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RESUMEN

bjetivos: La deteccién de anticuerpos anticocleares en pa-
cientes con sordera stbita (SS) varia entre el 5y el 41%
segun autores. Se intenta correlacionar el nivel de anticuer-
pos detectados por Western-blot (WB) con la hipoacusia. Pacientes y
métodos: 49 sujetos con SS y WB positivo frente a antigeno coclear
bovino. Se midié el porcentaje de pérdida auditiva al debut y poste-
rior recuperacion tras tratamiento con deflazacort 1 mg/kg/dia me-
diante audiometria, asi como el titulo de anticuerpos anticocleares

cuantificados por dilucién de los sueros. Resultados: La pérdida ini-
cial fue del 49,4+20,6% y del 15,9+18,0% tras corticoterapia. No
existio correlacion estadisticamente significativa entre titulos y pérdi-
da auditiva (y=0,1122x+30,613; R?=0,7552) ni entre titulos y recupe-
racion (y=-0,0818x+87,65; R?=0,3229). Conclusiones: Aunque se
acepta la capacidad predictiva de respuesta al tratamiento del WB,
en pacientes con SS la cuantificacion de titulos no permite pronosti-
car el porcentaje de recuperacion auditiva.

PALABRAS CLAVE: Sordera brusca. Enfermedad autoinmune del oido interno. Hipoacusia neurosensorial. Western-blot.

Autoanticuerpos.

ABSTRACT

ANTICOCHLEAR ANTIBODIES TITLES MEASURED BY WESTERN-BLOT AND HEARING RECOVERY
LEVEL AFTER CORTICOID THERAPY IN PATIENTS WITH SUDDEN DEAFNESS

bjectives: Detection of antichoclear antibodies in patients
with sudden deafness (SD) ranges from five to forty one
percent depending on authors. We tried to correlate the
level of antibodies measured by Western-blot (WB) and hearing
loss. Patients and methods: Forty nine subjects bearing of SD and
a positive WB for bovine cochlear antigen. Hearing loss average
was measured at the onset and after treatment with deflazacort 1
mg/kg per day by means of audiometry, and antibody titles were

quantified in the diluted sera. Results: Initial loss was 49.4+20.6%,
and after corticotherapy it was 15.9+18.0%. There was no statisti-
cally significative correlation titles-hearing loss (y=0.1122x+30.613;
R?=0.7552) nor titles-recovery (y=-0.0818x+8.,65; R*=0.3229). Con-
clusions: Although predictive capability for treatment response is
accepted for WB, quantifying of the antibody titles in patients with
SD does not allow to make a prognosis about the average hearing
recovery.
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INTRODUCCION

La sordera brusca (SB) puede considerarse en
la actualidad una de las escasas circunstancias
audioldgicas condicionantes de actuacion urgente.
Su prondstico en cuanto a recuperacion funcional
se encuentra muy intimamente relacionado a la
brevedad en la instauracion del tratamiento. Este,
por otro lado, ha incluido segun escuelas grupos
farmacoldgicos con efecto vasodilatador, reoactivo,
neuroprotector, antiagregante, anticoagulante e in-
munomodulador, siendo el principal representante
de estos ultimos, y el mas comunmente aceptado
entre autores, los glucocorticoides'.

Tan variado arsenal obedece al general desco-
nocimiento que de su mecanismo de produccion
se ha tenido en las ultimas décadas. Garcia Berro-
cal ha sistematizado muy acertadamente las diver-
sas teorias fisiopatoldgicas emitidas —deterioro de
la microvascularizacion coclear, viriasis, rotura de
membranas laberinticas, hipersensibilidad, agre-
sion coclear directa-reforzando aquella que pro-
mueve la pérdida de arreactividad inmunoldgica
sobre el entorno laberintico con el consiguiente
dafo local secundario a activacién celular y humo-
ral con mayor o menor especificidad®.

