados estadisticamente como variables
cualitativas (presencia, ausencia). Los datos cuantitativos de pérdida auditiva fueron

tratados como cualitativos (pérdida auditiva o no pérdida).

Se efectu6 un andlisis descriptivo calculando frecuencias y porcentajes para las
variables cualitativas y medias desviaciones tipicas, medianas e intervalos intercuartilicos
para las variables cuantitativas en funcion de la pérdida auditiva. Se dibujaron diagramas
de barras acumuladas para las variables cualitativas y diagramas de cajas para las variables

cuantitativas.

Para comparar la asociacion entre las variables cualitativas y las pérdidas se calculd una
prueba de Chi cuadrado o prueba exacta de Fisher segiin proceda. Para las variables
cuantitativas se utilizé la prueba de t o la U de Mann Whitney segtn la normalidad de las

variables. Los andlisis se efectuaron con el programa Stata 13.1.

No se realizo andlisis multivariante debido a la falta de significacion entre las variables

que se estudiaron.
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Todos los andlisis se llevaron a cabo bajo la supervision de la unidad de soporte y
analisis estadistico para la investigacion del Instituto de Recerca del Hospital Vall

d 'Hebron.

5.8 LIMITACIONES DEL ESTUDIO.

Una de las limitaciones mas importantes en este estudio fue el numero reducido de
pacientes. Algunos de los posibles candidatos necesitaban tratamientos concomitantes
como por ejemplo quimioterapia combinada con otros farmacos y/o radioterapia. Otra
causa fue la imposibilidad para culminar el estudio por complicaciones derivadas de su
enfermedad o del mismo tratamiento. Algunos pacientes no aceptaron entrar en el estudio,

lo que significa que no sabemos si los que no lo hicieron tendrian resultados distintos.

Otra limitacion la constituye el seguimiento a corto plazo. Se sabe que la
ototoxicidad por cisplatino se puede manifestar hasta 4 afios después de la finalizacion del
tratamiento. Sin embargo el tiempo de seguimiento esta justificado por la pauta de
tratamiento con cisplatino y por la incertidumbre en la supervivencia de los pacientes.
Seria interesante hacer un seguimiento mas a largo plazo para determinar si la ototoxicidad

se manifiesta meses o afios después del tratamiento.

La determinacion del origen racial, sobretodo en una poblacion como la de
Barcelona, es complicada. A pesar de que fenotipicamente y por interrogatorio se intente
determinar el origen racial de los individuos, es imposible tener certeza del mismo. El
estudio se realiza en una poblaciéon que desde hace muchos afios ha sido receptora de
inmigrantes de todas partes del mundo. Incluso muchos individuos desconocen sus
origenes o la de sus ancestros. El problema radica en la comparacion de los resultados de

haplotipaje con otros estudios hechos en Espafia y Europa.

No se incluyeron en el estudio pacientes pediatricos. Los estudios que incluyen sélo

poblacion infantil, tienen la ventaja de no tener que analizar factores inherentes a la edad
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adulta como por ejemplo: habitos toxicos, edad, pérdida auditiva previa o factores de

riesgo cardiovascular, que en teoria, podrian influir en el desarrollo de ototoxicidad.

Finalmente la poca disponibilidad de recursos, impidi6 que se investigara sobre otras
caracteristicas genéticas de los individuos como por ejemplo, la presencia de mutaciones

del ADNmt asociadas a hipoacusia.

5.9 ASPECTOS ETICOS.

Tanto la hipodtesis, objetivos principal y secundarios, revisiones sobre el tema
cientifico propuesto, asi como el material y método del proyecto de investigacion, sus
limitaciones y aplicabilidad clinica, fueron previamente valorados y aprobados por el
comité ético de investigacion clinica del Hospital Universitario Vall d'Hebron de

Barcelona.

El estudio se llevd a cabo de acuerdo con las indicaciones y los requerimientos
expresados en las normas internacionales relativas a la realizacion de estudios de la

Declaracion de Helsinki.

Se explicaba a cada paciente la naturaleza del estudio y se le solicitaba la firma del

consentimiento informado (anexo 1).

La informacion de cada paciente fue recogida en una hoja de datos (anexo 2) la cual

contenia informacion clinica y datos audiométricos.

Los datos de cada paciente se trataron conforme a la disposicion de la Ley orgéanica

de proteccion de datos exclusivamente para el desarrollo del estudio.
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6 RESULTADOS
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6.1 CARACTERISTICA DE LA MUESTRA.

6.1.1 Edad.

El rango de edad de la muestra fue de 27 a 82 afios con un promedio de edad de 63,3
afios. El 63,8 % de los pacientes se ubicaron en la franja de edad comprendida entre los 60
y 82 afios.

6.1.2 Sexo.

Del total de los 72 pacientes el 68 % (49 pacientes) eran hombres y el 32 % (23
pacientes) eran mujeres.

6.1.3 Antecedentes médicos.

La hipertension arterial (HTA) fue el antecedente patologico mas frecuente,
presentandose en el 29 % de los pacientes, seguida de dislipemia (DLP) con 26 %, la
diabetes mellitus (DM) con 18 %, cardiopatia 5,6 %, enfermedad hepatobiliar 2,8 %,
enfermedad pulmonar 4 % y anemia 1,4 %. E1 32 % de la muestra presentaba algiin grado
de hipoacusia previa.

