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GENERALIDADES.

El sentido del oido, o audicion, es una capacidad sensorial que han desarrollado
los insectos y los vertebrados. Todos los vertebrados presentan en su cabeza 6rganos
sensoriales cuya mision es el mantenimiento del equilibrio, ademas los vertebrados
superiores presentan un complemento de este laberinto destinado a la audicion, la
coclea; desde el punto de vista evolutivo la funcion primitiva es el equilibrio y la
funcién auditiva es mucho mas moderna, filogénicamente. La audicion y la vision son
los sentidos fundamentales para la relacion de los animales con su entorno fisico, lo que
les permite buscar alimento, escapar de los depredadores, buscar pareja y comunicarse
socialmente.

El sentido del oido nos capacita a los humanos para el aprendizaje, la
comprension y el desarrollo del lenguaje, indispensable para la comunicacion y para el
progreso de nuestra propia cultura; debemos tener en cuenta que los conceptos y
criterios que van conformando la personalidad y la formacion cultural, llegan en su
mayoria por via auditiva. EI hombre seguramente inventd la palabra en los albores de su
evolucion filogénica, y al tiempo que esta se producia aprendio a modular el aliento al
espirar y a utilizar distintas modulaciones del sonido como simbolos establecidos de
objetos materiales, de diferentes acciones y de conceptos abstractos. Asi aprendié a
codificar los sonidos modulados en sefiales audibles que podian ser traducidas a sus
sonidos correspondientes.

La audicion es el resultado funcional de la actividad del sistema auditivo, que
posee una organizacion extremadamente compleja. Este sistema inicia su funcién
mediante el 6rgano de Corti, captando las vibraciones de las moléculas en un rango
determinado (sonidos), que se producen en el medio en el que se desenvuelve el sujeto,

a continuacion las analiza e integra con informaciones recibidas mediante la via
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auditiva. La integracion con las informaciones recibidas por el resto de los sentidos se
realiza en el nivel cortical, lo que permite elaborar un esquema general del entorno.

EL SONIDO.

El sonido, que es el hecho fundamental de la audicion, es un fendmeno
ondulatorio (ondas sinusoidales), que se puede definir en funcion de unos parametros
como son su frecuencia, grave o aguda, medida en hertzios (Hz) y su intensidad, débil
o fuerte, que se mide en decibelios (dB), y que se produce al modificarse las
caracteristicas del medio (presion, temperatura, campo eléctrico, campo magnético), o al
producirse en este medio deformaciones elasticas, con lo que se genera un potencial
interno elevado que sobrepasa la tendencia al equilibrio en dicho medio, originandose
una perturbacion que llega a desplazar a las particulas de esta situacion de equilibrio.
Superado este punto hay tendencia a recuperar de nuevo la situacion de equilibrio,
generandose de esta manera un movimiento armonico (Tonndorf, 1987). Cada particula,
al desplazarse, actla sobre la vecina y esta sobre la siguiente, transmitiéndose el
movimiento de cada particula en una determinada direccion. Es imprescindible la
existencia de particulas para que se pueda transmitir un sonido, de ahi que se propaguen
por el aire (medio gaseoso), en el agua (medio liquido), y a través de los solidos, pero
no se pueden transmitir en el vacio.

En la naturaleza los sonidos habituales no son de frecuencias Unicas, sino que se
trata de sonidos complejos formados por la union de multiples frecuencias simples, que
el sistema auditivo se encargard de descomponerlos en sus frecuencias Unicas, a nivel
del receptor auditivo, y de analizarlos en las vias de conduccion central y en la corteza
auditiva (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a).

La velocidad de transmision del sonido varia segin el medio del que se trate y asi,

en el aire, el sonido se transmite a una velocidad de 340 m/s, en el agua lo hace a una
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velocidad de 1500 m/s y a través de los sélidos la propagacion es a 3000 m/s.

Los sonidos que impresionan el oido son debidos al efecto de la vibracién del aire,
y esta vibracion se debe a un desplazamiento local de las particulas que lo componen
(d&tomos o moléculas) de una parte a otra de su posicion media. Estas vibraciones son
transformadas en energia mecanica en la membrana timpanica, que a través del
complejo timpano-osicular llega a la ventana oval, provocando un movimiento de piston
en la platina del estribo, que se introduce hacia el vestibulo del oido interno. Este
movimiento de la platina del estribo (energia mecénica) va a ser transformado en onda
de presion en los liquidos cocleares. En el receptor auditivo del laberinto anterior, u
organo de Corti, esta onda de presién es transformada en sefial eléctrica y, como tal, va
a ser transmitida a través de las neuronas de las diferentes estaciones de la via auditiva
central hasta la corteza cerebral, y en el area auditiva (area 22, 41 y 42 de Brodman)
sera interpretada segun un significado frecuencial agudo o grave, una intensidad alta o
baja, etc. (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999). El area 41 se encargaria de la organizacién
tonotdpica, el &rea 42 de la atencion auditiva y de la identificacion de las palabras, y el
area 22 seria la responsable del reconocimiento de lo que se oye, gnosia auditiva (Uziel,
1985).

El 6rgano de la audicion del ser humano esta adaptado para recibir sonidos de
frecuencias que varian entre 20 hertzios (20 Hz) y 20.000 hertzios (20 kHz), aunque la
mayoria de los sonidos que percibimos se hallan dentro de lo que se denomina “zona
conversacional”, que incluye sonidos de frecuencias entre 250 y 4500 Hz y de
intensidad entre 30 y 80 dB (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a). La mayoria de los
mamiferos extienden su espectro de audicién hacia las frecuencias relacionadas con el
ambiente en el que viven; el topo extiende su espectro de frecuencias hacia los tonos

graves (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a), la rata alcanza desde los 250 Hz hasta los
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80 kHz, siendo su mejor rango de frecuencias entre 8 KHz y 31 kHz (Kelly and
Masterton, 1977), las ballenas y los delfines tienen un espectro de audicion que abarca
desde los 20 Hz hasta los 100 kHz (Gould y Morgan, 1942).

Podemos distinguir en el aparato auditivo una parte periférica, compuesta por el
oido externo, el oido medio y el oido interno, y una central, que incluiria el nervio
auditivo, los ndcleos cocleares, el complejo olivar superior, los tubérculos
cuadrigéminos inferiores, el cuerpo geniculado medial y la corteza auditiva, area 22, 41

y 42 de Brodman (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

ANATOMIA DEL SISTEMA AUDITIVO.

OIDO EXTERNO.

Consta de pabellon auricular u oreja, que es la parte mas visible del aparato
auditivo, y el conducto auditivo externo (CAE), que pone en comunicacion el pabellén
auricular con la membrana timpanica.

El pabellon auricular deriva del 1° y 2° arcos branquiales, que darian lugar al
esqueleto cartilaginoso de sus diferentes porciones; por invaginacion de la 12 hendidura
branquial se formaria el conducto auditivo externo (Gil-Carcedo, 1995).

El pabellén auricular es una estructura adiposa y cartilaginosa recubierta de piel,
que dibuja perfectamente los relieves del cartilago subyacente; la parte adiposa
corresponde al l16bulo de la oreja. Este pabellon auricular es fijo o escasamente movil en
los humanos, pero existen mamiferos, cuyo espectro de audicion de extiende hacia
frecuencias agudas, en los que las orejas son mdviles gracias a la accion de tres
musculos extrinsecos, el auricular posterior, el auricular superior y el auricular anterior
(Abelld y Traserra, 1992).

El conducto auditivo externo tiene forma de “S” italica, con dos acodaduras; se
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inicia en el meato auditivo externo y consta de una parte cartilaginosa externa, que es
prolongacion del cartilago de la concha del pabellon auricular, y una parte 0sea interna
formada por el hueso timpanal y el hueso escamoso del temporal. Ambas porciones
estan recubiertas por piel con pelo, glandulas ceruminosas y sebaceas, sobre todo en la
porcion mas externa, y tienen funciones de defensa y limpieza.

La inervacion motora de los musculos auriculares procede del VII par craneal, y
en la inervacion sensitiva del pabellén auricular y del conducto auditivo externo se
implican ramas de diferentes nervios craneales, plexo cervical, V y VII pares craneales
y mas cerca del timpano el X par craneal (Abell6 y Traserra, 1992); la zona de
inervacion sensitiva del VIl par craneal se denomina zona de Ramsay-Hunt (Gil-
Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a).

La vascularizacion del pabellon auricular y del conducto auditivo externo tiene
varios origenes, las arterias auriculares anteriores procedentes de la arteria temporal
superficial, la arteria auricular profunda para el conducto procede de la arteria maxilar
interna y la arteria auricular posterior es rama de la carétida externa (Spalteholz, 1947).

OIDO MEDIO.

Dentro del oido medio podemos distinguir una caja timpanica, que contiene la
cadena de huesecillos con los musculos y los ligamentos que los fijan, unas celdas
neumaticas y la trompa de Eustaquio.

Las celdas neumaticas, la trompa de Eustaquio y el recubrimiento de la cavidad
del oido medio tienen origen en la 1% bolsa faringea endodérmica. EI martillo, el
musculo del martillo y el yunque derivan del 1* arco branquial; el estribo, junto con el
musculo del estribo, tiene su origen en el 2° arco branquial (Gil-Carcedo, 1995).

El oido medio se encuentra separado del oido externo por la membrana timpanica.

Esta membrana consta de 3 capas en su pars tensa, una interna de origen en la 12 bolsa
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faringea endodérmica que da lugar al epitelio mucoso, una externa que se origina a
partir de la 1% hendidura branquial o faringea ectodérmica que da lugar al epitelio
estratificado, y una capa media fibrosa de origen mesodérmico, que falta en la parte mas
superior del timpano, Ilamada pars flaccida o membrana de Schrapnell (Gil-Carcedo,
1995).

La caja timpénica o cavidad del oido medio puede dividirse en tres porciones,
segun su relacién con la proyeccion del conducto auditivo externo en direccién medial,
una superior, llamada epitimpano o atico, una media, mesotimpano o atrio y una inferior
o0 hipotimpano. Para su estudio y para una mejor sistematizacion en las relaciones de las
estructuras situadas en el oido medio, se pueden diferenciar seis caras, con sus
correspondientes estructuras (Abellé y Traserra, 1992):

Pared externa: Se halla ocupada en su totalidad por la membrana timpanica con

sus dos porciones, pars tensa (inferior) y pars flaccida o membrana de Schrapnell
(superior); es un claro limite entre el oido externo y el oido medio.

Pared interna: En esta destaca el promontorio, que corresponde a la impronta

que deja la espira basal de la cdclea en la caja timpanica; la segunda porcion del canal
de Falopio, que envuelve la correspondiente porcion del VI par craneal, también guarda
relacion con esta pared, asi como la ventana oval, la ventana redonda y el proceso
cocleariforme (pico de cuchara), que es donde emerge el tenddn del mdsculo del
martillo, y ademas se trata de una importante referencia para la cirugia otoldgica.

Pared superior o techo del &tico, también Ilamado tegmen tympani, que se

corresponde con el suelo de la fosa craneal media. En esta pared se insertan varios
ligamentos que fijan la cabeza del martillo y el cuerpo del yunque, junto con la
articulacion entre ambos.

Pared inferior, que separa la caja timpanica del golfo de la yugular.
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Pared anterior, donde se localiza el orificio tubarico, que comunica la caja

timpanica con la trompa de Eustaquio.

Pared posterior, donde se localiza el additus ad antrum, en la parte superior, que

es la entrada desde el atico hacia el antro mastoideo y las cavidades mastoideas. Otra
importante relacion en esta pared es la foseta incudis, hacia donde se proyecta la rama
corta del yunque. EI proceso piramidal, donde se fija el musculo del estribo y el
acueducto de Falopio que contiene la 32 porcion del VI par craneal, son estructuras que
también se localizan en la pared posterior de la caja timpéanica.

Dentro de la caja timpanica se encuentran los huesecillos (martillo, yunque y
estribo), los masculos (musculo del martillo y del estribo), los ligamentos que fijan los
diferentes huesecillos y sus articulaciones a las paredes de la caja timpéanica y la mucosa
que tapiza las cavidades del oido medio (Sauvage y Vergnolles, 1992).

Los huesecillos (ossicula auditus) constituyen una cadena, y se disponen con un
orden de lateral a medial, el martillo, el yunque y el estribo:

El martillo (malleus) es un hueso con forma de maza, que pesa entre 22 y 29 mg,
y es el mas largo, el mas voluminoso y el mas externo de todos los huesecillos del oido
medio. Anatomicamente se puede diferenciar en este hueso la cabeza, el cuello, el
mango y unas apdfisis (Sauvage y Vergnolles, 1992).

Posee una cabeza redonda (caput mallei) que, en sus vertientes interna y posterior,
estd ocupada por una superficie articular en forma de silla, con la que se une al yunque a
nivel del &tico, articulacién incudo-maleolar (es una diartrosis con sinovial y menisco,
articulacion en silla de montar o de encaje reciproco). El cuello del martillo (collum
mallei) es una regiobn mas estrecha y aplanada entre la cabeza y el mango, donde se
inserta el masculo del martillo. EI mango del martillo (manubrium mallei) que tiene una

direccion de arriba hacia abajo y hacia atras, termina en una formacion ovalada y
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achatada que es la espatula, a nivel del umbo (la zona central y mas deprimida de la
membrana timpanica); se halla incluido en el espesor de la membrana timpanica, sobre
todo en la parte mas inferior (las fibras radiales del timpano se fijan al periostio del
mango del martillo). La apofisis corta o externa (processus lateralis), nace en la parte
inferior y externa del cuello, mientras que la apodfisis larga o anterior (processus
anterior) se origina en la parte mas anterior del cuello del martillo (Andrea, 1992;
Sauvage y Vergnolles, 1992).

El yunque (incus) tiene una posicion media entre los huesecillos de la caja
timpanica y es el de mayor peso de estos huesecillos (25 mg). En este hueso se reconoce
un cuerpo, una rama horizontal y una vertical. El cuerpo (corpus incudis) tiene forma
cuboidea aplanada y en su parte anterior presenta una superficie concava, a traves de la
cual se articula con el martillo. La rama horizontal o corta (crus breve) que continda el
cuerpo hacia atras, se proyecta hacia la foseta incudis. La rama vertical o larga (crus
longum) se proyecta desde la parte inferior del cuerpo hacia el atrio, por detrés y
paralela al mango del martillo; su extremidad distal, apdfisis lenticular (processus
lenticularis), se incurva en direccion medial para articularse con el estribo, formando la
articulacion incudo-estapediana, que es una enartrosis con sinovial y menisco (Andrea,
1992; Sauvage y Vergnolles, 1992).