Esta activacion de los mecanismo de defensa
inmunes contra estructuras propias del individuo
condicionan el fundamento de las enfermedades
autoinmunes. La mejoria auditiva tras corticotera-
pia, las caracteristicas epidemioldgicas de la po-
blacion mas frecuentemente afecta, la objetivacion
de parametros indicadores de inflamacién o inmu-
nomediacion alterados y la comorbilidad con otros
desordenes autoinmunes clasicamente reconoci-
dos hacen de la SB una potencial manifestacién
de la enfermedad autoinmune del oido interno,
descrita por McCabe en 1979 El hallazgo de anti-
cuerpos con afinidad sobre estructuras laberinticas
ha permitido definir la enfermedad inmunomediada
del oido interno como una entidad bien diferencia-
da de otras sorderas y aun mas, incluso pronosti-
car su buena respuesta a la corticoterapia hasta
ahora empirica. Aunque ello esta especialmente
documentado en hipoacusias neurosensoriales de
progresioén rapida®”’, la teoria inmunopatégena tam-
bién oferta la peculiaridad clinica de un debut subi-
t03,8,9.

Los pacientes con SB son de relativo facil diag-
néstico y su manejo ha sido ampliamente protoco-
lizado. Asimismo, resulta en la actualidad sencillo
cuantificar de una forma objetiva la pérdida auditi-
va de un individuo. En la actualidad, la determina-
cidén de anticuerpos anticocleares se efectia me-
diante la realizacion de una prueba de

Western-blot (WB) enfrentando suero del sujeto
afecto a un extracto coclear, y sus titulos son emi-
tidos cualitativamente. Pues bien, quizas la semi-
cuantificacion de estos titulos mediante diluciones
seriadas de los sueros con WB previamente cono-
cido y positivo pudiera correlacionarse con la gra-
vedad del proceso y la capacidad de respuesta del
organismo tras corticoterapia. Es nuestro interés
demostrar esta la potencial relacién.

PACIENTES Y METODOS

Entre julio de 1994 y junio de 2003 se atendié
un volumen de 49 sujetos con SB en los que se
detectdé un test de WB positivo frente a extracto
antigénico de cdclea bovina. Se entiende como SB
la pérdida auditiva perceptiva superior a 30 dB HL
en tres o mas frecuencias consecutivas en un
tiempo de instauracion inferior a las 72 horas. Esta
sordera, mayormente por deterioro coclear, se ins-
taura en un oido sin poderse filiar su etiologia, lo
cual condicionara su diagndstico por exclusién de
otras causas. Otros autores incluyen en su defini-
cion su susceptibilidad por asociar cortejo sintoma-
tico estato-acustico variable y su capacidad de re-
versibilidad y recurrencia™. Todo ello permitiria el
desarrollo de protocolos de pronéstico y tratamien-
to de rapida aplicacion destinados a la prevencion
y recuperacion funcional del trastorno neurosenso-
rial.

Resultaron requisitos de inclusion en el estudio
un tiempo de evolucién entre el debut clinico y el
inicio del tratamiento no superior a las 96 horas, el
cumplimiento integro de la pauta terapéutica pres-
crita, la absoluta normalidad en el estudio de ima-
gen de la via acustica mediante Resonancia Mag-
nética Nuclear y, por supuesto, la deteccion de al
menos una banda en el test de WB efectuado en
suero del paciente.

No condicionaron exclusion del estudio la pre-
sencia de patologia concomitante o la asociacion
de tratamientos médicos siempre y cuando estos
no tuvieran efecto inmunomodulador o eventual
potencial ototdxico.

La pauta terapéutica administrada en todos los
casos fue la asociacion de piracetam y corticoides.
El primero se pautd a dosis de 9 g/dia por via in-
travenosa —durante el periodo de ingreso hospita-
lario del sujeto, de 5 a 8 dias-, y entre 2,4 y 3,6
g/dia por via oral durante los dos meses del segui-
miento. Los segundos se administraron también
inicialmente por via intravenosa y consistié en me-
til-prednisolona a dosis de 1 mg/kg/dia durante el
ingreso, para pasar a continuacién a deflazacort
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60 mg/dia por via oral hasta cumplir 45 dias desde
el debut clinico, con reduccién progresiva hasta su
anulacioén en los 15 dias siguientes. El test de WB
fue desarrollado usando como extracto antigénico
coclea bovina. EI mismo fue obtenido mediante
fresado temporal y aspirado de las membranas
vestibulares en pefascos de vacas sacrificadas en
un tiempo inferior a 72 horas. El tejido laberintico
fue imbibido en solucién tamponada de fosfato sa-
lino PBS para proceder con él conforme al disefio
propuesto por Moscicki': lavado, centrifugacion a
1000 g y 4°C, decantacion del sobrenadante, de
nuevo imbibicion en PBS con homogeneizacién en
vortex, triple sonicacion, nueva centrifugacion a
16.000 g y 4°C y decantacidn del sobrenadante
con filtrado del mismo sobre filtros de porosidad
0,2 micras de diametro. La concentracion proteica
de la solucién fue determinada mediante fotodensi-
tometria éptica a longitudes de onda de 225 y 215
nm, conforme al modelo de Waddell®. La muestra
asi obtenida resulta estable a —70°C durante un
tiempo no superior a los 3 meses.