1%

2,8% 3%

32% = Hipoacusia previa

= HTA
= DLP
= DM

= Cardiopatia
= Enfermedad pulmonar
= Enfermedad hepatobiliar
= Anemia
29%

Figura 9. Antecedentes médicos presentes en la muestra.

5,6 %
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En referencia a los tratamientos farmacologicos cronicos, 32 pacientes (44,4%)
manifestaron estar tomando por lo menos un medicamento de forma cronica. El
medicamento mas frecuentemente consumido fue el IECA (16 pacientes), seguido por los
ADO (10 pacientes), Simvastatina (8 pacientes), Diuréticos (5 pacientes), Calcio (2

pacientes), Omeprazol, Digoxina y Sintrom con I pacientes respectivamente.

= [ECA
= ADO
= Simvastatina
= Diurético
32 = Calcio
= Omperazol

= Sintrom

= Digoxina

Figura 10. Tratamiento farmacoldgico cronico.
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6.1.4 Localizacion de la neoplasia.

La localizacion mas frecuente fue la cavidad oral, faringe y laringe con 45 casos,
seguida de vejiga con 12 casos, testiculo con 8 casos, cavum con 5 casos y utero y cuello

uterino con 2 casos.

6.1.5 Habitos toxicos.

El habito tabaquico fue el mas frecuente, presentandose en el 65 % de la muestra,
seguido por el consumo de café¢ en el 61 %, consumo de alcohol 23 %, y de té& 6 %.

Ninguin paciente manifestd el consumo de otro tipo de sustancias o drogas.

6%

65% = Tabaco
= Café
= Alcohol
= T¢

Figura 11. Habitos toxicos.
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6.1.6 Otros antecedentes relacionados con pérdida auditiva.

So6lo 23 pacientes (32 %) refirieron exposicion a ruido.

6.1.7 Pérdida auditiva.

En total 29 pacientes (40 %), presentaron pérdida auditiva significativa, de los cuales

22 eran hombres y 7 mujeres. El promedio de pérdida auditiva fue de 14,5 dB.

La pérdida auditiva fue predominantemente en frecuencias agudas. Al valorar
solamente las frecuencias 4000 y 8000 Hz sin tomar en cuenta el resto, obtenemos que la
pérdida auditiva aumenta al 54 % de los pacientes y el promedio de pérdida aumenta al

24,6 %.

30
27
25
22
W
2 20
3]
° 16
<
o 15
= ® Hombre
=]
z 10 B Mujer
7
5
0
Ausente Presente

Pérdida auditiva

Figura 12. Pérdida auditiva de la muestra.
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6.1.8 Haplogrupos de ADN mitocondrial.

El haplogrupo H fue el mas frecuente, presentandose en 35 pacientes (48%), seguido
por el grupo K con 11 pacientes (15%), el grupo V con 9 pacientes (12 %), el grupo U con
6 pacientes (8,3%), el grupo W, X, I, con 4 pacientes (5,5 %), el grupo J con 3 pacientes
(4,1 %), el grupo JT con 2 pacientes ( 2,7 %) y finalmente los grupos T y A con 1

pacientes cada uno.

40
35
35
30
25

20

15
11

Numero de pacientes

10 e

6
5 I & 3
2 1 1
v U W, X, J T T A

Haplogrupos

Figura 13. Distribucion de haplogrupos de la muestra.

6.2 PERDIDA AUDITIVA VERSUS SEXO Y EDAD.

Cuando comparamos el sexo con la pérdida auditiva, como apreciamos en la tabla 3

y la figura 14, no encontramos diferencias significativas entre ambos sexos.
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Tabla 3. Pérdida auditiva versus sexo.

Pérdida auditiva

p-value
Prueba exacta de
Fisher
Mujer 16 (69.57%) 7 (30.43%) 23(31.94%)
Hombre 27 (55.1%) 22 (44.9%) 49 (68.06%) 0.307
Total 43(59.72%) | 29(40.28%) 72 (100%)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
No Si

H Mujer EHombre

Figura 14. Pérdida auditiva versus sexo.
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Al comparar la edad con la pérdida auditiva, se observan diferencias significativas entre
la edad y la pérdida. Los pacientes con pérdida auditiva tienen mas edad que los pacientes

sin pérdida.

Tabla 4. Pérdida auditiva versus edad.

Pérdida auditiva

N, Media(sd)
[Min; Max] p-valor

Mediana Mann-Whitney
[p25;p75]

43 29
Edad 60.65 ( 13.58) 67.38 ( 10.61) 0.024
[27.00 ; 80.00 ] [34.00 ; 83.00 ]
63.00 [55.00 ; 71.00 ] 67.00 [61.00 ; 74.00 ]
20.00 4 e —
F0.00 4
80.00 4
50.00 + P
20.00 4
- -*
20.00 4 &*
4
Mo Si

Figura 15. Pérdida auditiva versus edad.
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6.3 PERDIDA AUDITIVA VERSUS ANTECEDENTES MEDICOS.

La tabla 5 muestra la distribucion de la HTA en ambos grupos (pérdida auditiva y no

pérdida auditiva). No se encontro relacion significativa entre la HTA y la pérdida auditiva.

Tabla 5. Pérdida auditiva versus hipertension arterial.