El estribo (stapes) es el mas medial y el mas ligero de los huesecillos del oido
medio; presenta una disposicién casi horizontal y en su estructura se pueden diferenciar
la cabeza, el cuello, dos ramas y una platina. La cabeza (caput stapedis) es de pequefio
tamafio y en su parte superior presenta una superficie articular concava (tacicula) para
articularse con la apdfisis lenticular del yunque, formando una enartrosis. El cuello es la
region estrecha existente entre la cabeza y las ramas, y en su cara posterior se inserta el

masculo del estribo. Las ramas o cruras (crus) en nimero de dos, crura anterior y crura
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posterior, se originan en la proximidad de los polos de la platina y forman un arco,
Ilamado supraestructura del estribo, que termina en el cuello y cuya altura es de 4 mm.
La platina (basis stapedis) es una pequefia lamina 6sea, ovalada, que rellena y reproduce
la forma de la ventana del vestibulo y que cierra completamente gracias al ligamento
anular, formando la articulacion estapedio-vestibular (sindesmosis estapedio-
vestibular); sus caras vestibular y periférica estan recubiertas de cartilago (Andrea,
1992; Sauvage y Vergnolles, 1992).

La cadena osicular esta anclada en sus extremos gracias a la membrana timpéanica
y al ligamento anular, pero también se fija a las paredes de la caja timpanica a través de
diferentes ligamentos del martillo (ligamento superior o suspensor, ligamento externo y
ligamento anterior) y del yunque (ligamento posterior y ligamento superior).

Los dos musculos que existen en el oido medio son el masculo del martillo y el
musculo del estribo. EI musculo del martillo (musculus tensoris tympani) tiene forma
fusiforme, de unos dos centimetros de longitud y ocupa un canal que discurre paralelo a
la trompa de Eustaquio, insertandose en la cara interna del cuello del martillo; al
contraerse tracciona del martillo en direccion medial, tensando la membrana timpanica e
introduciendo la platina del estribo en la ventana oval. Estd inervado por una rama
dorsal del nervio maxilar inferior del trigémino (V par craneal) llamada nervio del
musculo del martillo - nervus musculus tensoris tympani- (Spalteholz, 1975).

El masculo del estribo (musculus stapedius) es el musculo mas pequefio del
esqueleto (7 mm) y se encuentra alojado en el canal de la piramide, y desde esta se
extiende hasta la cara posterior del cuello del estribo. Tiene una funcién antagonica a la
del masculo del martillo, ya que bascula el estribo hacia afuera, sacando la platina del
estribo de la ventana oval, a la vez que relaja la tension de la membrana timpénica. Esta

inervado por el nervio del masculo del estribo (nervus stapedius) que es una rama del
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nervio facial, VII par craneal (Spalteholz, 1975).

Habitualmente la accion de estos dos musculos se produce de manera conjunta,
con lo gque se consigue tensar la membrana timpanica y sacar la platina del estribo de la
ventana oval, fijando la cadena de huesecillos, resultando en una disminucion de la
sensibilidad auditiva para algunas frecuencias y a ciertas intensidades (Palomar, 1992).

De las celdas neumaéticas del oido medio, la mas importante es el antro mastoideo
(antrum mastoideum), que existe desde la infancia y que tiene un tamafo variable,
alrededor de 1 cm®. Est4 en contacto con el ético, a través del additus ad antrum, y
guarda importantes relaciones con las meninges a través del techo del antro (tegmen
antri), con el nervio facial, por delante, a través del muro de Gellé, con el seno lateral
por detrds, y con el laberinto posterior (canal semicircular externo), en profundidad. El
resto de las celdas neumaticas mastoideas comunican con el antro, tienen menor
tamafio, y se denominan segun su localizaciéon en la mastoides, grupo anterior, grupo
posterior y las de la punta mastoidea (Andrea, 1992; Sauvage y Vergnolles, 1992).

La trompa de Eustaquio (tuba auditiva) esta constituida por dos conos alargados y
unidos por sus vértices, quedando una zona mas estrecha que se denomina istmo
tubarico (isthmus tubae auditiva). Tiene una longitud de unos 37 mm, y consta de una
porcion cartilaginosa, medial y una porcién Gsea, lateral. Su desembocadura en la
rinofaringe esta rodeada de tejido linfoide, constituyendo lo que se denomina amigdala
tubéarica de Gerlach. Su superficie esta recubierta de un epitelio mucoso ciliado, que
tiene un movimiento en direccion hacia la rinofaringe. Esta trompa de Eustaquio es la
Unica comunicacion natural entre la caja timpanica, o el oido medio, con el medio
exterior, y tiene como misién fundamental el equilibrado de las presiones existentes en
ambos espacios; esto lo consigue gracias a la accion del aparato motor de la trompa, que

se halla constituido por los musculos periestafilino interno o elevador del velo del
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paladar (musculus elevator veli palatini) y periestafilino externo o tensor del velo del
paladar (musculus tensor veli palatini). Por la accién combinada de ambos musculos,
durante la deglucion o el bostezo, se produce la apertura de la trompa, que en
condiciones de reposo se halla colapsada (Andrea, 1992; Sauvage y Vergnolles, 1992).

OIDO INTERNO.

El estudio de la anatomia del oido interno comienza con Eustachius (1510-1574) y
Fallopio (1523-1562); posteriormente Valsalva (1666-1723) describié el modiolo y las
linfas del oido interno, que Breschet (1784-1845) llamaria perilinfa y endolinfa. El
estudio microscépico del receptor auditivo se debe a Alfonso de Corti (1822-1876), por
lo que dicho receptor recibe desde entonces (1851) la denominacion de érgano de Corti;
mas tarde Reissner y Reichert describirian los compartimentos cocleares y sus
membranas. EI conocimiento detallado de las células del drgano de Corti se debe, entre
otros, al histélogo sueco Retzius (1842-1919), a Denis (1902), a Held (1909) y a
Kolmer (1927). Los estudios de la via aferente y de las neuronas bipolares del ganglio
espiral se deben a Alexander (1901), Wittmaack (1904) y a Ramén y Cajal (1909),
quién también observo la presencia de fibras nerviosas, independientes de las neuronas
del ganglio espiral, que alcanzaban el receptor auditivo; sin embargo, fue Rasmussen en
1953 quien describi6 el fasciculo de fibras que desde el complejo olivar superior llegan
a la céclea, constituyendo el denominado haz olivococlear de Rasmussen (Gil-Loyzaga
y Poch-Broto, 2000-a).

El oido interno, también llamado laberinto, se divide en un laberinto anterior o
cdclea, relacionado con la audicién, y un laberinto posterior, que incluye los canales
semicirculares y el vestibulo, relacionados con el equilibrio, el tono muscular y la
postura espacial. El oido interno se encuentra excavado en el interior del pefiasco del

hueso temporal, y estd formado por numerosas cavidades, que unidas constituyen el
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Ilamado laberinto 6seo, que envuelve a modo de estuche al laberinto membranoso; este
ultimo incluye los canales semicirculares membranosos con sus dilataciones ampulares,
el utriculo, el saculo y la coclea membranosa o canal coclear. Ambos laberintos, el 6seo
y el membranoso, se hallan separados por la perilinfa, mientras que el interior del
laberinto membranoso se halla ocupado por la endolinfa.

LABERINTO ANTERIOR O COCLEA.

La céclea dsea se halla incluida en el espesor del pefiasco del hueso temporal,
tiene un origen mesodérmico y rodea en forma de envoltura a la cdclea membranosa,
que tiene un origen ectodérmico a partir de la placoda auditiva (6tica). El mesodermo se
transforma en cartilago y posteriormente en hueso (pefiasco del temporal), aunque en la
céclea 6sea la capa media permanece como hueso encondral (sin calcificar) durante toda
la vida; la capa externa es de hueso compacto y la interna de hueso periostal (Gil-
Carcedo, 1995).

La disposicion de la cdclea 6sea es la de un tubo arrollado en espiral sobre un eje
central, de manera decreciente de abajo hacia arriba, de dos vueltas y media
aproximadamente, que termina en fondo de saco y en la que se pueden diferenciar tres
partes, columela, lamina espiral y lamina de los contornos. La orientacion del eje central
coclear la lleva a la oblicuidad en los tres ejes anatémicos del espacio, es decir, la coclea
es oblicua en sentido postero-anterior, supero-inferior y latero-medial. Por lo tanto, el
apex, es inferior, medial y anterior respecto de la base, pero por convenio internacional
para el estudio anatomico e histolégico se considera que la base es inferior y el dpex es
superior (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a)

El modiolo o columela de Breschet es el eje dseo del caracol, tiene forma de cono
de base inferior y es de hueso poroso. En su interior se encuentra horadado el tinel de

ROSENTHAL, que alojard al ganglio espiral de CORTI. Se halla perforado por
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multiples orificios, que van desde el tlnel hacia la ld&mina espiral, donde se hallan
alojadas las dendritas de las neuronas tipo I y Il y desde el tdnel a la base, donde se
alojan los axones de las mismas neuronas, formando la criba espiroidea. En su base se
formara el nervio coclear, por la union de todos los axones de las neuronas tipo | y 1l
procedentes del érgano de Corti (Gil-Carcedo, 1995).

El tabique espiral sirve de separacion de dos espiras, se forma al unirse la base y
el techo de dos espiras contiguas, y se continGa hacia afuera y hacia adentro con la
lamina de los contornos; en esta ldmina de los contornos se distingue una region
periférica, a modo de caparazon de la céclea, y una region medial o modiolar que se
halla dividida en toda su longitud por la lamina espiral.

La ldmina espiral es una estructura de tejido éseo, de disposicion helicoidal, mas
ancha en la base y mas estrecha en &pex, con un borde libre donde se fija la membrana
basilar y un borde medial que se fija a la lamina de los contornos en su porcién
modiolar. Asi la lamina espiral divide cada espira de la cdclea, de manera incompleta,
en dos tubos o rampas, la rampa vestibular por encima y la rampa timpénica por debajo.

La perilinfa que bafia estas dos rampas estd en comunicacion a través del
helicotrema, que se localiza en la ctpula de la céclea o apex.

La rampa vestibular comienza en el vestibulo y se relaciona con la caja timpéanica
a través de la ventana oval, cerrada por la platina del estribo y el ligamento anular; a su
vez la rampa timpanica acaba en la region subvestibular y se relaciona con la caja
timpanica a través de la ventana redonda, que estd obturada por una membrana o
timpano secundario.

La lamina espiral est& surcada por gran cantidad de canaliculos que comunican su
borde libre con el tinel de ROSENTHAL. Al conjunto de la desembocadura de estos

canaliculos en el borde libre de la 1dmina espiral se denomina habénula perforata.
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LA COCLEA MEMBRANOSA. (Laberinto membranoso anterior).

Se trata de una estructura separada por membranas del laberinto 0seo, y que se
adapta al interior del mismo. Se origina a partir de la placoda auditiva primitiva,
comenzando su desarrollo a partir de la 62 semana y completandolo alrededor de la 102
semana. Tiene un origen ectodérmico a partir de la placoda oOtica que, al emigrar en
profundidad, da lugar a la vesicula auditiva, rellena de liquido de caracteristicas
intracelulares (endolinfa); de una proliferacion celular de la cara inferior de esta
vesicula se forma el ganglio de Corti. Esta vesicula auditiva, al emigrar medialmente,
queda aislada en el mesodermo que da lugar al hueso temporal (Gil-Carcedo, 1995).

El desarrollo coclear se inicia en la regién basal y termina por el apex,
completandose aproximadamente al llegar a la octava semana de desarrollo
embrionario, mientras que los primeros signos de diferenciacion del 6rgano de Corti
aparecen dos semanas después; las células ciliadas internas comienzan a desarrollarse
antes que las células ciliadas externas, y estas se desarrollan a la vez que la membrana
tectoria. El desarrollo del sistema eferente es posterior al sistema aferente (Ciges, 1997).

A las veinte semanas de desarrollo intrauterino la coclea estd formada y adquiere
propiedades funcionales, por lo que el feto podria oir en el Gtero a partir de entonces; sin
embargo es en las primeras semanas de vida extrauterinas cuando adquiere una agudeza
auditiva similar a la del adulto al completarse la mielinizacién del nervio auditivo
(Ciges, 1997).

El laberinto membranoso es un sistema de cavidades unidas entre si y rellenas de
liquido endolinfatico. Se diferencia un laberinto posterior, que incluye los tres canales
semicirculares y el vestibulo, conteniendo al utriculo y al saculo, relacionados con el
equilibrio y la postura espacial, y un laberinto anterior o canal coclear, que se relaciona

con la audicioén.
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El canal coclear tiene unos 30 mm. de longitud y una disposicién en espiral, de
dos espiras y media, decreciente desde la base hacia el apex, localizada dentro de la
coclea 6sea; gracias a la lamina espiral completa la division de la cdclea en tres rampas,
la vestibular o superior, la media o coclear y la timpanica o inferior.

La rampa media o coclear muestra una seccion triangular, delimitada por arriba
por la membrana de REISSNER, por debajo por la membrana basilar y por fuera se
localiza la estria vascular y el ligamento espiral.

La membrana de REISSNER se ancla entre el limbo espiral interno y el ligamento
espiral, por encima de la estria vascular, separando la rampa vestibular de la rampa
coclear. Es una doble capa celular, con una membrana basal en medio. Las células del
lado coclear son de origen epitelial y de aspecto poligonal (estdn unidas entre si
mediante complejos de union que sellan esta barrera, evitando el paso o la mezcla de
perilinfa con endolinfa (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a)) y tienen una posible
funcion de absorcion, mientras que las células de la vertiente vestibular son irregulares y
estrelladas y de origen conjuntivo, posiblemente fibroblastos (Abell6 y Traserra, 1992).

La membrana basilar se extiende entre la ldmina espiral dsea, bajo el surco espiral
interno y el ligamento espiral, por debajo de la estria vascular, y separa la rampa coclear
de la rampa vestibular; su anchura aumenta desde la base coclear hasta el apex, mientras
que su grosor y su rigidez son mayores en la espira basal que en el apex coclear, lo que
tiene su importancia para la transmision de la onda de presion. Tiene una capa fibrosa y
una capa de células conjuntivas en la vertiente de la rampa timpanica. Sobre esta
membrana descansa el receptor auditivo u 6rgano de CORTI.