Un volumen de 10 ul de la soluciéon con extrac-
to coclear se diluyd 1:1 (v/v) en solucion tampona-
da de SDS, listo para distribuirse en los pocillos de
laminas con gel de poliacrilamida al 8%, expuestos
en camara de electroforesis a una corriente conti-
nua de 40 mA segun el modelo de Laemmli®®. Se
efectudé una transferencia a una fase de nitrocelu-
losa mediante una unidad transforética con co-
rriente continua de 150 mA, con posterior incuba-
cion en buffer Tween-TRIS (TT).

El extracto asi migrado fue enfrentado a mues-
tras séricas de los pacientes estudiados diluidas al
1:10 (v/v) en buffer TT y posteriormente incubadas
a 4°C durante 8 horas, para efectuarseles a conti-
nuacion un enzimoinmunoensayo adsorbente con
antisuero conjugado a una fosfatasa alcalina y
posterior adicién de un cromdgeno fosfato.

Cuando la realizaciéon del WB detecté la pre-
sencia de alguna banda, se efectué nuevamente la
técnica con patrones séricos diluidos en las pro-
porciones 1:32, 64, 128, 256..., y asi sucesivamen-
te hasta dejar de visualizarse la banda. La ultima
concentracién positiva correspondio a la titulacion.

En todos los pacientes estudiados se efectud el
mismo dia el estudio audiométrico y la extraccion
en sangre periférica para determinacién de auto-
anticuerpos. Esta valoracion se realiz6 el dia en el
que el paciente consulta, previo a instaurar la cor-
ticoterapia y a los 60 dias de la anterior, momento
en que el tratamiento esteroideo llega a su fin.

El porcentaje de pérdida auditiva monoaural se
efectué mediante Audiometria Tonal Liminar, me-
diante valoracion del umbral por via aérea en las
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frecuencias de 500, 1.000, 2.000 y 3.000 Hz, con-
forme a la valoracion reglada por el Real Decreto
1971/1999, de 23 de diciembre, de Procedimiento
para el Reconocimiento, Declaracion y Calificacion
del Grado de Minusvalia (BOE de 26 de enero y
13 de marzo de 2000), en su Anexo 1A, Capitulo
13.

El tratamiento estadistico de los datos registra-
dos incluyd la prueba de tStudent para compara-
cion de medias y desviaciones estandard. Cuando
se quisieron correlacionar dos variables cuantitati-
vas se calculd el coeficiente R? proporcionado por
la determinacion de las ecuaciones de las rectas
de regresion lineal. Los analisis fueron efectuados
con el modelo CROSSTAB para comparacion de
parametros que integra el paquete informatico
SPSS. Fueron considerados estadisticos significa-
tivos aquellos que condicionaron p<0,001.

RESULTADOS

La edad media de los 49 sujetos examinados
fue de 39,86+10,88 afos, con variaciones entre 19
y 62. Existié6 predominio entre mujeres a razén
H/M=22/27=0,81. En ellos el umbral auditivo por
via aérea detectado en el debut del episodio de
SBI en el oido afecto se muestra en la figura 1.