Pérdida auditiva

p-value

Prueba exacta de
Fisher

No 31 (60.78%) 20 (39.22%) 51(70.83%)
Si 12 (57.14%) 9 (42.86%) 21(29.17%) 0.797
Total 43 (59.72%) 29 (40.28%) 72 (100%)

Potencia HTA vs perdida=0.059

También podemos ver en la tabla 6 que no existen diferencias significativas en la

presencia de diabetes mellitus en ambos grupos.

Tabla 6. Pérdida auditiva versus diabetes mellitus.

Diabetes

Pérdida auditiva

p-value
Prueba exacta de
Fisher

No 36 (61.02%) 23 (38.98%) 59(81.94%)
Si 7(53.85%) 6 (46.15%) 13(18.06%) 0.757
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia DM vs perdida=0.076
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De la misma forma, se buscé la relacion entre la presencia de otros antecedentes
médicos presentes en la muestra como cardiopatia, patologia pulmonar, anemia,

enfermedad neuroldgica, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas.

Tabla 7. Pérdida auditiva versus cardiopatia.

Pérdida auditiva
p-value

Cardiopatia Prueba exacta de
Fisher

No 41 (60.29%) 27 (39.71%) 68(94.44%)
Si 2 (50%) 2 (50%) 4(5.56%) 1.000
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia cardiopatia vs perdida= 0.069

Tabla 8. Pérdida auditiva versus patologia pulmonar.

Pérdida auditiva

p-value

Patologia pulmonar Prueba exacta de
Fisher

No 42 (60.87%) 27 (39.13%) 69(95.83%)
EPOC 1(50%) 1(50%) 2(2.78%)
0.500
TBC 0 (0%) 1 (100%) 1(1.39%)
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia pulmonar vs perdida= 0.219
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Anemia

Pérdida auditiva

Tabla 9. Pérdida auditiva versus anemia.

p-value
Prueba exacta de
Fisher

1(1.39%) 1.000

No 42 (59.15%) 29 (40.85%) 71(98.61%)
Si 1 (100%) 0 (0%)
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia anemia vs perdida= 0.175

Tabla 10. Pérdida auditiva versus enfermedad neurologica.

Enf. Neurolégica

Pérdida auditiva

p-value
Prueba exacta de
Fisher

1(1.41%) 0.408

No 42 (60%) 28 (40%) 70(98.59%)
AVC 0 (0%) 1 (100%)
Total 42(59.15%) 29(40.85%) 71 (100%)

Potencia neuroldgica vs perdida= 0.270
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6.4 PERDIDA AUDITIVA VERSUS HABITOS TOXICOS.

Al analizar la frecuencia del habito tabaquico en la muestra, se evidencié que dicho

factor se presentd de manera similar en ambos grupos.

Total

Tabla 11. Pérdida auditiva versus tabaco.

Pérdida auditiva

No 16 (64%) 9 (36%) 25(34.72%)
Si 27 (57.45%) 20 (42.55%) 47(65.28%)
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

p-value
Prueba exacta de
Fisher

0.624

Potencia Tabaco vs pérdida= 0.084

Porcentaje acumulado

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

No

Consumo de tabaco

Figura 16. Pérdida auditiva versus tabaco.
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De igual forma, se busco la relacion entre pérdida auditiva y consumo de alcohol y
no se encontraron diferencias significativas como lo demuestra la tabla 12 y figura 17

Tabla 12. Pérdida auditiva versus alcohol.

Pérdida auditiva

p-value
Prueba exacta de
Fisher

No 33 (60%) 22 (40%) 55(76.39%)
Si 10 (58.82%) 7 (41.18%) 17(23.61%) 1.000
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia Alcohol vs perdida=0.051

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

Porcentaje acumulado

20%
10%

0%

No Si

Consumo de Alcohol

HNo mSi

Figura 17. Pérdida auditiva versus alcohol.



Si analizamos la variable consumo de café y la relacionamos con la pérdida auditiva,

observamos que no existen diferencias significativas en la distribucion en ambos grupos.

Tabla 13. Pérdida auditiva versus café.

Pérdida auditiva

p-value
Prueba exacta
de Fisher

No 18 (64.29%) 10 (35.71%) 28(38.89%)
Si 25 (56.82%) 19 (43.18%) 44(61.11%) 0.625
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia Café vs perdida= 0.097

100%

Porcentaje acumulado

205
10%4a

Consumo de café

3

Figura 18. Pérdida auditiva versus consumo de café.
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6.5 PERDIDA  AUDITIVA VERSUS OTROS FACTORES
RELACIONADOS CON PERDIDA AUDITIVA.

La hipoacusia previa y la exposicion a ruido, no constituyeron factores
predisponentes de pérdida auditiva en los pacientes de la muestra, tal y como se observa en

las tablas 14 y 15.

Tabla 14. Pérdida auditiva versus exposicion a ruido.

Pérdida auditiva
Exposicion a p-value

Prueba exacta de
ruido Fisher

0 28 (57.14%) 21 (42.86%) 49(68.06%)
1 10 (58.82%) 7 (41.18%) 17(23.61%)
0.548
2 5 (83.33%) 1(16.67%) 6(8.33%)
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia exposicion al ruido vs perdida= 0.198
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Tabla 15. Pérdida auditiva hipoacusia previa.