El ligamento espiral es el tejido conjuntivo que da aporte vascular a la estria
vascular y la fija firmemente a la [amina de los contornos (Gil-Loyzaga y cols., 1987).

La estria vascular se localiza en la porcion externa de la rampa coclear, bajo la
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insercion de la membrana de REISSNER; presenta una capa celular epitelial, bajo la
cual, y sin que las separe una membrana basal, existen varias capas de células
epitelioides mas claras, surcadas por numerosos capilares sanguineos (Gil-Loyzaga y
Poch-Broto, 2000-a). Es el Unico epitelio vascular del organismo y se le supone como
principal funcién, por los numerosos datos experimentales, la produccion de endolinfa
asi como el mantenimiento del potencial endococlear.

Las diferentes rampas de la coclea estan rellenas de liquidos con una composicién
electrolitica y proteica diferente. La perilinfa que ocupa el vestibulo, la rampa vestibular
y la rampa timpanica, tiene una composicion similar a la de los liquidos extracelulares
del resto del organismo y a la del liquido cefaloraquideo (LCR), rica en Na* (140-150
mEg/l) y CI" (110 mEg/I), pobre en K* (3,5-7 mEgq/l), siendo la concentracion proteica
de 1-1,5 gr/l; por el contrario, la endolinfa del canal coclear, de los canales
semicirculares, del utriculo y del séaculo, tiene una composicion similar a la de los
liquidos intracelulares, pobre en Na* (1-5 mEq/l), rica en K* (110-145 mEq/l) y CI" (130
mEg/l), siendo la concentracion proteica de 0,3-0,6 gr/l. Esta diferente composicion en
electrolitos y proteinas hace que la endolinfa sea hiperosmética (330 mOsm/kg) en
relacion con la perilinfa (290 mOsm/kg), y posiblemente esta diferencia sea la
responsable del mantenimiento del potencial endococlear (diferencia de potencial que
existe entre la endolinfa y la perilinfa), que es de +80/+120 mV (Gil-Loyzaga y Poch-
Broto, 2000-a).

El tinel de CORTI, que en un principio se consideré bafiado de una linfa
diferente, llamada cortilinfa, se halla ocupado por un liquido cuya composicién es

similar al de la perilinfa (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).
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EL ORGANO DE CORT]I.

Descrito por primera vez por Alfonso de Corti en 1851 es el receptor que se
localiza en el interior de la rampa coclear, sobre la membrana basilar y que constituye el
organo neurosensorial de la audicion. El 6rgano de Corti esta formado por un epitelio
ciliado, altamente especializado, junto con unos elementos de sostén y la membrana
tectoria.

Los elementos de sostén incluyen a aquellas células que, gracias al desarrollo de

su citoesqueleto, contribuyen al mantenimiento general de la estructura del érgano de
Corti, y en particular al mantenimiento posicional de las células ciliadas.

Células de los pilares. Tienen forma piramidal, alargadas y aplanadas, y estan
dispuestas en dos pilares, pilar interno y pilar externo. Estan unidas en su parte superior
(cabeza) de manera estrecha, mediante un desmosoma, donde se anclan los
microtubulos del citoesqueleto (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999); dejan un espacio triangular
entre los cuerpos celulares relleno de perilinfa, denominado tunel de Corti, y en su base
(pie) vuelven a ensancharse y llegan a contactar sobre la membrana basilar. Estas
celulas contienen unos microtibulos que van desde la zona basal a la zona apical,
atravesando el cuerpo celular y formando el citoesqueleto que da consistencia a estas
células; el nacleo celular es de disposicion basal.

Las células de los pilares permiten el paso entre ellas de las fibras nerviosas que
inervarén a las células ciliadas externas y de las que formaran el plexo espiral del tunel
de Corti.

Células de DEITERS o falangicas. Se disponen en cuatro o cinco hileras, para
sustentar a las células ciliadas, una para las internas (aunque habitualmente no se las
denomina como célula de Deiters) y tres o cuatro para las externas. Se fijan en la

membrana basilar, dejando entre ellas los espacios de Nuel, y llegan hasta el polo basal
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de las células ciliadas, abriéndose a modo de copa para albergarlas. Emiten una
prolongacion desde su zona apical que, llegando a nivel del apex de células ciliadas
externas, se ensancha y contribuye a formar la membrana reticular.

Células de HENSEN. Se sittan por fuera de las células de DEITERS, tienen
mayor altura que estas, aspecto globuloso y llegan a contactar con la ldmina tectoria,
descansando sobre la membrana basilar; contienen abundantes granulos lipidicos
(Merchén y cols.,1980).

Otras células que también se pueden encontrar en el 6rgano de Corti, pero que son
menos conocidas, son las células de CLAUDIUS y de BOETTCHER, en el surco
espiral externo y las células que tapizan el surco espiral interno.

La membrana tectoria es una estructura acelular y de composicion glicoproteica,

que se sitla sobre el 6rgano de Corti; sus dimensiones varian a lo largo de la coclea,
siendo més estrecha en la base, y alcanzando doble anchura a nivel del apex. Consta de
una porcion medial, anclada firmemente al limbo espiral y una porcion lateral libre, que
se sitla sobre el 6rgano de Corti. Esta compuesta por colageno, glicoproteinas y
glicosaminglicanos (Gil-Loyzaga, 1997; Gil-Loyzaga y Poch-Broto 2000-a).

Presenta una estructura con gran cantidad de fibrillas (Kronester y Frei, 1978;
Steel, 1983), y en su cara basal se anclan los estereocilios de las células ciliadas
externas, que dejan una impronta en la parte inferior de dicha membrana en forma de V
oW.

La renovacion de esta membrana ha dado lugar a fuertes controversias,
considerandose en la actualidad que se trata de una estructura con un bajo indice de
renovacion, que podria llevarse a cabo mediante las células del limbo espiral (Gil-
Loyzaga, 1997).

Como principal funcién de esta membrana tectoria es la de provocar minimos
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desplazamientos de los estereocilios de las células ciliadas externas, que conducen a la
activacion de las mismas. Ademas, parece funcionar como un reservorio ionico de K,
que se halla en equilibrio con la endolinfa (Gil-Loyzaga, 1997).

Epitelio ciliado. Se denominan asi a aquellas células del 6rgano de Corti que

presentan en su polo apical varias filas de estereocilios de diferente longitud. Forman un
epitelio altamente especializado, capaz de transformar las sefiales recibidas en forma de
ondas de presion (energia mecénica) en impulsos eléctricos, capaces de ser transmitidos
hacia el sistema nervioso central a través de la via auditiva.

Dependiendo de su localizacion con respecto al tunel de Corti, distinguimos dos
tipos de células ciliadas, las internas y las externas.

CELULAS CILIADAS INTERNAS (CCI).

Tienen una disposicién medial con respecto al tanel de Corti, estdn mas préximas
al modiolo y constituyen las verdaderas células sensoriales de la céclea, ya que son las
responsables de la transformacion de la energia mecénica (onda de presion en los
liquidos cocleares) en energia eléctrica (expresada en diferencias de potencial), y de esta
manera podrd transmitirse a través de las diferentes estaciones neuronales hasta la
corteza cerebral auditiva.

En el hombre existen unas 3500 células ciliadas internas, habitualmente
dispuestas en una Unica hilera sobre la membrana basilar, a lo largo de la espiral
coclear. La densidad celular es aproximadamente de 100 células/mm (Bredberg, 1968),
sin embargo la distribucion no es homogénea, aumentando dicha densidad desde la base
hasta el apex (Spoendlin y cols, 1988).

Estas células tienen aspecto piriforme o globuloso, con una porcién mas estrecha
superior (polo apical), donde se localiza la placa cuticular (Fig. 1. Pag. 66), que es de

naturaleza glicoproteica y contiene filamentos contractiles. A nivel de la placa cuticular
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se implantan un centenar de estereocilios rigidos, alineados en 3 0 4 filas crecientes a
medida que hacen mas externos, y dispuestos en empalizada incurvada; su longitud es
tanto mayor cuanto mayor es la proximidad de las células ciliadas al 4pex coclear, y su
rigidez viene dada por la integracion en su estructura de filamentos de actina (Lim,
1986; Corwin y cols, 1991; Pickles y Corey, 1992; Bargmann, 1994).

Estos estereocilios (Fig. 1. Pag. 66) estan unidos entre si con los de la misma
hilera y con los de hileras contiguas (Osborne y cols, 1984; Pickles y cols, 1984; Comis
y cols, 1985), mediante puentes fibrilares que se extienden entre las caras laterales y a
nivel de polos apicales (tip links), consiguiendo que todos se desplacen al unisono en el
proceso de excitacion celular (Flock y cols, 1977). Estos puentes fibrilares son de
naturaleza glicoproteica (Gil-Loyzaga, 1997; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999). Incluidas en
la placa cuticular se han identificado diferentes proteinas contractiles (actina, miosina,
tropomiosina...) que servirian para dar movilidad a los cilios (Flock, 1983; Nielsen y
Slepecky, 1986).

Estas células tienen un ndcleo de disposicion central y un citoplasma con
abundantes organelas. En la zona de la base se localizan los contactos sinapticos con las
terminaciones dendriticas de las fibras aferentes tipo | del nervio auditivo. Cada célula
ciliada interna contacta con una media de entre 10 y 20 fibras, que corresponden a 10-20
neuronas tipo |, ya que la conexion se realiza de forma radial y sin ramificacion, entre
una neurona aferente tipo | y una unica célula ciliada interna (sinapsis excitadora
asimétrica Gray tipo I); este nimero de conexiones disminuye en la base y en el &pex
coclear (Spoendlin, 1985). Cada fibra aferente tipo | contacta con una Unica célula
ciliada interna (King y Cols, 1982; Berglund y Ryugo, 1987) y la localizacion de dicha
sinapsis varia en funcién de grosor y de la frecuencia de descarga de la fibra aferente

tipo | (Liberman, 1982; Liberman y Oliver, 1984). Las fibras més gruesas y las de
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frecuencia de descarga espontanea elevada, son las mas numerosas y contactan con la
porcion basal y lateral de la célula ciliada interna, mientras que las fibras mas delgadas
y de frecuencia de descarga espontanea baja contactan con la porcion basal y medial
(modiolar) de las mismas celulas.

CELULAS CILIADAS EXTERNAS (CCE).

Seguramente son un elemento clave de la fisiologia coclear, ya que participan en
los fendmenos de micromecénica coclear y se encargan de modular la intensidad del
sonido que alcanza la superficie del receptor auditivo. Su localizacion es lateral respecto
al tanel de Corti y se disponen en tres hileras paralelas a lo largo de todo el 6rgano de
Corti, pudiendo llegar a cuatro hileras a nivel del &pex, donde la anchura de la
membrana basilar es mayor (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999; Gil-Loyzaga y Poch-Broto,
2000-a). EI nimero de células ciliadas externas es alrededor de 13.400 y su densidad se
incrementa desde la base hasta el apex, variando desde 300 células/mm en la base, hasta
500 células/mm a nivel del 4pex coclear (Bredberg, 1968).

Tienen forma cilindrica y su longitud varia segun se trate del &pex o de la regién
basal, siendo de un tamafio similar a la célula ciliada interna en la base y llegando a
doblar su longitud en el apex coclear. Estan dispuestas entre la ldmina tectoria y las
células de Deiters que, desde su polo basal, las fijan a la membrana basilar; cualquier
movimiento de esta membrana se transmite a las células de Deiters y desde estas a las
células ciliadas externas y a la ldmina tectoria, y viceversa, movimientos de las células
ciliada externa repercutirian en la membrana basilar. Los cilios mas largos de las células
ciliadas externas estan implantados en la cara inferior de la lamina tectoria (Gil-Loyzaga
y cols., 1985; Gil-Loyzaga, 1997; Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a).

Sus caras apicales forman, junto con las células de los pilares y las prolongaciones

de las células de Deiters, una especie de mosaico llamado l&mina reticular, que separa
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dos espacios dentro de la rampa coclear, uno superior bafiado por endolinfa y uno
inferior bafiado por perilinfa-cortilinfa, que incluye el tanel de Corti, y los espacios de
Nuel situados entre las células ciliadas y las células de Deiters. La cara apical de las
células ciliadas externas, donde se localizan los estereocilios, esta bafiada por endolinfa,
a diferencia de sus caras laterales, que se encuentran bafiadas por perilinfa.

Las caras laterales de estas células estan libres, ya que las células de Deiters solo
ocupan el polo basal (a diferencia de lo que ocurre con las células ciliadas internas), lo
que permite una buena superficie de intercambio con la perilinfa y una mayor libertad
para los movimientos.

En su polo apical se encuentra igualmente la placa cuticular, en la que se
implantan los estereocilios, que se disponen en hileras (en niumero de 3 en el cobaya y
en laratay entre 5y 7 en los humanos), con los méas largos en posicion externa y una
distribucion en forma de VV o W, con el vértice sefialando hacia el surco espiral externo.
Los cilios son tanto mas cortos cuanto mas proximos a la base de la coclea se hallen,
siendo los del apex cuatro veces méas largos que los de la base (Wright, 1984); por el
contrario, la rigidez de los cilios tiene una relacién inversa a su longitud, los mas rigidos
estan en la base y de ello se deriva que su frecuencia de resonancia decrezca de la base
al apex, lo que habla a favor de la selectividad de frecuencia de la cdclea. Al igual que
en las células ciliadas internas, los estereocilios de las células ciliadas externas estan
unidos con otros estereocilios de la misma hilera o de hileras contiguas mediante
filamentos glicoproteicos de gran importancia funcional (Gil-Loyzaga, 1997; Gil-
Loyzaga y Pujol, 1999). Estos estereocilios poseen un citoesqueleto formado por
microtubulos y microfilamentos de actina (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a), y a
pesar de ello, solamente pueden realizar movimientos pasivos, careciendo de

movimientos activos.
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En la zona de sus caras laterales, entre la placa cuticular y el polo basal, se
encuentran las cisternas laminares, que se trata de unas estructuras de reticulo
endoplasmico liso, situadas bajo la membrana celular (Saito, 1983; Prieto y cols., 1986;
Gil-Loyzaga y Brownell, 1988; Slepecky, 1997), que parecen tener implicaciones en los
mecanismos de contraccion rapida y lenta de las células ciliadas externas. Estas
cisternas estan conectadas, por pilares proteicos, a la membrana celular, donde se
relacionan con filamentos de actina, espectrina y miosina (Gil-Loyzaga y Poch-Broto,
2000-a). Asociados a las cisternas laminares, se observan unos materiales electrodensos
(Prieto y Cols, 1986), compuestos por glicoconjugados, posiblemente implicados en los
fenémenos de movilidad celular (Gil-Loyzaga y Brownell, 1988). También existen gran
cantidad de mitocondrias, dispuestas en hilera y proximas a estas cisternas, a lo largo
del soma celular.