De acuerdo con el Real decreto regulador de
minusvalias, la pérdida auditiva media en el mo-
mento del debut clinico fue del 49,45+20,69%, con
variaciones entre el 15 y el 100%. En este mo-
mento de la evolucién del paciente la titulaciéon de
anticuerpos anticocleares fue siempre positiva, con
rangos detectados entre 1/32 y 1/512. La distribu-
cion del volumen muestral segun la diluciéon maxi-
ma en que se detectasen se representa en la figu-
ra 2. En cuatro individuos se observd la presencia

101025 05 1 2 3 4 8

50 4 32,2

51,9

80 64,5
71,4
90 1 728 789

Figura 1. Umbral auditivo medio por via aérea obtenido de la
Audiometria Tonal Liminar practicada sobre el oido afecto de SBI
entre pacientes con anticuerpos anticocleares detectados
mediante WB.
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Figura 2. Disribucion del volumen muestral de pacientes con SBI
(n=49) segun la dilucion maxima a la que fueron detectados
anticuerpos anticocleares mediantes WB.

de dos bandas en el WB efectuado. La banda mas
frecuentemente detectada migré en el peso mole-
cular de 68 kD, en 43 oidos. En otros 7 casos se
detecté banda en 220 kD, y en otros 3, en 33-35
kD.

El porcentaje de pérdida auditiva a los 2 meses
del debut clinico fue del 15,92+18,03%, con osci-
laciones entre el 0 y 61 (71,2%). Esta diferencia
audiométrica resultd estadisticamente significativa
con el momento del debut de la enfermedad
(t=8,5524, p<0,001), siendo la recuperacion auditi-
va media del 73,91+23,07%, con variaciones entre
el 20,89 y el 100%. Todos los pacientes expresa-
ron en mayor o menor medida mejoria auditiva
subjetiva y registrada audiométricamente. El perio-
do de tiempo medio en que el individuo observo
esta recuperacion de la audicién fue de 14,8+9,7
dias, con variaciones entre las 48 horas y los 45
dias.
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Figura 3. Rectas de regresion lineal resultantes de comparar
titulos de autoanticuerpos (abscisas) con porcentaje de pérdida
auditiva al debut (@, linea continua) y de recuperacion a los dos
meses (O, linea discontinua). Existié tendencia estadisticamente
no significativa a correlacionar elevacién en las titulaciones con
mayor pérdida auditiva (y=0,1122x+30,613, R2=0,7552) e inferior

capacidad de recuperacion (y=-0,0818x+87,65, R2=0,3229).

El calculo de ecuaciones de rectas de regre-
sioén lineal permitié observar entre los pacientes
una tendencia a presentar titulos mas elevados de
autoanticuerpos en aquellos sujetos que evidencia-
ron mayor pérdida auditiva inicial y a la vez menor
capacidad de recuperacion. Esta tendencia se re-
fleja en la figura 3.

El porcentaje de recuperaciéon auditiva a los
dos meses de iniciado el cuadro también se corre-
lacioné mediante el célculo de las rectas de regre-
sion lineal con el umbral de audicién por via aérea
medido en el dia del debut clinico del cuadro de
SBI, asi como con la edad del paciente, y con el
tiempo en dias que el paciente tardé en expresar
mejoria. En ninguno de los casos pudieron esta-
blecerse relaciones estadisticamente significativas,
como se refleja en la tabla 1.

Tabla 1: Ecuaciones de las rectas de regresion lineal resultantes de comparar el porcentaje de recuperacion
auditiva a los dos meses de instaurado el cuadro con el umbral medio de audicién en las freuencias de 500,
1000, 2000 y 3000 Hz, asi como con la edad del paciente afecto y con el tiempo que el individud tardé en
presentar sensacion de mejoria

Ecuacion
y=-0,2397x+60,883
y=-0,4238x+83,26

Umbral en 500 Hz
Umbral en 1000 Hz
Umbral en 2000 Hz y=-0,4562x+98,206
Umbral en 3000 Hz y=-0,466x+107,09
Edad y=-0,239x+57,521

Dias en observar recuperacion y=-0,3306x+35,512

R? Significacion estadistica
0,1731 No significativo
0,3041 No significativo
0,3439 No significativo
0,3311 No significativo
0,2569 No significativo
0,62 No significativo
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DISCUSION

En la génesis de la SB han sido involucradas
diversas teorias. Los hallazgos clinicos, epidemio-
I6gicos y de pruebas complementarias hacen de
ellas hipotesis aceptables y a la vez no excluyen-
tes entre si. La inmunomediacion ha resultado
también una posibilidad causal casi a la vez que el
laberinto perdia su presunta capacidad de santua-
rio inmunoldgico. La deteccién de células inmuno-
competentes en el saco endolinfatico permitia asi
justificar actividad flogistica contra determinantes
antigénicos del 6érgano de Corti secundario a una
respuesta defensiva inespecifica bien a nivel local
o sistémico, esta ultima condicionada a través de
la vena espiral del modiolo y sus vénulas colecto-
ras.