Pérdida auditiva
p-value

Hipoacusia previa Prueba exacta de
Fisher

No 30 (61.22%) 19 (38.78%) 49(68.06%)
Si 13 (56.52%) 10 (43.48%) 23(31.94%) |0.798
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia Sordera vs pérdida= 0.067

6.6 HAPLOGRUPOS VERSUS PERDIDA AUDITIVA.

Al analizar la distribucion de los haplogrupos segiun pérdida auditiva, se pudo
comprobar que no existen diferencias significativas en dicha distribucion, tal y como lo

muestra la tabla 16.

Si reducimos el numero de haplogrupos tampoco se observan diferencias
estadisticamente significativas entre cada una de los haplogrupos y el porcentaje de pérdida

auditiva que se situa en el 40% como se muestra en la tabla 17.
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Haplogrupos

Tabla 16. Haplogrupos versus pérdida auditiva.

Pérdida auditiva

A 0 (0%) 1 (100%) 1(1.39%)
H 23 (65.71%) 12 (34.29%) 35(48.61%)
J 2 (66.67%) 1(33.33%) 3(4.17%)
T 1(50%) 1(50%) 2(2.78%)
K 5 (45.45%) 6 (54.55%) 11(15.28%)
T 1(100%) 0 (0%) 1(1.39%)
U 0 (0%) 1 (100%) 1(1.39%)
ua 3(75%) 1(25%) 4(5.56%)
us 1(100%) 0 (0%) 1(1.39%)
v 5 (55.56%) 4 (44.44%) 9(12.5%)
WX, 2 (50%) 2 (50%) 4(5.56%)
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

p-value
Prueba exacta de
Fisher

0.870

Potencia Haplogrupo vs perdida= 0.430




Tabla 17. Pérdida auditiva versus haplogrupos.

Pérdida auditiva
p-value
Haplogrupos Prueba exacta de
Fisher
H 23 (65.71%) 12 (34.29%) 35(48.61%)
K 5 (45.45%) 6 (54.55%) 11(15.28%)
u 4 (66.67%) 2(33.33%) 6(8.33%)
0.796
\% 5 (55.56%) 4 (44.44%) 9(12.5%)
Resto 6 (54.55%) 5 (45.45%) 11(15.28%)
Total 43(59.72%) 29(40.28%) 72 (100%)

Potencia Haplogrupo vs perdida=0.154

6.7 HAPLOGRUPOS VERSUS PERDIDA AUDITIVA VERSUS SEXO
Y EDAD.

No se encontraron diferencias significativas al analizar la influencia del haplogrupo
en la pérdida auditiva teniendo en cuenta el sexo y edad, como lo demuestran las tablas 18

y 19.

73



Haplogrupo

Tabla 18.

Haplogrupos versus pérdida auditiva en mujeres.

Pérdida auditiva en Mujeres

p-value
Prueba exacta de Fisher

H 6 (66.67%) 3(33.33%) 9(39.13%)
K 2 (50%) 2 (50%) 4(17.39%)
U 2 (66.67%) 1(33.33%) 3(13.04%)
0.899
v 1 (100%) 0 (0%) 1(4.35%)
Resto 5 (83.33%) 1(16.67%) 6(26.09%)
Total 16(69.57%) 7(30.43%) 23 (100%)
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Tabla 19.

Haplogrupo

Haplogrupos versus pérdida auditiva en hombres.

Pérdida auditiva en Hombres

H 17 (65.38%) 9 (34.62%) 26(53.06%)
K 3 (42.86%) 4 (57.14%) 7(14.29%)
U 2 (66.67%) 1(33.33%) 3(6.12%)
v 4 (50%) 4 (50%) 8(16.33%)
Resto 1(20%) 4 (80%) 5(10.2%)
Total 27(55.1%) 22(44.9%) 49 (100%)

p-value
Prueba exacta de
Fisher

0.401

6.8 HAPLOGRUPOS

ANTECEDENTES PATOLOGICOS.

VERSUS PERDIDA AUDITIVA VERSUS

No se encontraron diferencias significativas al analizar la influencia del haplogrupo

en la pérdida auditiva teniendo en cuenta los antecedentes patoldogicos como lo podemos

ver en las tablas 20 y 21.
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Tabla 20. Haplogrupos versus pérdida auditiva versus pacientes sin hipertension arterial.

Haplogrupos

Pérdida auditiva en pacientes no

hipertensos.

H 16 (64%) 9 (36%) 25(49.02%)
K 3(42.86%) 4 (57.14%) 7(13.73%)
U 3 (75%) 1(25%) 4(7.84%)
v 4(66.67%) 2(33.33%) 6(11.76%)
Resto 5(55.56%) 4 (44.44%) 9(17.65%)
Total 31(60.78%) 20(39.22%) 51 (100%)

p-value
Prueba exacta de
Fisher

0.844
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Tabla 21. Haplogrupos versus pérdida auditiva versus pacientes con hipertension arterial.

Pérdida auditiva en pacientes con HTA.

p-value
Haplogrupos Prueba exacta
de Fisher

H 7 (70%) 3 (30%) 10(47.62%)

K 2 (50%) 2 (50%) 4(19.05%)

U 1(50%) 1(50%) 2(9.52%)
0.811

v 1(33.33%) 2 (66.67%) 3(14.29%)

Resto 1(50%) 1(50%) 2(9.52%)

Total 12(57.14%) 9(42.86%) 21 (100%)

El resultado fue similar cuando se analizaron el resto de antecedentes patologicos

encontrados en la muestra.