En la base, la morfologia de la célula ciliada externa es algo diferente a la de la
celula ciliada interna, hace sinapsis con fibras aferentes tipo 1l y, a diferencia de las
celulas ciliadas internas, con fibras del sistema eferente (Pujol y Lenoir, 1986; Gil-
Loyzaga y Pujol, 1999). EI nimero de sinapsis con la via aferente es menor que en el
caso de la célula ciliada interna; la sinapsis (sinapsis asimétrica Gray tipo Il, con
botones aferentes pequefios) se hace con la dendrita de la fibra espiral de la neurona tipo
Il del ganglio espiral. Cada neurona aferente tipo Il recibe aferencias de entre 10 y 20
celulas ciliadas externas (Brown, 1987).

La sinapsis con la via eferente se realiza entre la terminacion axonica de la via
eferente y el soma de la célula ciliada externa (axosomatica); son de tamafio mayor que
las de la via aferente y son las que principalmente ocupan el polo sinéptico de la célula
ciliada externa.

El limite del componente aferente, preferentemente apical, y del eferente,
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preferentemente basal, varia de unas especies a otras, y asi, en la rata, en el gato y en el
raton, el componente basal eferente se extiende mas hacia apex y en el hombre el
componente apical aferente se extiende mas hacia la base (Pujol y Sans, 1986). El
nucleo tiene una disposicion basal en estas células.

INERVACION DE LA COCLEA.

Dentro de la cclea se han reconocido tres tipos de fibras nerviosas, las aferentes
y las eferentes, que inervan las células ciliadas internas y externas, y las fibras
procedentes del sistema nervioso autonomo simpatico, que desde el ganglio cervical
superior tienen una distribucién perivascular en la coclea. Estos tres tipos de fibras
nerviosas se agrupan en sistemas y asi tendriamos un sistema aferente, un sistema
eferente y un sistema simpatico (Spoendlin, 1984; Eybalin, 1993).

SISTEMA AFERENTE.

Este sistema transmite el mensaje sonoro desde las células ciliadas hacia centros
superiores del sistema nervioso central. EI 6rgano de Corti esta inervado por fibras
nerviosas aferentes y eferentes, la mayoria de las fibras son aferentes que inervan las
células ciliadas internas (95%). El cuerpo celular de estas fibras aferentes se localiza en
el ganglio espiral o de Corti, junto con el cuerpo celular de las aferentes que inervan las
células ciliadas externas (Dannhoff y Bruns, 1993). El ganglio espiral se halla incluido
en el canal espiral o de Rosenthal, que tiene una disposicién helicoidal, alrededor del
modiolo, con una longitud media de unos 12 m/m (Otte y cols., 1978), bastante méas
corta que la longitud del érgano de Corti (unos 34 m/m).

El numero total de células ganglionares varia segun los autores, alrededor de unas
37.000 en sujetos jovenes (Otte y cols., 1978), entre 40.000 y 50.000 (Gil-Loyzaga y
Poch-Broto, 2000-a); segln sus caracteristicas morfoldgicas se pueden agrupar en dos

poblaciones diferentes, las tipo I, bipolares, grandes y mielinizadas y las tipo II,
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pseudomonopolares, pequefias y amielinicas (Nomura, 1976; Gil-Loyzaga y Pujol,
1999). Ambos tipos celulares emiten prolongaciones centrales, hacia los nucleos
cocleares del tronco cerebral, y periféricas, hacia las células ciliadas internas o externas
(Benson y Ryugo, 1987; Brown, 1987-b).

Las fibras aferentes tipo | constituyen entre el 90 y 95% de la poblacion del
ganglio espiral, y sus prolongaciones periféricas (dendritas) son grandes, no se
ramifican y estdn mielinizadas hasta la habénula perforata (Spoendlin, 1971; Kiang y
cols., 1982; Brown, 1987-b; Dannhof y Bruns, 1993). Estas prolongaciones periféricas
tienen una disposicion radial y cada una de ellas inerva Unica y exclusivamente una sola
célula ciliada interna, haciendo contacto mediante una sinapsis excitadora y asimétrica
tipo | de Gray, en la que se observan cuerpos presinapticos rodeados de vesiculas. El
conjunto de todas estas ramificaciones periféricas constituye el plexo espiral interno,
que se localiza préximo a la base de las células ciliadas internas.

Por el contrario las neuronas aferentes tipo Il constituyen entre el 5y el 10% de la
poblacion del ganglio espiral; se trata de neuronas pseudomonopolares con
prolongaciones periféricas amielinicas que, tras salir por la habénula perforata, tienen
un pequefo trayecto en el haz espiral interno para luego cruzar el tinel de Corti por su
porcién basal, fibras basales del tunel (Brown, 1987-b; Simmons y Liberman, 1988-a y
b; Dannhof y Bruns, 1993) y recorrer, de manera espiral, aproximadamente 0,7 m/m en
el haz espiral externo, antes de dar ramificaciones para inervar entre 10 y 20 células
ciliadas externas de las tres filas en el espacio de 1 m/m (Spoendlin, 1972; Bredberg,
1977).

Cada célula ciliada interna recibe la inervacion de unas 10 a 20 fibras aferentes
tipo | (mielinizadas y grandes); las células ciliadas externas reciben inervacion de una o

dos ramas de fibras aferentes tipo Il (amielinicas y pequefias), y a su vez cada una de
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estas inerva entre 10 y 20 células ciliadas externas.

La prolongacion central de las neuronas aferentes tipo | y Il (axones) se dirigen
hacia el modiolo de la coclea desde el canal de Rosenthal, formando el nervio coclear y
a traves del conducto auditivo interno llegarian a los nucleos cocleares, situados en el
tronco cerebral.

Dentro del nervio coclear las fibras nerviosas tendrian una distribucion
tonotopica, ello es debido a la disposicion helicoidal del ganglio de Corti. Los axones de
las neuronas aferentes del &pex tienen una disposicion central en el modiolo y en el
nervio coclear, llevando la informacién de frecuencias graves, mientras que los axones
de las neuronas aferentes de la espira basal de la cdclea tienen una disposicion mas
periférica en el nervio coclear, llevando informacion de frecuencias agudas (Sando
1964). EI nimero de fibras aferentes que contiene el nervio coclear es variable segun el
autor consultado y segun la especie animal de la que se trate; para los humanos se ha
calculado alrededor de 31.000, entre 23.000 y 40.000 (Rasmussen, 1940) y entre 40.000
y 50.000 (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a).

La distribucion de las fibras aferentes para las células ciliadas internas de la coclea
no es homogénea, es maxima en la zona central y media y desde aqui decrece hacia el
apex y hacia la base. Para las células ciliadas externas la méxima concentracion de
fibras aferentes se localiza en la espira media alta, contigua al apex, siendo menor en la
base y en el apex.

SISTEMA EFERENTE.

En este sistema, que se encargaria de la modulacién del mensaje sonoro, la
transmision del impulso nervioso ocurriria desde el tronco cerebral (SNC) hacia el
organo de Corti, y en concreto hasta las células ciliadas externas y hasta las fibras

aferentes, bajo las células ciliadas internas (Warr y cols., 1986). El cuerpo de las
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neuronas de la via eferente se localiza en el complejo olivar superior y sus axones se
retnen constituyendo el llamado haz olivococlear de Rasmussen (Rasmussen, 1942 y
1946). Este tiene su origen en el nucleo olivar accesorio contralateral (Rasmussen,
1946), en el nacleo olivar superior principal homolateral (Rasmussen, 1960) y en la
formacion reticular (Rossi y Cortesina, 1962).

Se han identificado dos fasciculos de fibras nerviosas en este sistema que,
dependiendo de su origen, de su tamafio y de si son 0 no cruzadas, llamamos fasciculo
eferente medial y fasciculo eferente lateral.

El sistema eferente medial tiene su origen en la parte mas medial del complejo
olivar superior (ntcleo olivar superior medial 0 en cuerpo trapezoides), y estableceria
contacto sinaptico con el polo basal de las células ciliadas externas mediante la sinapsis
asimétrica excitatoria Gray tipo I, con botones sindpticos muy grandes y electrodensos
que contienen gran cantidad de vesiculas sindpticas; también podrian hacer sinapsis con
las fibras aferentes tipo Il, o con regiones medias o altas del cuerpo celular, en el dpex
coclear (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a). La mayoria de estas fibras (70%) y en la
mayoria de las especies animales, incluido el hombre, tienen un origen contralateral
(Pujol, 1994).

El sistema eferente lateral se origina en la porcion lateral del complejo olivar
superior (nucleo olivar superior lateral) y terminaria bajo las células ciliadas internas,
haciendo sinapsis (Gray tipo Il, con botones sinapticos pequefios y electrodensos) con
las dendritas de las neuronas aferentes tipo I, dentro del plexo espiral interno (Gil-
Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a); sélo un 14% de estas tendrian un origen contralateral.

Este haz olivococlear abandona el tronco cerebral junto con el nervio vestibular y
por el conducto auditivo interno llega hasta la coclea; a través de la anastomosis de

Oort llega al nervio coclear (anastomosis vestibulo-coclear), y con este llega hasta el
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organo de Corti.

Se pueden distinguir, por su tamafio y por sus caracteristicas microscopicas, dos
tipos de fibras eferentes en el sistema olivococlear medial (Bernhard y cols., 1993). Las
fibras eferentes tipo | son relativamente grandes, con un diametro de 1,2 um; contienen
mitocondrias grandes, neurofilamentos, y los neurotibulos son escasos; su densidad de
distribucion dentro de la céclea muestra un patron decreciente desde la base hasta el
apex. Por el contrario, las fibras eferentes tipo Il del haz olivococlear medial son mas
pequefias que las del tipo I, con un diametro aproximado de 0,5 pum; contienen
abundantes neurotibulos y escasos neurofilamentos y mitocondrias. La distribucion de
estas fibras en la coclea muestra dos zonas de méxima densidad una en la base y otra en
apex.

Ambos tipos de fibras eferentes estdn mielinizadas hasta Ilegar a la habénula
perforata, donde pierden su vaina de mielina, desde aqui se dirigen hacia el haz espiral
interno (Liberman y Brown, 1986), y tras un corto trayecto en direccion espiral y
algunas ramificaciones, todas las fibras cruzan el tunel de Corti en direccion radial a
media altura, hasta llegar a las células externas de los pilares del tinel de Corti, donde
adquieren de nuevo una direccién espiral hacia la base o hacia el apex, ramificAndose e
inervando entre 20 y 50 células ciliadas externas (Robertson y Gummer, 1985).

Las fibras aferentes tipo Il y las eferentes del sistema olivococlear medial, cruzan
el tunel de Corti a diferente altura, tal y como demostré Brown en cdcleas de cobaya
(Brown, 1987-a). En las preparaciones de cocleas mediante seccion longitudinal del
tanel de Corti, se observa la diferente situacion de las fibras aferentes y eferentes; las
fibras eferentes cruzan el tinel de Corti por la mitad superior del mismo, mientras que
las fibras aferentes tipo Il lo cruzan por la porcion mas inferior del mismo (Liberman,

1980-h).
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INERVACION SIMPATICA.

Se conoce su existencia desde hace mas de cien afios, aunque su funcion en la
coclea no ha sido aclarada completamente (Spoendlin, 1984). Se ha supuesto su
participacion en la homeostasis de los fluidos y en la nutricion del 6rgano de Corti
(Arnold, 1951), aunque su papel funcional aun es objeto de discusion.

Dependiendo del origen de esta inervacion simpatica se pueden distinguir dos
componentes (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966 y 1967), uno mayoritario, se origina en
el ganglio cervical superior (Gil-Loyzaga y cols., 1997; Gil-Loyzaga y cols., 1998),
donde se halla el cuerpo neuronal, formando un manguito perivascular para la carétida
interna (Pérez-Casas y Bengoechea 1977); sus fibras amielinicas se distribuyen por el
modiolo, ganglio espiral y I&mina espiral dsea, sin llegar a penetrar en el 6rgano de
Corti (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966; Densert, 1974) y sin relacion con la trama
vascular. Parecen estar relacionadas estas fibras simpaticas con la generacion del
potencial de accion (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966), aunque otros autores han
apreciado una disminucién de la amplitud del mismo tras la simpatectomia cervical
(Hultcrantz y cols., 1982) y un aumento en la latencia del potencial de accion al
estimular dicho ganglio cervical. Sin embargo, para otros autores, no se observan
importantes variaciones con la manipulacién de este ganglio cervical (Baust y cols,
1964; Pickles, 1979).

El otro componente simpético es el que procede del ganglio cervical inferior o
ganglio estrellado (Spoendlin, 1984), que también tiene una disposicion periarterial,
alrededor de la arteria vertebral (Pérez-Casas y Bengoechea, 1977); menos importante
que el anterior, tiene una distribucion perivascular de sus fibras, sin llegar a la estria
vascular o a los capilares cocleares (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-a). Se le atribuye

un efecto regulador en el flujo sanguineo de la estria vascular mediante adrenoceptores
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de tipo o vasculares; estos receptores serian los responsables de una vasoconstriccion al
ser estimulados (Terayama y cols, 1968; Carrasco y cols, 1990).

SINAPSIS EN EL ORGANO DE CORTI.

Dentro del 6rgano de Corti y de acuerdo con los elementos implicados, se podrian
diferenciar cuatro tipos de sinapsis: sinapsis entre la célula ciliada interna y las dendritas
de neuronas aferentes tipo I, sinapsis entre la célula ciliada externa y las dendritas de
neuronas aferentes tipo 1, sinapsis entre el sistema eferente lateral y las dendritas de
fibras aferentes tipo | y sinapsis entre sistema eferente medial y las células ciliadas
externas.

I.- Sinapsis entre célula ciliada interna y aferente tipo I (sinapsis Gray tipo ).

Esta sinapsis se establece entre el polo basal de las células ciliadas internas y las
dendritas de las neuronas aferentes tipo I. Estas dendritas tienen una disposicion radial
desde la habénula perforata, diferenciandose dos tipos, seguiin que la zona de contacto
con la célula ciliada interna sea modiolar (medial) o lateral (Liberman, 1980 a 'y b). Las
dendritas suelen estar ramificadas en el hombre y en el cobaya (Fernandez, 1951;
Nadol, 1983 a y b) y no suelen estar ramificadas en el gato (Spoendlin, 1969).