La sintesis de inmunoglobulinas en el oido in-
terno depende de la quimiotaxis leucocitaria que
activan algunas interleucinas de expresion acelera-
da en el saco endolinfatico'. Sincrénicamente al
proceso inflamatorio, Garcia Berrocal ha confirma-
do que tanto el érgano de Corti como la estria
vascular y el ganglio espiral desarrollan una espe-
sa trama extracelular que se fibrosa y tiende a la
osificacion del érgano sensorial y su sistema nutri-
cional, a la vez que generan lesiones granulomato-
sas de distribucion limitada al aparato celular de
soporte del aparato sensorial®".

El autoanticuerpo puede tener asimismo natu-
raleza sistémica y aun mas, presentar una activi-
dad patégena mas clasica de un proceso vasculiti-
co que un mero agente selectivo de dafo coclear,
como demuestran las referencias sobre deteccion
de anticuerpos anticardiolipina, anticélulas endote-
liales y anticitoplasma de neutrdfilo’®?. Otros anti-
cuerpos frente a sustratos extracelulares y sobre
todo antinucleares evidencian variable graduacion
de positividad en pacientes con SB y condicionan
la duda razonable de estar presenciando una ma-
nifestacién mas de una enfermedad autoinmune
sistémica o bien la asociacion nada infrecuente de
diversas entidades autoinmunes mas o menos fo-
cales entre si*'. Hirose, sin embargo, minimiza la
validez clinica de positivacion de otros autoanti-
cuerpos no antinucleares, catalogandolos como
peculiaridades acompafnantes de una afeccion sis-
témica, carentes de cualquier implicacion diagnds-
tica o prondstica®.

Sea como fuere el proceso inflamatorio que en-
vuelve al paciente con SB es un hecho corrobora-
do en las pruebas en sangre periférica efectuadas
por muy diversos autores, al detectar repetidamen-
te modificaciones en la velocidad de sedimenta-
cion globular, el factor reumatoide, los titulos de in-
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Figura 4. Recta de regresion lineal obtenida de la comparacion
de los datos de porcentaje de recuperacion auditiva a los dos
meses del debut (abscisas) y de pérdida al inicio de la
enfermedad (ordenadas). La ecuacién resultante fue y=
-0,58x+92,323, R*=0,4183, no significativa.

munoglobulinas totales o factores del complemen-
to, los reactantes de fase aguda o las subpoblacio-
nes linfocitarias®*.

Todo lo anterior sin embargo describe marcado-
res inmunoldgicos poco especificos. En la década
de los noventa se promovié la deteccién de anti-
cuerpos frente a una proteina de 68 kD mediante la
técnica de WB, proteina que ha sido relacionada
con la familia de las HSP (Heat Shock Protein) de
70 kD. Serian estas un grupo de proteinas estructu-
rales e inducidas con efecto regulador al velar por
el correcto funcionamiento de la matriz celular al re-
tirar los polipéptidos danados en entornos hostiles a
la homeostasis: hipoxia, infeccién, quimiotoxicidad vy,
obviamente, el calor. La determinacion de tales anti-
cuerpos se ha correlacionado bien con cuadros de
hipoacusia de rapida progresion y naturaleza per-
ceptiva, pero definen mejor a la enfermedad descri-
ta inicialmente por McCabe por su bilateralidad,
asociacion a otros desérdenes inmunomediados,
evolucién cronobiolégica en meses y adecuada res-
puesta a la corticoterapia®.