6.9 HAPLOGRUPOS VERSUS PERDIDA AUDITIVA VERSUS
HABITOS TOXICOS Y OTROS ANTECEDENTES.

No se encontr6 diferencias significativas al analizar la relacion entre pérdida auditiva
y haplogrupos en presencia de alguna de las variables estudiadas en la muestra. Dichos

resultados los podemos observar en las tablas 22-25, en las que se muestra la distribucion
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de los haplogrupos en funcion de la pérdida y en presencia o ausencia del habito tabaquico

y de exposicion a ruido.

Tabla 22. Haplogrupos versus pérdida auditiva versus pacientes no fumadores.

- _

Pérdida auditiva en no fumadores

H 8 (61.54%) 5 (38.46%) 13(52%)
K 2 (50%) 2 (50%) 4(16%)
U 1(100%) 0 (0%) 1(4%)
v 2 (100%) 0 (0%) 2(8%)
Resto 3 (60%) 2 (40%) 5(20%)
Total 16(64%) 9(36%) 25 (100%)

p-value
Prueba exacta
de Fisher

0.908
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Tabla 23. Haplogrupos versus pérdida auditiva versus pacientes fumadores.

Pérdida auditiva en fumadores

p-value
Haplogrupos Prueba exacta
_ N

H 15 (68.18%) 7 (31.82%) 22(46.81%)
K 3(42.86%) 4 (57.14%) 7(14.89%)
u 3 (60%) 2 (40%) 5(10.64%)

0.658
\ 3(42.86%) 4 (57.14%) 7(14.89%)
Resto 3 (50%) 3 (50%) 6(12.77%)
Total 27(57.45%) 20(42.55%) 47 (100%)




Tabla 24. Haplogrupos versus pérdida auditiva versus pacientes sin exposicion a ruido.

Haplogrupos

Pérdida auditiva en pacientes con

exposicion a ruido

H 14 (63.64%) 8 (36.36%) 22(44.9%)
K 5 (55.56%) 4 (44.44%) 9(18.37%)
U 3 (60%) 2 (40%) 5(10.2%)
v 2 (40%) 3 (60%) 5(10.2%)
Resto 4 (50%) 4 (50%) 8(16.33%)
Total 28(57.14%) 21(42.86%) 49 (100%)

p-value
Prueba exacta de
Fisher

0.887
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Tabla 25.

Haplogrupos versus pérdida auditiva versus pacientes con exposicion a ruido.

Haplogrupos

Pérdida auditiva en pacientes con

exposicion a ruido.

H 9(69.23%) 4(30.77%) 13(56.52%)
K 0 (0%) 2 (100%) 2(8.7%)
U 1(100%) 0 (0%) 1(4.35%)
v 3(75%) 1(25%) 4(17.39%)
Resto 2 (66.67%) 1(33.33%) 3(13.04%)
Total 15(65.22%) 8(34.78%) 23 (100%)

p-value
Prueba exacta
de Fisher

0.445
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7 DISCUSION
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7.1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.

7.1.1. Edad y sexo.

En nuestra muestra el rango de edad estuvo comprendido entre 27 a 82 afios con un
promedio de edad de 63,3 anos. Es importante resaltar que el 63,8 % de los pacientes se
ubicaron en la franja de edad comprendida entre los 60 y 82 anos. Este dato en similar a los
obtenidos en otros estudios sobre ototoxicidad y cisplatino en adultos (93,94) y es
previsible pues en estos estudio se incluyen pacientes con patologia neopldsica que suelen

presentarse en pacientes de edad avanzada y no tanto en adultos jovenes.

En cuanto al sexo, hay una clara predominancia del sexo masculino (68 %), quizas
por el tipo y localizacion de las neoplasias presentadas en la muestra. Este hallazgo
coincide con lo encontrado en otros estudios como el de Whitehorn et al. (93), en donde se
obtienen porcentajes similares. Casi el 60 % de los casos, presentaba como localizacion de
la neoplasia, la orofaringe y laringe, neoplasias que se presentan mas frecuentemente en

hombres que en mujeres. Ademads existieron 8 casos de tumor testicular.

7.1.2. Antecedentes médicos.

Algunos estudios relacionan la insuficiencia renal, la hipoacusia preexistente o la
exposicion a ruido con mayor pérdida tras exposicion de cisplatino. Otros estudios
sugieren la asociacion de factores nutricionales, coloracion del iris y pigmentacion de la
piel con el grado de ototoxicidad por cisplatino (94). Sin embargo, no existe consenso en

cuanto a la determinacion de factores de riesgo asociados a ototoxicidad por cisplatino.

Es conocido que la presencia de factores de riesgo cardiovascular pueden contribuir
a la aparicion de pérdida auditiva en general. Por ello intentamos determinar la presencia
de algunos de estos factores como por ejemplo, la hipertension arterial que fue el

antecedente patologico mas frecuente, presentandose en el 29 % de los pacientes, seguida

83



de dislipemia con 26 % y de la diabetes mellitus con 5,6 %. La frecuencia de aparicion de

estos 3 antecedentes fue similar a la de la poblacién general.

En menor frecuencia se presentaron patologias como la cardiopatia (5,6 %),

enfermedad hepatobiliar (2,8 %), enfermedad pulmonar (4 %)y anemia (1,4 %).