Estas sinapsis Gray tipo | son asimétricas y se caracterizan por una mayor
densidad de la membrana postsinaptica y por la existencia, en la regién presinaptica, de
cuerpos sinapticos rodeados de microvesiculas de contenido claro (Lenoir y cols, 1980).
En algunas ocasiones se localizan las vesiculas sin cuerpo sinaptico, hecho que puede
estar relacionado con el plano de seccion de la preparacion. En la mayoria de las
especies existe un Unico cuerpo sinaptico por cada sinapsis; la existencia de varios
cuerpos sinadpticos se ha asociado a inmadurez o a mala funcion de las células ciliadas
internas (Pujol y Lenoir, 1986). La hendidura sinaptica es un espacio estrecho, variable

segun las especies, con un material granular denso.
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Esta aceptada la naturaleza quimica de esta sinapsis y se atribuye al glutamato el
papel de principal neurotransmisor de la celula ciliada interna y responsable de la
transmision del mensaje auditivo hacia el sistema nervioso central (Eybalin y cols.,
1983; Eybalin y Pujol, 1983; Ryan y Schwartz, 1984); también podria participar el
aspartato como neurotransmisor, asi como otras sustancias (Eybalin, 1993).

I1.- Sinapsis entre sistema eferente lateral y fibras aferentes tipo | (sinapsis
Gray tipo I1).

El contacto sinaptico se produce entre las terminaciones axdnicas del sistema
eferente lateral y las dendritas de las fibras aferentes tipo I, dentro del plexo espiral
interno, bajo las células ciliadas internas -sinapsis axodendriticas- (Liberman, 1980-b).
Cada fibra eferente hace sinapsis con mas de una dendrita aferente radial y cada
dendrita recibe al menos una sinapsis de las fibras eferentes.

La mayoria de estas sinapsis axodendriticas son “en passant” y se hacen en una
zona de la dendrita que no muestra especializacion; sin embargo, las varicosidades de la
fibra eferente estan repletas de dos tipos de vesiculas, unas claras y pequefas y otras
densas y grandes (Pujol y Lenoir, 1986).

También pueden demostrarse otros dos subtipos de sinapsis, una directa
axosomatica entre las fibras eferentes y el cuerpo celular de las células ciliadas internas,
y el otro subtipo es una sinapsis “en passant” eferente-eferente (Liberman, 1980-b),
entre el sistema eferente medial y el lateral, posiblemente entre neuronas del mismo
sistema eferente, pero conteniendo diferentes neurotransmisores o neuromoduladores
(Pujol y Lenoir, 1986).

Los neurotransmisores identificados en las terminales nerviosas eferentes de estas
sinapsis son acetil-colina, GABA, dopamina y serotonina, y entre los neuromoduladores

se incluyen los péptidos opioides, encefalinas y dinorfinas, y el péptido relacionado con
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el gen de la calcitonina (CGRP) (Gil-Loyzaga y cols., 1997; Vicente-Torres y cols.,
1998; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

I11.- Sinapsis entre celulas ciliadas externas y fibras aferentes tipo 11.

Las fibras de las neuronas aferentes tipo Il carecen de mielina, cruzan el tdnel de
Corti por su parte basal y siguen una distribucion en espiral entre las células de Deiters
hasta llegar a las células ciliadas externas. Esta sinapsis es de tipo asimétrico y esta
constituida por la membrana de la célula ciliada externa y pequefios botones sinapticos
de las dendritas de las fibras aferentes tipo I, que en algunas ocasiones labran una
cavidad en la membrana de la célula ciliada.

Existe escasa cantidad de vesiculas presindpticas de contenido claro, carecen de
cuerpo sinaptico, aunque esta es una variacion entre diferentes especies y pueden
aparecer en estadios precoces de la sinaptogénesis para luego ir disminuyendo y
desaparecer a medida que las fibras eferentes se van haciendo mas numerosas a nivel de
la célula ciliada externa, y las aferentes mas escasas (Lenoir y cols., 1980; Pujol, 1985).
Este cuerpo presinaptico también ha sido descrito en el hombre (Nadol, 1983-a).

Diferentes experimentos en los que se ha empleado el acido kainico, han puesto
de evidencia que las células ciliadas externas, en estadios precoces del desarrollo,
estarian inervadas por fibras aferentes tipo | y Il, radiales y espirales respectivamente,
pero posteriormente a medida que se desarrolla el sistema eferente medial, el aferente
radial se va retrayendo (Pujol y cols, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b).

También se ha puesto de manifiesto que en la parte basal de la coclea donde la
inervacion eferente medial esta mas desarrollada, la inervacion aferente radial no existe
0 es muy escasa, a diferencia de lo que ocurre en la regién apical, donde la inervacion
eferente medial es méas escasa y la inervacion aferente radial esta presente (Pujol y

Lenoir, 1986). Se desconoce el neurotransmisor de la sinapsis entre célula ciliada
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externa y la aferente tipo II.

IV.- Sinapsis entre células ciliadas externas y fibras eferentes mediales
(sinapsis Gray tipo I).

Las neuronas eferentes de esta sinapsis pertenecen al sistema eferente medial,
cuyo origen esta mayoritariamente en el cuerpo trapezoides contralateral (Warr, 1975;
Warr y Guinan, 1979); son fibras que estan mielinizadas hasta la habénula perforata y
tienen un trayecto en el haz espiral interno bajo las células ciliadas internas, cruzan el
tnel de Corti por su mitad superior y llegan a la base de la célula ciliada externa de
forma radial, contactando con su regidn basal mediante sinapsis axosomaticas de gran
tamafio (Engstrom 1960; lurato, 1962; Nadol, 1983-a). Cada fibra eferente contactaria
con unas 10 ceélulas ciliadas externas (Pujol y Lenoir, 1986).

En la porcién presindptica se localizan abundantes microvesiculas de contenido
claro y de tamafio homogéneo, que a veces aparecen asociadas en racimos; mas
préximas al nacleo se encuentran abundantes mitocondrias (Pujol y cols., 1979; Pujol y
Lenoir, 1986), lo que indica un recambio metabolico elevado a este nivel.

En la porcion postsinaptica se han identificado cisternas reticulares, proximas a la
membrana de la célula ciliada externa, que son diferentes de las cisternas laminares que
se hallan préximas a la membrana celular de las zonas no sinépticas (Pujol y cols,
1986).

Los neurotransmisores identificados en esta sinapsis son acetil-colina (Klinke y
Galley, 1974; Eybalin y Pujol, 1984), la proteina relacionada con el gen de la
calcitonina (CGRP), y en el segmento mas apical, se ha identificado GABA (Drescher y
cols., 1983; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999) y recientemente, también se ha identificado
serotonina a este nivel y bajo las células ciliadas internas (Gil-Loyzaga y cols., 1997,

Vicente-Torres y cols., 1998).
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VIA AUDITIVA ASCENDENTE.

Las neuronas aferentes tipo | y Il del ganglio espiral de Corti, emiten unas
prolongaciones periféricas llamadas dendritas que llegan hasta las células ciliadas, y una
prolongacion central, axén, que llega hasta los nucleos cocleares; los axones de las
diferentes neuronas aferentes se retnen a nivel de la criba espiroidea de la coclea para
formar el nervio coclear, que a través del conducto auditivo interno llega al tronco
cerebral o bulbo raquideo y, a nivel de los nucleos cocleares, harian sinapsis con la
segunda neurona de esta via auditiva.

El estudio y el conocimiento fundado de los nucleos cocleares se inici6 con Cajal
(1909), pero el mayor impulso se debi6 a los trabajos de Lorente de No (1933). Dentro
de la estructura compleja de los ndcleos cocleares se puede diferenciar un nucleo
coclear dorsal (NCD) y uno ventral (NCV), que a su vez se divide en anteroventral
(NCAV) y posteroventral (NCPV). Una vez dentro de los nicleos cocleares, los axones
de las neuronas del nervio coclear tomaran una doble direccion, una anterior y
ascendente hacia el nucleo anteroventral (NCAV) y otra posterior y descendente que se
proyecta en el nacleo coclear posteroventral, terminando en el nlcleo coclear dorsal
(NCD) (Gil-Loyzaga y Pujol,1999).

Se ha observado una distribucion tonotdpica de las neuronas dentro de los
nucleos cocleares, y asi la zona basal de la cdclea, que se corresponde con las fibras mas
periféricas del nervio coclear, proyectaria sobre la regién mas profunda de los nucleos
cocleares; a su vez la zona apical correspondiente a frecuencias graves, con localizacion
en la zona central del nervio coclear, proyectaria sobre las zonas mas superficiales de
los nucleos cocleares (Lorente de No, 1933).

La mayoria de las fibras nerviosas procedentes de los nlcleos cocleares se

decusan antes de llegar a la siguiente estacion de la via auditiva, formando parte de las
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estrias acusticas:

- Dorsal de Von Monakow: Proceden del nudcleo coclear dorsal y llegan al
coliculo inferior y al nucleo del lemnisco lateral.

- Intermedia de Held: Procedente de la regidon posterior del nucleo coclear
ventral anterior, llegan a los nucleos periolivares.

- Ventral o fasciculo del cuerpo trapezoides de Flechsig: Se originan en la
region anterior del nucleo coclear ventral anterior, llegando a los nucleos del
complejo olivar superior y al coliculo inferior o tubérculo cuadrigémino inferior.

Las fibras procedentes de los nucleos cocleares harian sinapsis con las neuronas
existentes en el denominado complejo olivar superior (la oliva lateral, la oliva medial
superior y el cuerpo trapezoide).

Desde aqui las neuronas del complejo olivar superior junto con las procedentes de
los ndcleos cocleares que no hacen sinapsis en el complejo olivar, se unirian para
formar el fasciculo del lemnisco lateral. Parte de las fibras cruzan al lado contralateral
por la comisura de Probs y la mayoria harian sinapsis en el tubérculo cuadrigémino
inferior o coliculo inferior y, posteriormente, contactan con las neuronas del cuerpo
geniculado medial (del talamo homolateral), que se proyectaria hacia la corteza
auditiva, localizada en la circunvolucion temporal, por debajo de la cisura de Silvio
(&reas 22, 41 y 42 de Brodman). Existe entrecruzamiento de fibras de una corteza
auditiva a otra a traves del cuerpo calloso, son las conexiones cortico-corticales (Gil-

Loyzaga y Pujol, 1999).
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FISIOLOGIA DEL SISTEMA AUDITIVO.

La audicidn de sonidos es un hecho extremadamente complejo cuando se analizan
con detalle los procesos que intervienen en el mismo y cuando se valora la participacion
de cada uno de los elementos del sistema auditivo, el oido externo, el oido medio o el
oido interno y las vias de conduccion centrales. El sonido producido en el entorno del
individuo es captado por el oido externo y es transmitido, con ciertos matices, hacia el
oido interno por las estructuras del oido medio; en el oido interno se transforma en otro
tipo de sefial apta para ser conducida por las diferentes estaciones de las vias auditivas
de conduccion central hasta la corteza auditiva, donde sera interpretada. Cada elemento
de esta via contribuye a la audicion de manera diferente.

FISIOLOGIA DEL OIDO EXTERNO.

El oido externo tiene como funcion la captacion de sonidos, que son percibidos
como ondas de presion de intensidad variable segun la frecuencia y la amplitud de las
mismas, y transmitirlos hasta la membrana timpéanica.

La funcion del pabelldn auricular es la de actuar de pantalla captadora de ondas y
de hacerlas converger hacia el conducto auditivo externo (CAE) y a través de este hacia
la membrana timpanica (Dancer, 1979). En la mayoria de los mamiferos que perciben
altas frecuencias el pabellon auricular es movil, permitiendo con ello la localizacion de
la fuente sonora; en el ser humano la musculatura del pabellén auricular es casi atrofica
y por lo tanto éste es escasamente movil, aunque también se ha demostrado que puede
intervenir en la localizacion del sonido mediante el andlisis de las diferencias de
intensidad y de tiempo en la sefial percibida por ambos oidos (Pickles, 1988). Von
Békésy demostro que gracias al pabelldn auricular se consigue un aumento de 5 a 10 dB
(SPL) en la intensidad de la onda de sonido (Von Békésy, 1932), aunque so6lo para las

frecuencias agudas de alrededor de 5 kHz (Shaw, 1974). Estudios mas recientes
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(Palomar, 1992; Durrant y Lovrinic, 1995) han demostrado una mayor contribucion a la
audicion por parte del oido externo, que suponen ganancias de hasta 15 dB.

Por su parte el conducto auditivo externo tiene como funciones el conducir las
ondas desde el exterior hasta la membrana timpanica, la de proteger las estructuras del
oido medio y también interviene en la amplificacion de la intensidad del sonido entre 5
y 10 dB (SPL) en un rango de frecuencias alrededor de los 2,5 kHz (Shaw, 1979) y
entre los 8 y 12 kHz, sin notarse diferencias para las frecuencias graves (Durrant y
Lovrinic, 1995). Considerado como elemento conductor, el conducto auditivo externo
permite modificar la presion del sonido entre el exterior y la membrana timpénica (Gil-
Loyzaga y Poch-Broto, 2000-b), comportandose como un adaptador de impedancias
entre el medio aéreo y el timpano (Durrant y Lovrinic, 1995).

La proteccién del oido medio se consigue gracias a su disposicion en “S” italica,
con varios pliegues en su trayecto que evitan los traumatismos directos sobre el oido
medio; también posee glandulas sebaceas formando parte de un foliculo pilosebaceo y
glandulas ceruminosas que producen cera, donde quedaran depositadas particulas de
polvo que posteriormente seran arrastradas hacia la concha del pabellon auditivo con la
ceray gracias a los desplazamientos del epitelio del conducto.

Todas estas estructuras del conducto auditivo contribuyen a igualar la temperatura
a ambos lados de la membrana timpénica (temperatura corporal), con lo que se evitaran
los movimientos brownianos de las moléculas del aire, que a su vez producirian
movimientos en la membrana timpanica que interferirian con el proceso normal de la
audicion (Harris, 1968).

FISIOLOGIA DEL OIDO MEDIO.