Sin embargo, la presencia de un WB positivo
para anticuerpos frente a proteinas de 68 kD en
casos de SB obliga a una actividad humoral tre-
mendamente acelerada. Por ello quizas su detec-
cion tenga mas caracter de epifenémeno acompa-
fnante que un auténtico factor desencadenante de
la enfermedad. Diversas series hablan sin embar-
go de incidencias elevadas de pacientes con SB y
WB positivo y de correlacion con la respuesta al
tratamiento®**#”%, Otros autores sin embargo de-
fienden la modulacion celular T como mecanismo
activador del proceso al destacar el descenso en
el contaje porcentual de T4 y T8 al debut de la
SB, con posterior correccién en especial de las
formas T helper si existe respuesta adecuada al
tratamiento®.
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Esta diversa consideracion que de la prueba de
WB se tiene entre autores parece ligada a la esca-
sa estandarizacién efectuada sobre la técnica de
ensayo y las premisas establecidas en la investi-
gacion sobre lo que se considera seropositivacion
0 no. La escasa sensibilidad atribuida por Hirose
al WB, un 42%?, podria ser consecuencia de la
evolucion del cuadro inmunolégico dias o incluso
meses antes del debut clinico, y por tanto ser un
sesgo dependiente de la cronobiologia de la enfer-
medad, como ha adelantado Garcia Berrocal para
cuadros de hipoacusias rapidamente progresivas,
pero no de instauracion subita®. Otros autores en-
cuentran la misma incidencia de resultados positi-
vos para el WB en sujetos con SB que en indivi-
duos normoacusicos sanos”®"®,

Sea como fuere, sigue admitiéndose que la po-
sitividad en el WB si se correlaciona bien con la
respuesta a la corticoterapia en pacientes con
SB®#22427 Esta aceptacion, pero sobre todo el he-
cho de que aun hoy siga permitiéndose como cri-
terio diagnéstico de enfermedad inmunomediada la
resolucién del cuadro con corticoides, ha generado
una idea simple pero a la vez no ensayada: el po-
der cuantificar la titulacion del marcador inmunolé-
gico como eventual medida de prondstico. Los re-
sultados ofertados no han sido inicialmente
esperanzadores. La explicacion a esta iniciativa fa-
llida podria hallarse en la posibilidad de que el
marcador elegido, la familia de HSP-70, sea real-
mente un fenémeno fisiopatoldgico paralelo, qui-
zas mas consecuencia que causa de la enferme-
dad. Debe asumirse también que la técnica carece
todavia de adecuada estandares de referencia, ya
que cada escuela trabaja extractos antigénicos
pertenecientes a diferentes especies animales e
incluso a diferentes 6rganos. En nuestra opinion,
la asumida universalidad de las HSP-70 no justifi-
ca las variaciones técnicas en el enfrentamiento
antigeno-anticuerpo que cada autor propone en su
investigacion. Las circunstancias definidas como
seropositivaciones en el WB son ademas diferen-

tes entre estos mismos autores, al definir previa-
mente busqueda de distintas familias de HSP y no
exclusivamente las de peso molecular entre 68 y
70 kD. La titulacion de autoanticuerpos detectados
mediante WB hoy en dia carece de fiabilidad pro-
ndstica en individuos afectos de SB, ya que no
proporciona mas informacion que la simple deter-
minacion cualitativa en suero virgen de la banda
patolégica de 68-70 kD.

Garcia Berrocal no le confiere a este hallazgo
papel causal, y fundamenta el diagndstico de sor-
dera inmunomediada a la presencia de tres de es-
tos cinco criterios: 1. Bilateralidad; 2. Enfermedad
autoinmune sistémica asociada; 3. Elevacién en
los titulos de anticuerpos antinucelares; 4. Dismi-
nucién en las células CD4+; 5. Recuperacién fun-
cional tras corticoterapia >80%. Si so6lo se cum-
plieran dos de ellos seria preciso verificar dos de
estos otros cuatro criterios menores para sospe-
char autoinmunidad: 1. Unilateralidad; 2. Edad me-
dia y sexo femenino; 3. WB positivo frente a HSP-
70; y 4. Algun tipo de recuperacion auditiva tras
tratamiento®. Y es que, a fecha de hoy, el diag-
nostico de enfermedad autoinmune del oido inter-
no entre pacientes con SB se acepta mayormente
por las consideraciones clinicas y de respuesta al
tratamiento que por la tipificacion de laboratorio.

CONCLUSIONES

Los pacientes con SB en los que se ha efec-
tuado un test de WB para detectar anticuerpos an-
ticocleares en la banda de 68-70 kD y ha resulta-
do positivo presentan un mejor prondstico de
respuesta al tratamiento esteroideo que aquellos
que han resultado negativos.

La semicuantificacion de estos anticuerpos en
forma de titulaciones seriadas por dilucién no ha
permitido pronosticar la intensidad de la hipoacu-
sia ni su reversibilidad con corticoterapia en suje-
tos afectos de SB.
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