En relacién a la presencia de hipoacusia previa, s6lo el 32 % de la muestra
presentaba algiin grado de hipoacusia previa al inicio del tratamiento. Este porcentaje es

similar al encontrado por otros autores (93).

7.1.3. Habitos toxicos.

La incidencia de tabaquismo y el consumo de alcohol varia segtin la poblacion y de
acuerdo a factores culturales y socioeconémicos. Obtuvimos una frecuencia alta de
tabaquismo en relacion a la consultada en la literatura, que puede ir del 15 al 50 % (96),
probablemente por el claro predominio del sexo masculino. En nuestro estudio el héabito
tabaquico fue el mas frecuente, presentandose en el 65 % de la muestra, seguido por el
consumo de café en el 61 %, consumo de alcohol 23 %, y de té 6 %. Ningun paciente

manifesto el consumo de otra sustancia o droga.

7.1.4. Otros factores asociados a pérdida auditiva.

Sélo el 32 % de la muestra refirid exposicion a ruido. Es importante sefialar que
todos los pacientes pertenecian al area de Barcelona (poblacion urbana) en la que el nivel
de ruido es mayor que la rural. Sin embargo, no fue un factor determinante para la pérdida

auditiva por cisplatino.
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7.1.5. Pérdida auditiva de la muestra.

La ototoxicidad inducida por cisplatino esta siendo estudiada ampliamente desde
hace algunos afios. Entre un 15 y 40 % de los pacientes tratados con esta droga presentan
algun grado de pérdida auditiva (97), hecho que pudimos constatar en nuestro estudio,
obteniendo que el 40% de los pacientes presentd una pérdida auditiva significativa. Este
hecho es dependiente de la dosis, duracion y circunstancias y es una de las causas de
suspension del tratamiento mas frecuentes (97). Por ello en nuestro estudio se controlaron

dichos factores, siendo igual para todos los sujetos incluidos en el estudio.

La pérdida auditiva es por lo general bilateral y simétrica, fendmeno que pudimos
constatar, pues la afectacion auditiva en nuestro estudio fue simétrica con diferencias
minimas entre ambos oidos, aunque en algunos estudios en nifios, que no han sido
incluidos en nuestro trabajo, han demostrado una afectacion asimétrica por cisplatino, con

una leve pero significativa mayor afectacion del oido izquierdo (32).

La afectacion auditiva es predominantemente en frecuencias altas, aunque puede
presentarse en frecuencias graves y explicaria la discordancia entre la logoaudiometria y la
audiometria tonal en algunos casos (98). De hecho, en nuestro estudio pudimos constatar
que el porcentaje de pérdida y el promedio de pérdida aumentan al valorar sélo las

frecuencias agudas.

El estudio audiométrico de las frecuencias altas (8000 Hz hasta 20000 Hz) y de las
otoemisiones acusticas de productos de distorsion puede revelar cambios mas precoces en
la funcion auditiva que la audiometria convencional (98). Sin embargo resulta
extremadamente complicado reproducir las mismas condiciones a la hora de realizar las
otoemisiones en estos pacientes con lo cual pierde valor como prueba para comparar

cambios audiologicos en el mismo paciente.

Un estudio realizado en nifos y adolescentes tratados con cisplatino mostrd que los
cambios ototoxicos se observan primero en la audiometria extendida a altas frecuencias,
luego en las otoemisiones acusticas de productos de distorsion y, por ultimo, en la

audiometria convencional (99).
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Seria interesante incluir en proximos estudios, la audiometria de altas frecuencias
pues podria determinar cambios sugestivos de ototoxicidad de una forma mas precoz que

con la audiometria convencional.

7.1.6. Haplogrupos de la muestra.

El haplogrupo mas frecuente de nuestra muestra fue el H con un 48 %, coincidiendo
con el porcentaje de aparicion del haplogrupo en Espafia y Europa aunque es importante
senalar que el haplogrupo H (y la rama HV) se presenta con mayor frecuencia en Espafia
que en Europa (92). De igual forma se obtuvo una distribucion similar a la revisada en la
literatura en cuanto a los haplogrupos W, I, X, minoritarios y que habitualmente no

superan el 5 % de las distribuciones consultadas,

Sin embargo, obtuvimos unos frecuencia de los haplogrupos J y T por debajo de la

media Espafiola y Europea y una sobreexpresion de los haplogrupos V y K.

Para poder explicar estos datos tendriamos que tener en cuenta, en primer lugar, el
tamafio de la muestra. Sin comparamos nuestra muestra (72 pacientes) con la de los
estudios Espafoles y Europeos sobre distribucion de haplogrupos (cientos o miles de
individuos) podemos entender que probablemente nuestra muestra no sea lo
suficientemente grande para poder comparar los resultados de haplotipajes con dichos

estudios.

Por otro lado, nuestra muestra la conformaron pacientes con patologia neopléasica y
no individuos sanos escogidos al azar. Esto podria ser un factor que influya en los

resultados.

Ademas es posible que no todos los individuos de la muestra sean de origen Espafiol
como lo previsto. Es previsible que en una ciudad como Barcelona, convivan individuos
con progenitores de origen racial diferente. Con lo que seguramente se incluyeron

individuos que poseian haplogrupos que son mas frecuentes en otras poblaciones Europeas
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o en otros continentes. La misma explicacién se aplica para el individuo que posee el

haplogrupo A, frecuente en América pero no en Europa.