La principal via de llegada del sonido desde el oido externo al oido interno es a

través de la cadena timpano-osicular del oido medio, aunque esta no es la Unica via de
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transmision del sonido, ya que también se pueden transmitir a traves del medio aéreo de
la caja timpanica o empleando la transmision 6sea de los huesos del craneo. Cuando la
transmision es a través de la cadena timpano-osicular o a través del medio aéreo de la
caja timpanica, el sonido hace vibrar las membranas de la ventana oval o redonda y esta
vibracidn se transmite a la perilinfa. Cuando la transmision es por via dsea, la vibracion
de los huesos del craneo se transmite hasta el hueso que recubre la coclea y de éste a la
perilinfa (Uziel, 1985).

Von Beékeésy establecid la existencia de diferentes patrones de transmision dsea
segun se trate de frecuencias agudas o graves; para frecuencias graves el craneo vibra
como si se tratara de un cuerpo rigido, mientras que en el caso de frecuencias agudas
vibra como si se tratara de un cuerpo flexible (Kirikae, 1959); sin embargo para que un
sonido pueda ser transmitido por esta via 6sea, debe alcanzar al menos los 50 dB de
intensidad (Gil-Carcedo, 1995).

En el oido medio vamos a referirnos a la via de transmision timpano-osicular,
teniendo en cuenta los diferentes elementos que influyen en esta transmisién como son
las membranas timpéanica, la ventana oval, los huesecillos (martillo, yunque, estribo,
con sus articulaciones, ligamentos y mausculos correspondientes), la trompa de
Eustaquio y las cavidades aéreas del oido medio (antro y celdillas mastoideas). Este
sistema se ha ido desarrollando con la evolucion, siendo més simple en los insectos y en
los anfibios y mas complejo en los mamiferos terrestres.

Se pueden destacar tres funciones en el oido medio, la transmision de las ondas
sonoras desde el oido externo hasta el oido interno, la adaptacion de impedancias entre
el medio aéreo (oido externo) y el medio liquido (oido interno), la proteccién del oido
interno frente a lesiones producidas por exceso de energia sonora externa, mediante el

reflejo estapedial (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).



51

El complejo timpano-osicular tiene como principal mision la de transformar las
ondas acusticas en desplazamientos mecanicos y estos desplazamientos en ondas de
presion en los liquidos del oido interno; debido a la incompresibilidad de los liquidos,
estas ondas de presion se pueden originar gracias a la existencia de las ventanas redonda
y oval en la coclea y a que estas se desplazan en sentido contrario cuando llega el
sonido, vibran en fases opuestas.

El timpano es una membrana elastica y tensa que se desplaza con ondas de
presién muy débiles; la tension y la elasticidad se deben a la disposicién radial y
circular de sus fibras, y la amplitud del desplazamiento depende de la frecuencia y de la
intensidad de la sefial sonora. Todas las mediciones indican que el desplazamiento
minimo del timpano, para producir sensacion sonora, es de alrededor de 10™ metros, lo
gue se consigue con una variacion de presion de alrededor de 2 x 10 pascales (Cazals,
1985).

Los estudios de la membrana timpanica y de sus desplazamientos los comenzd
Helmholtz (Helmholtz, 1868), quién consideraba que existian en la membrana
timpanica dos zonas de vibracion que se localizaban por delante y por detras del mango
del martillo y donde la amplitud del desplazamiento era maxima. Esta teoria se mantuvo
hasta los trabajos de Békésy (Békésy, 1941) que consideraba al timpano como una
membrana rigida, con un eje de desplazamiento a nivel del cuello del martillo
perpendicular al eje del mismo, y con un méximo desplazamiento en cuadrantes
inferiores, entre el ombligo y el marco timpanal. Posteriormente y con técnicas de
estudio més exactas, como es la holografia LASER (Tonndorf y Khana, 1972), se ha
llegado a demostrar que la hipdtesis de Helmholtz era la méas cercana a la realidad,
observando que la zona de maximo desplazamiento, para frecuencias graves, esta en el

cuadrante posterosuperior de la membrana timpanica (Uziel, 1985).
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La articulacion entre las cabezas del martillo y del yunque (articulacion incudo-
maleolar) es del tipo de encaje reciproco, es poco movil debido a la fijacion del martillo
en el espesor del timpano, ayudado por el musculo del martillo y a la fijacion de la
cabeza del martillo y del yunque por los ligamentos; ambos huesos se desplazan en
bloque, y en algunos animales (roedores) estos dos huesos aparecen fusionados
(columela).

En los movimientos de la cadena timpano-osicular podemos diferenciar tres ejes
de rotacién, uno timpano-maleo-incudal, uno incudo-estapedial y el estapedio-
vestibular. El principal eje de rotacion de la articulacion timpano-maleo-incudal es
horizontal y va desde la fosa incudis hasta el ligamento maleolar anterior, y coincide
con el eje de oscilacion del timpano. El centro de este eje coincide con el centro de
gravedad de la cadena de huesecillos. Debido a la escasa movilidad de la articulacion
incudo-maleolar, los movimientos de este complejo (timpano-maleolo-incudal) se
transmiten en bloque hacia el estribo a través de la articulacion incudo-estapedial.

El eje de rotacion de la articulacion incudo-estapedial permite movimientos de
rotacion del estribo en dos planos del espacio, el horizontal y el vertical. A bajas
intensidades de estimulo, el eje de rotacién es vertical y por lo tanto el desplazamiento
del estribo se hace en un plano horizontal; a altas intensidades de estimulo (por encima
de 120 dB SPL) el eje de rotacién es horizontal y por lo tanto los desplazamientos del
estribo se hacen en un plano vertical, con lo que se consigue que los liquidos
laberinticos se desplacen minimamente, evitando lesiones en la coclea (Uziel, 1985).

La articulacién estapedio-vestibular tiene un movimiento de piston, pero es
asimétrico debido a la diferente longitud del ligamento anular que es mas laxo y de
fibras més largas en su parte anterior. La vibracion de la platina del estribo se transmite

a la perilinfa de la céclea, iniciandose una onda de presion en la rampa vestibular que a
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través del helicotrema llega a la rampa timpanica y, a lo largo de ella, a la ventana
redonda. Esta onda de presion se origina gracias al juego de ventanas, con un
movimiento de las membranas que las cierran, en sentido contrario.

La segunda mision destacada del oido medio es la de funcionar como un sistema
adaptador de impedancias entre el medio aéreo del oido externo y el medio liquido
del oido interno. El medio liquido presenta una impedancia 40-50 veces superior a la del
medio aéreo, por lo que la mayoria de las ondas que alcanzaran directamente el oido
interno serian reflejadas, de no existir el oido medio (Gil-Carcedo, 1995), lo que se
traduciria en una pérdida de energia de la onda sonora de aproximadamente 30 dB.

Este sistema de adaptacion de impedancias se consigue gracias a dos medios de
amplificacion, uno es el mecanismo de palanca de los huesecillos y el otro es la relacion
de superficies entre el timpano y la ventana oval. EI mecanismo de palanca permite
amplificar 1,3 veces la energia sonora entre la membrana timpénica y la ventana oval,
que es la relacion existente entre mango del martillo (1,3)/apofisis larga del yunque (1).
El tamafio real de la membrana timpénica es de 85 mm? pero la superficie que
realmente interviene en la vibracion y en la transmision del sonido se ha calculado en 55
mm?; la superficie de la platina del estribo es de 3,2 mm?; por lo tanto, la relacién de
superficies es de 55/3,2 o lo que es lo mismo 17/1, que seria el coeficiente de
amplificacion debida a la relacion de superficies de timpano/platina del estribo.
Teniendo en cuenta los dos mecanismos, se puede concluir que la presion que ejerce la
platina del estribo sobre la perilinfa es 22 (17 X 1,3) veces mayor que la ejercida por la
onda sonora sobre la membrana timpénica. Esta amplificacion supone una ganancia
aproximada de 27 dB, lo que permite compensar la pérdida debida a la interfase
aire/liquido (Uziel, 1985).

La efectividad de este sistema timpano-osicular para la transmisién de sonidos y
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para adaptar impedancias es del 46% en los humanos, claramente en desventaja con
respecto a otros mamiferos como en el gato cuya efectividad es del 74% y en el cobaya
que es del 82% (Zwislocki, 1975).

En el estudio de la transmision del sonido y de la adaptacion de impedancias
hemos de tener en cuenta las caracteristicas del estimulo sonoro (frecuencia, intensidad,
etc.) y las propiedades fisicas del sistema de transmisién, como son la masa y la
elasticidad (o lo que es lo mismo la resistencia o su opuesto la impedancia) del sistema
timpano-osicular y del oido medio. La masa depende del sistema de los huesecillos y la
elasticidad va a depender de la membrana timpanica, del ligamento anular, de los
ligamentos suspensorios de los huesecillos, de los tendones, de las articulaciones
interosiculares y sobre todo de las cavidades del oido medio (celdas mastoideas, caja
timpénica y antro mastoideo). Todos estos elementos aumentan las resistencias del
sistema, se oponen al paso de energia sonora y por lo tanto disminuyen la impedancia.

La tercera funcion reconocida del oido medio es la de proteger al oido interno
de altas intensidades de energia sonora, lo que se consigue gracias al reflejo acustico-
facial. En éste intervienen los musculos del estribo y del martillo, sin embargo la
contraccion del masculo del martillo solamente se produce a intensidades sonoras muy
altas (Holst y cols, 1962), de ahi que el principal componente del reflejo acustico sea
debido a la contraccién del musculo del estribo, lo que explica que a este reflejo se le
denomine como reflejo estapedial. Este reflejo fue estudiado por primera vez por
Lischer (Lischer, 1929) mediante examen directo a través de una perforacion
timpanica, y posteriormente se hicieron estudios electromiograficos del musculo del
estribo (Fisch y Von Schulthess, 1963).

Se trata de un reflejo bilateral aunque la estimulacion haya sido unilateral y puede

ser desencadenado por estimulos no acusticos, eléctricos o tactiles (Djupesland y cols.,
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1967); se trata de un reflejo polisindptico en el que intervendrian al menos cuatro
neuronas (Borg, 1972 y 1973). La via aferente estaria formada por las fibras del nervio
coclear, como primer escalon, que llegarian a los nucleos cocleares ventrales, la
segunda neurona llegaria desde los nucleos cocleares hasta el complejo olivar superior
ipsi y contralateral, el tercer escalon serian las neuronas que unen el complejo olivar
superior con el nucleo motor del nervio facial. La via eferente estaria formada por las
neuronas procedentes del ndcleo motor del nervio facial y destinadas al masculo del
estribo, que siguiendo el trayecto del nervio facial, abandonan el conducto de Falopio en
su tercera porcion, llegando hasta el masculo del estribo (Gersdorff, 1978; Uziel, 1985).

Del reflejo estapedial se estudian una serie de pardmetros como son el umbral, el
tiempo de latencia y la amplitud de la respuesta. EI umbral del reflejo estapedial esta
comprendido entre 70 y 90 dB (HL) por encima del umbral auditivo (Mdller, 1961;
Jerger, 1970; Chivellars y cols, 1973) y este se puede ver modificado por una serie de
factores como son:

- la edad del sujeto, mas elevado en nifios y ancianos.

- el oido estimulado, cuando la estimulacion es ipsilateral el umbral es mas bajo

(Reken, 1977).

- la duracion del estimulo sonoro, el umbral es mas elevado en el caso de

estimulos breves.

- el tipo de estimulo empleado, es mas alto el umbral cuando se emplean

estimulos de tonos puros agudos (Chiveralls y Fitz Simons, 1973).

El tiempo de latencia minimo desde que se estimula el oido y se contrae el
masculo del estribo, medido por electromiografia, es de 10 milisegundos, aunque
depende de la frecuencia y de la intensidad del estimulo y puede llegar a 150

milisegundos cuando el estimulo es poco intenso; esta latencia tan alta del reflejo
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acustico-facial no sirve para proteger al receptor auditivo frente sonidos bruscos, aunque
si lo hace frente a sonidos intensos y mantenidos. La amplitud de la respuesta refleja
aumenta al aumentar la intensidad del estimulo hasta llegar a 30 dB por encima del
umbral reflejo, donde se estabiliza (Gersdorff, 1978).

El papel funcional del reflejo estapedial es triple, por una parte aumenta el campo
dinamico de la audicién ya que con la contraccion del musculo del estribo se
conseguiria que aumentos importantes de la intensidad del estimulo no se tradujeran en
aumentos tan importantes en la intensidad de la sefial que llega a la coclea (Borg, 1972),
este reflejo seria eficaz para sonidos de larga duracion y frecuencias graves; por otra
parte disminuye el efecto de enmascaramiento, los sonidos graves enmascararian los
sonidos agudos y al contraerse el musculo del estribo se reduciria la zona de frecuencias
graves; en tercer lugar modificaria la adaptacion auditiva, seria capaz de disminuir la
respuesta del sistema auditivo a una estimulacion sonora (Uziel, 1985).

Fisiologia de la trompa de Eustaquio.

La trompa de Eustaquio es la Gnica comunicacion natural entre el oido medio y el
medio exterior, representado por la nasofaringe; a su través se equilibran las presiones
entre ambas regiones, protegiendo al drgano auditivo de variaciones bruscas de presion.
En condiciones normales permanece cerrada, abriéndose brevemente con la deglucion o
con las maniobras de Valsalva, durante 0,5 seg. aproximadamente.

Los musculos que intervienen en la apertura de la trompa son el periestafilino
externo o tensor del velo del paladar y el periestafilino interno o elevador del velo del
paladar; ambos estan inervados por ramas del V par craneal (Nervio trigémino) y tienen
una accion conjunta, se contraen simultdneamente. Estos musculos guardan relacion con
el muasculo del martillo o tensor del timpano, y se ha demostrado que su accion es

sincrénica con la accion de los dos anteriores, al producirse la apertura de la trompa se
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contrae el tensor del timpano y se reduce el volumen de la caja timpanica, expulsandose
el aire hacia la trompa y hacia la rinofaringe.

Cuando la trompa permanece cerrada largo tiempo (cuadros catarrales), la presion
del oido medio se negativiza, debido fundamentalmente a la reabsorcion del oxigeno de
la cavidad por los capilares de la mucosa, lo que conlleva una retraccion de la
membrana timpanica y, si esta situacion se mantiene, se producird un trasudado a la
cavidad procedente de los vasos de la mucosa, lo que provoca un aumento de la
resistencia y una disminucién de la impedancia del oido medio.