Otra posible explicacion, menos probable segin nuestra opinion, sea la relacion entre
estos haplogrupos y la aparicion de neoplasias. No se encontrd evidencia alguna en la

literatura que sustentara esta hipotesis.

7.2  PERDIDA AUDITIVA VERSUS CARACTERISTICAS DE LA
MUESTRA.

7.2.1. Pérdida auditiva versus edad y sexo.

A pesar de que obtuvimos una clara predominancia del sexo masculino, no
encontramos diferencias significativas en cuanto a la pérdida auditiva entre hombres y
mujeres. Este hallazgo es similar a lo encontrado en la literatura en donde se demuestra que

el sexo no es un factor determinante de pérdida auditiva por cisplatino (97).

Al contrario, al comparar la pérdida auditiva con la edad, obtuvimos que existe una
diferencia significativa entre la pérdida auditiva de los individuos mas jovenes con
respecto a los mayores. A medida que aumenta la edad, hay mas probabilidad de tener
pérdida auditiva por cisplatino. Los adultos mayores son mas susceptibles de sufrir
hipoacusia inducida por cisplatino que los adultos jovenes. Este hallazgo es similar al
encontrado en otros estudios como el de Whitehorn et al. (93), en donde se evidencid la

relacion entre la edad avanzada y la mayor ototoxicidad por cisplatino.

Es importante destacar que otros estudios como el de Langer et al. (100), no s6lo
sefialan que los individuos con mas edad tienen mas predisposicion a pérdida auditiva por

cisplatino, también los niflos menores de 5 afios, tienen mas ototoxicidad que los nifios
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mayores de 5 afios. Es decir, que la edad muy temprana (<5 afios) es tan predisponente

como la edad avanzada para sufrir pérdida auditiva por cisplatino.

7.2.2. Pérdida auditiva versus antecedentes médicos.

Existen estudios que relacionan la hipoacusia con la presencia de determinadas
patologias, como por ejemplo, las enfermedades cardiovasculares (101). Por ello, en
nuestro estudio se busco la relacion entre los antecedentes médicos de los pacientes y la
pérdida auditiva en un intento de demostrar que los individuos que padecian estas
enfermedades tenian mas predisposicion a tener pérdida auditiva, sin embargo, no se pudo
determinar si alguna de los antecedentes presentes en la muestra aumenta el riesgo de
pérdida auditiva con el cisplatino tal y como se evidenci6 en otros estudios que intentaban

relacionar enfermedad preexistente con ototoxicidad (101).

7.2.3. Pérdida auditiva versus habitos toxicos.

Es conocido que algunas sustancias como el tabaco y el alcohol pueden predisponer
a pérdida auditiva (1,2) y su alta prevalencia en nuestra sociedad hace que sean
considerados unos de los ototdxicos mas importantes en la actualidad. Al igual que en
otros estudios en donde se ha intentado establecer la asociacion entre tabaco y alcohol con
la ototoxicidad del cisplatino (101), no se pudo demostrar que aumentaran el riesgo de

pérdida auditiva tras el tratamiento con dicho farmaco.

7.2.4. Pérdida auditiva versus otros factores relacionados con

pérdida auditiva.

Muchos estudios relacionan la exposicion al ruido ambiental con la pérdida auditiva

en todas las edades, pero cada dia se consideran mas como enfermedades distintas por
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presentar formas no similares de pérdida auditiva y grupos de edad también distintos. En
nuestros resultados, aunque la exposicion a ruido fue relevante, no fue un factor

determinante de pérdida auditiva por cisplatino.

7.3 PERDIDA AUDITIVA VERSUS HAPLOGRUPOS.

Existe una importante variabilidad en el desarrollo de ototoxicidad por cisplatino, y
hasta la fecha, no es posible predecir quienes la desarrollardn. Tampoco esta claro cudles

son los factores de riesgo para la pérdida auditiva por cisplatino (101).

Sin embargo, estd demostrado que las caracteristicas genéticas de los individuos
pueden variar la respuesta a determinados estimulos. Actualmente multiples lineas de
investigacion se centran en descubrir cudles de estas caracteristicas genéticas son
determinantes para la aparicion de alguna enfermedad o a la hora de plantear un
tratamiento especifico para una patologia. Asi vemos como en la actualidad el estudio de la
genética es fundamental en algunos campos de la medicina como por ejemplo en la

oncologia médica (102).

A raiz de estos estudios se ha demostrado que no sélo las mutaciones puntuales o
caracteristicas del ADN nuclear pueden predisponer a enfermedad, también el ADN

mitocondrial juega un papel importante como factor predisponente de enfermedad.

La predisposicion genética a sufrir pérdida auditiva inducida por cisplatino puede
estar relacionada con mutaciones mitocondriales o polimorfismos en enzimas importantes

en la depuracion de oxidantes (72).

Ciertas mutaciones en el ADN mitocondrial, pueden causar enfermedades o
fenotipos clinicos por si solos, otras pueden causar enfermedad solo con la presencia de un
factor adicional, como se ha sugerido, pero todavia no se ha confirmado, en la ototoxicidad

por administracion de los aminoglucosidos de la mutacion A1555G (71).
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Ademas, se ha observado que ciertos pacientes con ototoxicidad por cisplatino
pertenecen al poco frecuente haplogrupo mitocondrial Europeo J, que se ha asociado a la
atrofia Optica hereditaria de Leber (102). De igual forma pacientes con céancer testicular
tratados con quimioterapia con cisplatino mostraron diferencias en polimorfismos
funcionales para la glutation-S-transferasa (GST), enzima perteneciente a una importante

familia de enzimas de fase II del metabolismo de drogas (78).

En nuestro estudio no se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre los
haplogrupos del ADN mitocondrial y la pérdida auditiva por cisplatino al igual que en

otros estudios como el de Peters et al (48).

Es posible que algunos factores como el tamafio de la muestra o la distribucion
atipica de los haplogrupos, hayan impedido que se obtuviera resultados positivos. Sin
embargo, lejos de concluir que no existe una relacion entre estos 2 factores, consideramos

que son necesarios nuevos estudios con muestras de mayor tamano que la nuestra.

7.4 PERDIDA AUDITIVA VERSUS HAPLOGRUPOS VERSUS
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.

En los estudios mads recientes sobre haplogrupos, se sugiere que esta caracteristica
genética pudiera no ser determinante por si sola, pero en presencia de determinados
factores ambientales, pudiera ser un factor modificador de la respuesta del organismo a

determinados estimulos (62).

Por ello, se consider6 relevante buscar la relacion entre los haplogrupos y la pérdida
auditiva en presencia de algunos de los factores estudiados en la muestra, como

antecedentes médicos, habitos toxicos, etc.

No se encontr6 evidencia alguna de que el haplogrupo sea determinante de pérdida
auditiva en presencia de alguno de estos factores. Hasta la fecha, no existen estudios que

hayan buscado dicha relacion.
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8 CONCLUSIONES
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No hemos podido establecer una asociacion entre la ototoxicidad producida por

cisplatino y los haplogrupos del ADN mitocondrial en la muestra estudiada.

La ototoxicidad producida por cisplatino se manifiesta como pérdida auditiva

bilateral, simétrica y predominantemente en frecuencias altas.

El sexo no es un factor predisponente para desarrollar ototoxicidad por cisplatino

en la muestra estudiada.

La edad es un factor predisponente de ototoxicidad por cisplatino. Los pacientes
con mas edad tienen mayor probabilidad de desarrollar pérdida auditiva tras el

tratamiento con cisplatino.

No hemos podido establecer una relacion entre los antecedentes médicos, habitos
toxicos u otros factores de riesgo para pérdida auditiva presentes en la muestra y

la ototoxicidad por cisplatino.

El haplogrupo del ADN mitocondrial no es un factor determinante para
desarrollar pérdida auditiva por cisplatino por si solo ni en presencia de las

variables estudiadas en la muestra.

Es necesario realizar estudios con mayor nimero de casos para confirmar o

rechazar estos resultados.
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ANEXO 1.

0 Yaerawen
teiat it

Servicio ORL

Titulo del 'e-s;.udi::-: ESTUDIO DE LOS FACTORES NUCLEARES, MITOCONDRIALES Y
AMBIENTALES QUE CONTRIBUYEN A LA SORDERA POR CISPLATINO

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se& me ha entregado,
He podido hacer preguntas sobre al estudio,

He hablado con

Comprando gue mi paricipacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1 Cuando quiera
2 Sin tener que dar explicacicnes
3 Sin gue esto repercuta en mis cuidados medicos

Punto1; ODOY 0O WO DOY miconsentimiento voluntariamente para participar en e estudio
ESTUDIO DE LOS FACTORES MUCLEARES, MITOCONDRIALES ¥ AMBIENTALES
QUE CONTRIBUYEN A LA SORDERA POR CISPLATING

Punto 2: 0 DOy O NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mi muestra
citalégica de la mucosa oral se almacene para ulilizarla en otros estudios sobre factores genéticos
refacionados con la otoloxicidad producida por cisplatino. Mi muestra se identificara con un nimero
codificado, y mi identidad se mantendra an secreto,

Fecha y firma del participante Fecha y firma del investigadar
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ANEXO 2.

HOJA DE RECOGIDA DATOS. OTOTOXICIDAD POR
CISPLATINO

1.- DATOS PERSONALES Y ANTECEDENTES :

Nombre Sexo Edad
NHC Teléfono Peso Altura
Tabaco Alcohol

Cafeina Otros

Medicamentos habituales

( ) HIPOACUSIA FAMILIAR:

( YHTA ( )DM ( )DLP ( ) CARDIOPATIA
OTRAS:

AUTOINMUNES

VASCULITIS

NEUROLOLOGICAS

OTOLOLOGICAS

OTOTOXICOS

EXPOSICION RUIDO (afios, trabajo)

( ) AMBIENTE SILENCIOSO
( ) NIVEL TOLERABLE
( ) AMBIENTE CON MUCHO RUIDO

SORDERA (tiempo)

Audioprotesis (tiempo)
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( ) VERTIGO ( ) INESTABILIDAD ( ) ACUFENOS ( ) graves ( ) agudos.

2.- EXPLORACION FiSICA Y PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

OTOSCOPIA ( ) normal

( ) anormal:
1? - fecha
(Hz) 250 500 1000 2000 3000 4000 6000 8000
OD
Ol
2%- fecha
(Hz) 250 |500 1000 2000 3000 4000 6000 8000
OD
Ol
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