La trompa de Eustaquio contribuye a facilitar la transmision del sonido en el oido
medio manteniendo un buen equilibrio de presiones, con lo que se consigue una buena
impedancia del sistema timpano-osicular y por lo tanto una disminucién de la
resistencia del mismo.

FISIOLOGIA DEL RECEPTOR AUDITIVO.

Solamente en las primeras semanas de la vida la cdclea adquiere una agudeza
similar a la del adulto, mientras se completa la mielinizacion del nervio auditivo.

La fisiologia coclear comprende todos los fendmenos que ocurren dentro de la
coclea desde que llega un sonido y hace vibrar la platina del estribo hasta que se
produce un potencial de accion en las fibras aferentes tipo | del ganglio espiral. Dentro
de las funciones auditivas y de los procesos que ocurren dentro de la coclea podemos
distinguir una mecéanica del receptor, una micromecanica coclear y una transduccion
mecano-eléctrica. La mecénica coclear interpreta la cclea como un sistema dinamico y
analiza los movimientos de los liquidos (perilinfa y endolinfa) y de las membranas; la
micromecénica coclear describe el funcionamiento del érgano de Corti, las células
ciliadas y la membrana tectoria; la transduccion mecano-eléctrica describe la

transformacién de un fendmeno fisico, el movimiento de la membrana basilar, en
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eléctrico, el potencial de accién compuesto, que se produce a nivel de las células
ciliadas internas y de las fibras aferentes tipo I.

MECANICA EN EL RECEPTOR AUDITIVO.

Las vibraciones moleculares de las ondas del sonido se transmiten al complejo
timpano-osicular y, en forma de energia mecanica (desplazamientos), son conducidas
hasta la platina del estribo; los desplazamientos de la platina del estribo originan una
onda de presion en los liquidos de la céclea (perilinfa), favorecido por la existencia de la
ventana redonda que realiza un desplazamiento en fase opuesta a la platina del estribo.
De no existir esta membrana elastica que cierra la ventana redonda no se podria generar
una onda de presion dentro de una cavidad rigida rellena de liquido, como es la céclea
(Aran y Harrison, 1985). Esta onda de presion produce un desplazamiento de la
membrana basilar y por lo tanto del 6rgano de Corti, inicidndose los fendmenos de
micromecanica coclear.

Existen dos teorias para interpretar que zona de la membrana basilar se desplaza
dependiendo de la frecuencia y de la intensidad del estimulo recibido, como son la de
Helmholtz (Helmholtz, 1868 y 1885), que describio la teoria de los resonadores y la de
Békesy (Békésy, 1960) conocida como la teoria de la onda viajera.

Segun la teoria de los resonadores (Helmholtz, 1885) la membrana basilar de la
cdclea estaria dividida en unidades independientes entre si, dispuestas de manera similar
a las teclas de un piano, y cada una de estas unidades se activaria con una uUnica
frecuencia, llamada frecuencia caracteristica. Esta teoria solamente atribuye papeles
pasivos a la membrana basilar, sin intervencion de fendmenos activos, a los que hoy en
dia se les esta dando mayor preponderancia.

La segunda gran teoria es la de la onda viajera (Békésy, 1960) y se basa en

observaciones directas de la membrana basilar; Von Békésy fue el primero en describir
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las caracteristicas de elasticidad de la membrana basilar, y para ello empled iluminacion
estroboscopica sincronica, lo que le permitié captar el movimiento de la membrana
basilar. La onda viajera se iniciaria en la ventana oval y se transmitiria
longitudinalmente a lo largo de toda la membrana basilar (Zwislocki, 1986), desde la
base de la coclea hasta el helicotrema, originando un desplazamiento vertical de esta
membrana que va aumentando de amplitud, haciéndose maximo en un lugar concreto
para cada frecuencia y disminuyendo bruscamente una vez alcanzado este maximo
(Berlin, 1984; Aran y cols., 1988; Durrant y Lovrinic, 1995). Von Békésy observo que
para frecuencias agudas, la maxima amplitud del desplazamiento estaria situada méas
préxima a la base, y al contrario, en las frecuencias graves (hasta 200 Hz) la zona del
maximo desplazamiento basilar se situaria proxima al &pex coclear; frecuencias
menores de 200 Hz hacen vibrar a toda la membrana basilar, sin encontrar un méximo
en una regién concreta (Aran y Harrison, 1985). Por lo tanto, para Von Békésy, la
membrana basilar se comportaria como un analizador del sonido que realiza el papel de
un filtro acustico frecuencial (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-b).

Con posterioridad a los trabajos de Von Békésy, realizados en cadaveres, se han
desarrollado otros estudios mas sensibles que miden los desplazamientos de la
membrana basilar en animales vivos. Uno de ellos emplea sondas de capacitancia
situadas proximas a la membrana basilar, que registran la capacitancia eléctrica
existente entre la sonda y la membrana basilar y que es inversamente proporcional a la
distancia, con lo cual se pueden conocer los desplazamientos de dicha membrana
(Wilson, 1973); las conclusiones son similares a las obtenidas por Von Békésy.

Otro método de estudio empleado es el efecto Mdssbauer (Johnstone y Boyle,
1967; Rhode, 1971), que registra las vibraciones de la membrana basilar mediante una

fuente radiactiva colocada sobre la misma; segun este método la curva de respuesta
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mecanica de la membrana basilar es mas puntiaguda cuando la estimulacion sonora es
mas débil (Aran y Harrison, 1985), dato que apunta hacia una selectividad frecuencial
de la céclea, que se hace mucho mayor cuando la intensidad de la estimulacion esta mas
proxima al umbral.

De estas dos teorias y de los diferentes métodos de estudio de los desplazamientos
de la membrana basilar, se puede concluir que el primer andlisis frecuencial de los
sonidos se realiza en esta membrana y que se corresponde con una localizacion concreta
para cada frecuencia, que coincide con la zona de maxima vibracién de la membrana
basilar (tonotopia frecuencial coclear o cocleotopia).

Estas dos teorias adjudicarian a la cdclea, y en concreto a la membrana basilar, un
papel pasivo en la percepcién de los sonidos; sin embargo, los trabajos de Kemp
(Kemp, 1978) pusieron de evidencia la existencia de mecanismos activos cocleares, que
provocarian unas vibraciones activas inducidas sobre la membrana basilar, produciendo
un sonido registrable en el conducto auditivo externo mediante un micr6fono de alta
sensibilidad (otoemisiones). Unicamente este reconocido proceso activo podria
proporcionar una explicacion coherente para el problema fundamental de la alta
selectividad frecuencial de la cdclea.

El estudio de la actividad eléctrica de las fibras aisladas del nervio auditivo, al
estimular la céclea con frecuencias puras a intensidades medias y bajas, indica que
solamente un pequefio grupo de estas fibras nerviosas aferentes presentan un potencial
de accion tras la estimulacién (Kiang y cols., 1982). Dichas fibras se corresponderian
con las zonas de maximo desplazamiento de la membrana basilar, observadas por Von
Békésy, lo que sugiere que entre el “primer filtro” frecuencial de la membrana basilar y
la actividad neuronal deberia existir un “segundo filtro” que ajustaria las curvas de

desplazamiento basilar a las de sintonia neural (Durrant y Lovrinic, 1995). Diferentes
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estudios electrofisioldgicos sobre la actividad de las células ciliadas internas demuestran
que tienen idéntica selectividad frecuencial que las fibras nerviosas aferentes (Russell y
Sellick, 1978 y 1983), por lo que habria que suponer que el mecanismo responsable de
esta alta selectividad frecuencial debe encontrarse entre la membrana basilar y las
células ciliadas internas (Durrant y Lovrinic, 1995).

Todas las investigaciones apuntarian hacia las células ciliadas externas como las
principales responsables del proceso coclear activo, ya que se ha demostrado que tienen
propiedades contractiles (Brownell, 1983); también se ha podido observar que la lesién
de las células ciliadas internas se acompafia de una moderada pérdida de selectividad
frecuencial, mientras que la lesion de las células ciliadas externas se acompafa de una
pérdida total de dicha propiedad y de un aumento en el umbral auditivo correspondiente
a la region afectada. Por lo tanto, actualmente se considera que las células ciliadas
externas participarian como mecanismo activo en la selectividad frecuencial del
receptor auditivo y se comportarian como elementos amplificadores cocleares que se
encargarian de reducir el umbral auditivo, en especial para los sonidos de intensidad
media 0 moderada (Durrant y Lovrinic, 1995; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999; Gil-Loyzaga
y Poch-Broto, 2000-b).

Davis propuso un modelo coclear incluyendo un papel de amplificador para las
células ciliadas externas, de acuerdo con la mayoria de las observaciones anatémicas y
fisiologicas (“teoria de la modulacién de las resistencias” de Davis), y pondria de
manifiesto la existencia de una fase activa y una pasiva en el mecanismo coclear de la
audicion, haciendo una correspondencia con las curvas de sintonia de las fibras
auditivas del nervio coclear (Davis, 1983). Los mecanismos activos sélo serian eficaces
para sonidos de intensidad débil o moderada, puesto que para las altas intensidades la

fase pasiva del tiempo coclear enmascararia la fase activa (Berlin, 1984; Aran y cols.,
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1988; Durrant y Lovrinic, 1995; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

MICROMECANICA COCLEAR.

Esta constatado que a nivel de las células ciliadas externas existe un escaso
desarrollo del sistema aferente (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999) y los contactos sinapticos
parecen escasos en comparacion con los existentes a nivel de las células ciliadas
internas (Kimura, 1975); para algunos investigadores es posible que una neurona
aferente tan estrecha no esté conectada con el sistema nervioso central (Spoendlin,
1979), aunque estudios mas recientes demuestran la proyeccion central de estas fibras
(Leake-Jones y Snyder, 1982); en contraste, el aporte eferente a estas células ciliadas
estd especialmente desarrollado (Kimura y Wersall, 1962). Todos estos datos apuntan
hacia un posible papel efector, mas que receptor, por parte de las células ciliadas
externas (Siegel y Kim, 1982).

La evidencia méas relevante sobre el posible papel efector de estas células la ha
dado Brownell (Brownell, 1983; Brownell y cols, 1985), quien demostro cierto tipo de
motilidad en células ciliadas externas aisladas, “in vitro”; estas modifican su longitud en
respuesta a estimulaciones eléctricas intra y extracelulares, asi como con la aplicacién
topica de acetil-colina, uno de los neurotransmisores identificados en el sistema eferente
medial que contacta con las células ciliadas externas. La base morfologica de esta
motilidad podria ser el sistema de proteinas contractiles que se localiza dentro de la
celula ciliada externa (Nuttall, 1986).

La comprobacidén “in vitro” de las propiedades contractiles en las células ciliadas
externas proporciona una posible base para la evidencia creciente de que estas tienen un
papel activo en la micromecanica del 6rgano de Corti (Brownell, 1983; Nuttall, 1986), y
podrian estar relacionadas con la vulnerabilidad de las células ciliadas y la sintonia

neural (Brown y cols., 1983), con el origen de las otoemisiones acusticas (Kemp, 1978),
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y con el control eferente de la sintonia de las células ciliadas internas (Brown y Nuttall,
1984). Aunque se ha demostrado “in vitro” la contractilidad de las células ciliadas
externas aisladas y no se ha podido demostrar “in vivo”, se acepta la existencia de dos
tipos de contracciones, rapidas y lentas, sin conocerse claramente cuales son los
estimulos que las desencadenan, ni la funcién clara de cada una de ellas. En cualquier
caso, con la contraccion lo que ocurriria seria un acortamiento longitudinal de la célula
ciliada externa y un desplazamiento de los cilios que traccionarian de la membrana
tectoria, produciéndose un cambio en una region reducida del érgano de Corti.

Las contracciones rapidas se mantienen durante pocos microsegundos, son de
escasa amplitud, aproximadamente un 4% de la longitud total de la célula (Ashmore,
1987), y posiblemente guarden relacion con las “cisternas laminadas” que existen en las
zonas laterales de la célula, por dentro de la membrana. Se desconoce el estimulo que
las desencadena (puede ser eléctrico), asi como el mecanismo intimo de la misma,
aunque pudiera ser un mecanismo electro-osmoético (movimiento de fluidos inducido
por un campo eléctrico préximo a una superficie cargada eléctricamente (Gil-Loyzaga y
Brownell, 1988), por presencia de cationes) o por un proceso de transferencia de cargas
a través de la membrana celular. En cualquiera de los dos casos (movimiento de fluidos
0 de cargas) se crean fuerzas longitudinales en las cisternas laminares, que acaban
produciendo elongaciones y acortamientos de las células ciliadas y por lo tanto
aproximacion o separacion de la membrana tectoria a la membrana basilar.

Estas contracciones rapidas tendrian su importancia fisiologica y se consideran la
base del mecanismo activo coclear de audicion, siendo fundamental para la
amplificacion de la vibracion (40 6 50 dB de ganancia) a bajas intensidades de
estimulacion, fundamental para sintonizar frecuencias (alta selectividad frecuencial) por

parte del 6rgano de Corti (Brown y Nuttall, 1984; Brownell y cols., 1985) y
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fundamental también en la génesis de las otoemisiones acusticas (Kemp, 1978).

Las contracciones lentas, de milisegundos de duracion y de gran amplitud ya que
pueden llegar a contraerse hasta el 90% de su longitud normal (Zenner y cols., 1985),
tienen unas caracteristicas que son superponibles a aquellas que se producen en las
fibras musculares y su base fisioldgica es similar, con la existencia de proteinas
contractiles (actina y miosina) en las caras laterales de las células (Drenckhahn y cols.,
1982) y depositos de Ca*? almacenado en las “cisternas laminares”. Este tipo de
contracciones podrian estar implicadas en el mantenimiento de un tono basal en el
6rgano de Corti, y dicho tono basal estaria regulado por el sistema eferente medial, que
hace contactos sinapticos sobre las células ciliadas externas. La mayoria de estas
sinapsis son de tipo colinérgico, lo que refuerza la analogia con la fibra muscular, y de
tipo CGRP - proteina relacionada con el gen de la calcitonina- (Merchan-Pérez y cols.,
1990-a; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

Este sistema eferente medial regularia las contracciones lentas de las células
ciliadas externas y por lo tanto atenuaria las contracciones rapidas, realizando funciones
de adaptacion al ruido y proteccion frente a ruidos intensos (sobreestimulacién). De ahi
que recientemente se haya considerado a este sistema eferente medial como incluido en
un sistema reflejo a nivel coclear, analogo al reflejo estapedial existente en el oido
medio. También se ha observado que al activarse este sistema eferente medial se
produce un incremento en los potenciales microfonicos cocleares, de ahi que se piense
que las contracciones lentas de las células ciliadas externas guardan relacién con dichos
potenciales microfonicos.

De cualquier manera, aunque no ha podido ser demostrada “in vivo” la capacidad
contractil de las células ciliadas externas, esta tendria una gran importancia ya que

estaria implicada en las interacciones mecéanicas entre la membrana basilar y la
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membrana tectoria, facilitando la transferencia del estimulo hacia las células ciliadas
internas (contracciones rapidas) o blogueandola (contracciones lentas) (Gil-Loyzaga y
Poch-Broto, 2000-b).

TRANSDUCCION EN LAS CELULAS CILIADAS.

Las células ciliadas del organo de Corti son el asiento del fendomeno de
transduccion sensorio-neural (o mecano-eléctrica) que ocurrird cuando los estereocilios
que poseen en su cara apical en numero de algunos cientos, sean desplazados
lateralmente por los movimientos radiales de la membrana tectoria sobre la membrana
reticular (Rusell, 1987). La membrana tectoria se desplaza cuando la onda sonora llega
a la platina del estribo y con su vibracién provoca una onda de presion, que acabara por
desplazar a la membrana basilar (Fig. 2. Pag 70); con los movimientos de la membrana
basilar se desplazan las estructuras que descansan sobre ella (las células de Deiters y las
células ciliadas externas e internas). Con los desplazamientos relativos de las células
ciliadas externas con respecto a la membrana tectoria, se conseguiria una deflexion de
los cilios més largos en sentido lateral, arrastrando consigo a los cilios mas cortos, esto
provocaria una activacion-despolarizacion de la célula ciliada externa, y acabaria con
una contracciéon de la misma. Con esta contraccion se conseguiria un desplazamiento
radial de la membrana tectoria, al ser traccionada sobre la ldmina reticular por las
células ciliadas externas que se fijan en su cara inferior, desplazando los cilios de las
células ciliadas internas en direccion lateral y provocaria una despolarizacion de dichas
celulas (Fig. 1. Pag. 66).

Si los cilios son desplazados radialmente en la direccion de los estereocilios mas
largos (hacia la estria vascular), ocurriria una apertura de los canales y la
despolarizacion consecuente de la célula ciliada. Si los desplazamientos de los cilios son

en sentido contrario ocurriria una hiperpolarizacion celular (Hudspeth y Corey, 1977).
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Los fenomenos eléctricos dentro de la célula ciliada ocurren en un periodo de
tiempo breve, lo que hace pensar que los canales se abririan directamente por estimulo
mecanico (canales mecanosensitivos). Estos canales parecen estar situados al final de
los estereocilios, proximos a los “tip links” (Hudspeth, 1985), que son uniones
existentes entre los estereocilios de diferentes hileras de la misma célula ciliada (Fig. 1),
que hacen que todos los estereocilios se desplacen al unisono (Hudspeth, 1982; Pickles,
Comis y Osborne, 1984; Pickles, 1985; Howard y Hudspeth, 1987). Estas uniones
podrian estar directamente relacionadas con el sistema mecano-sensorial de
transduccion. Suelen existir uno o dos canales por estereocilio y unos centenares por

cada celula ciliada (Bargmann, 1994).
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Figura 1: Polo apical de la célula ciliada. Representacion de los puentes de unién entre los
estereocilios (“Tip links™) y de los poros de los canales (““‘gating springs”™).

El poro de estos canales mecanosensitivos funcionaria como una puerta de muelle

(“gating springs™), con un alto grado de selectividad direccional, que se abriria cuando
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los estereocilios fueran desplazados en la direccion apropiada (Hudspeth, 1989). Se
considera un estimulo activador cuando el desplazamiento de los estereocilios se dirige
desde el modiolo hacia la estria vascular. Los estereocilios més largos tiran de los mas
cortos, permitiendo la entrada a través de los canales de los estereocilios de K,
preferentemente, y de Ca®* (Pickles y Corey, 1992), que se hallan en la endolinfa a una
alta concentracion, produciéndose una despolarizacion-activacion celular; cuando el
desplazamiento es en sentido contrario los “tip links” pierden tension, suponiendo el
cierre de los canales y ocurriendo una hiperpolarizacion celular (Corey y Hudspeth,
1983; Howard y Hudspeth, 1988). Este tipo de despolarizacion es excepcional y
solamente se produce en las células ciliadas, auditivas y vestibulares, ya que en el resto
de las células del organismo se activan tnicamente por la entrada de Na* (Gil-Loyzaga
y Poch-Broto, 2000-b). La produccién de un potencial de accion en las células ciliadas
podria conducir a la liberacion de un neurotransmisor en la zona basal de la célula
ciliada interna o a la produccién de una contraccion rapida por parte de la célula ciliada
externa, aproximando la membrana basilar a la lamina tectoria y dando como resultado
la activacion de las células ciliadas internas.

La composicién de los liquidos que bafian las células ciliadas tiene importancia
para entender y conocer el intercambio idnico que ocurre en las células ciliadas en el
fenomeno de transduccion; conviene destacar la alta concentracion de K™ en la
endolinfa (110-145 meq/l) y la alta concentracién de Na* en la perilinfa (140-150
meq/l). La cara basal y las laterales de las células ciliadas estan bafiadas por perilinfa,
mientras que el polo apical y los estereocilios estan bafiados por la endolinfa (rica en
K™). El potencial de reposo de las células ciliadas externas es de -70 mV, mientras que
el de las células ciliadas internas es de -45 mV; por otra parte el potencial endococlear,

diferencia de potencial existente entre la endolinfa y la perilinfa, es de +80 mV, y este
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seria mantenido gracias al aporte de K™ que hacen las células de la estria vascular a la
endolinfa. En la pared lateral de estas células existe una bomba Na'/K* ATPasa, que
atraparia K* de los vasos y lo meteria en la célula (con consumo de energia) y de esta
pasaria a la endolinfa, gracias a un gradiente eléctrico (sin consumo de energia), debido
a que el potencial de reposo de la célula de la estria vascular es de +90 mV. Estos
pardmetros son la base de la teoria de la modulacidon de las resistencias de Davis para la
transduccion (Davis, 1958).

La deflexion de los estereocilios en direccién lateral produciria un aumento en la
conductividad de los canales existentes a en los “tip links” de la zona apical de los
mismos, lo que unido a la diferencia de potencial existente entre la endolinfa y el
interior de las células ciliadas, provocaria una corriente masiva de K* al interior de las
células ciliadas a través de los poros i6nicos, modificando el potencial de reposo y
alcanzando un valor umbral (potencial umbral) mas positivo, produciéndose una
despolarizacién rapida que terminaria al alcanzarse el potencial invertido, a partir del
cual se produciria una repolarizacién, recuperandose de nuevo la situacion de potencial
de reposo (LOpez-Barneo, 1992).

Recientemente se empiezan a conocer las caracteristicas fisicas y bioquimicas de
la membrana tectoria (Steel, 1983; Gil-Loyzaga y cols., 1985; Richardson y cols, 1987,
Gil-Loyzaga, 1997) y ambas caracteristicas son sensibles a los cambios en la
composicion iénica de la endolinfa (Kronester-Frei, 1979). En cualquier caso, la
membrana tectoria tiene diversos papeles que harian de ella un elemento insustituible en
la transduccion coclear, y debido a su composicién en proteinas y glicoconjugados,
podria participar como reservorio iénico de K*y Ca?* en equilibrio con la endolinfa que
la circunda (Gil-Loyzaga, 1997). Asi pues podria ser esta membrana el elemento

metabdlicamente mas sensible de los que intervienen en el fendmeno de la transduccién
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en la coclea y de igual modo la endolinfa y el potencial endococlear tendrian la funcién
de mantener un medio adecuado para esta membrana tectoria, como ha sugerido Davis
(Davis, 1968).

Los fendmenos que ocurririan en la céclea con la llegada del sonido a la platina
del estribo seguirian una secuencia (Fig. 2. Pag. 70), que podria ser como se detalla
(Pujol, 1989; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999):

1.- La vibracion de la platina del estribo se transmitiria a la perilinfa, originando una
onda de presion debido a las caracteristicas elasticas de la membrana basilar; esta
onda provocaria desplazamientos en la misma, siendo maximos en una zona
concreta, mas cercana a la base si se trata de sonidos agudos o al apex si son graves,
lo que implicaria una tonotopia grosera a nivel coclear.

2.- Los desplazamientos de la membrana basilar son en sentido vertical, junto con los
elementos que se sitdan sobre ella, tinel de Corti, células ciliadas internas y externas.
Los movimientos verticales de la membrana basilar desplazarian el 6rgano de Corti
contra la membrana tectoria, y asi los cilios mas largos de las células ciliadas
externas se verian sometidos a un movimiento de cizalla en la direccién de la estria
vascular (excitacion), ocurriendo la despolarizacion de la célula ciliada externa.

3.- Una vez activada la célula ciliada externa, ocurriria una contraccion rapida de las
mismas (mecanismo activo), en fase con la frecuencia del estimulo. Las
contracciones provocarian un acoplamiento entre las membranas basilar y tectoria,
dando como resultado una amplificacion de la vibracion en una zona muy restringida
de la espiral coclear. Se produciria un efecto de amplificacién selectiva o filtro de
sonido (tonotopia fina), que Unicamente ocurriria para sonidos de baja intensidad, ya
que en sonidos superiores a 70 dB la participacion de las células ciliadas externas en

la micromecénica coclear es menor.
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Figura 2: Efecto de la onda sonora sobre el receptor auditivo (Segun Prof. Gil-Loyzaga). La
onda sonora desplaza la membrana basilar y todo el receptor auditivo hacia arriba, asi los
estereocilios de las células ciliadas externas (CCESs) son desplazados en sentido lateral, lo que
supone la activacion de estas células, que se contraeran atrayendo la membrana tectoria sobre las
células ciliadas internas (CCIs). La activacion de las células ciliadas internas inicia la transmision del

mensaje auditivo hacia el sistema nervioso central. TC: Tunel de Corti.
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En la zona reducida de la coclea sobre la cual se enfoca la energia liberada por la
contraccion de las células ciliadas externas, un pequefio nimero o incluso una sola
celula ciliada interna seria activada con maxima sensibilidad; esta célula ciliada
interna se excitaria cuando sus cilios se desplazaran en la direccion adecuada (hacia
la estria vascular), y el desplazamiento ocurriria cuando la membrana tectoria fuera
traccionada hacia la membrana basilar por las contracciones de las células ciliadas

externas.

4.- La célula ciliada interna se despolarizaria dando como resultado la liberacion de un
neurotransmisor, que activaria las fibras aferentes tipo | transmitiendo el impulso
nervioso hacia los nucleos cocleares y hacia el sistema nervioso central. La
selectividad frecuencial debida a las células ciliadas externas permite que dos células

ciliadas internas contiguas codifiquen y envien mensajes ligeramente diferentes.
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Figura 3: Diagrama de funcion de las células ciliadas internas y externas y la

modulacion de los sistemas eferentes medial y lateral.
CCI: Celula ciliada interna. CCE: Célula ciliada externa. SNC: Sistema nervioso central.
MB: Membrana basilar. MT: Membrana tectoria. OAE: Otoemisiones acusticas espontaneas.
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5.- Este sistema aferente estaria regulado por un sistema eferente, el medial y el
lateral (Fig. 3. Pag. 71); el medial atenuaria los mecanismos activos de las celulas
ciliadas externas, al estimular las contracciones lentas; el lateral cerraria un sistema de
control que regularia los mensajes que circulen por las fibras de las neuronas aferentes
tipo I. De las sustancias neuroactivas descritas en este sistema eferente, unas tendrian
funcion facilitadora y otras inhibidora del mensaje auditivo.

El resultado final de la actividad coclear seria la liberacion de uno o varios
neurotransmisores por parte de la célula ciliada interna, tras la despolarizacion de la
misma, haciendo sinapsis con receptores localizados en las neuronas aferentes tipo I,
despolarizandolas y originando un potencial de accién en dicha fibra y continuando la
transmision del impulso nervioso hacia el sistema nervioso central. La primera estacion
se situaria en los ndcleos cocleares, donde se encuentra neuronas de respuesta
frecuencial especifica similar a las del ganglio espiral, otras responden Unicamente al
inicio, al final, o durante el periodo que dura el estimulo, o en funcion de la intensidad
del sonido. Se ha sugerido la existencia de una correlacion morfofuncional en las
neuronas de los nucleos cocleares, que parecen ser el primer centro de integracion del
mensaje auditivo (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

Hemos destacado la existencia de tonotopia coclear, también existe distribucion
tonotdpica en las fibras del nervio coclear, asi como en los ndcleos cocleares. Las fibras
aferentes primarias procedentes de la base coclear (frecuencias agudas), y que tienen
una distribucién mas periférica en el nervio coclear, se proyectarian hacia la regién mas
profunda (dorsomedial) de los nucleos, mientras que las procedentes del &pex coclear
(frecuencias graves), y de distribucion més central en el nervio coclear, se proyectarian
a la region mas superficial de los ndcleos cocleares (ventrolateral). Entre estas dos

regiones se distribuirian el resto de las fibras que se activan con frecuencias intermedias.
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La distribucion tonotdpica de las neuronas se mantendra en toda la via hasta la
corteza auditiva.

En resumen, la interpretacion del mensaje auditivo se realizaria de manera
progresiva en las diferentes estaciones, desde los andlisis mas simples a nivel de la
coclea y de los nucleos cocleares (intensidad, duracion y frecuencia), pasando por la
localizacion espacial de la fuente sonora que se realizaria en el complejo olivar superior
y en los tubérculos cuadrigéminos inferiores (gracias a las conexiones ipsi y
contralaterales, se realizaria un andlisis de las diferencias temporales y de intensidad,
permitiendo situar el sonido con relacion a la cabeza) y finalmente el cuerpo geniculado
medial y la corteza cerebral se encargarian de los andlisis mas complejos, la
interpretacion, la comparacion y la integracién sensorio-motora para responder a este

estimulo auditivo (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).
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SUSTANCIAS NEUROACTIVAS DE LA COCLEA.

Son aquellas sustancias neurotransmisoras 0 neuromoduladoras que han sido
identificadas en la cdclea de diferentes mamiferos, pertenecientes al sistema aferente o
al eferente, y que posiblemente juegan un papel neurotransmisor o neuromodulador en
el organo de Corti (Eybalin, 1993; Puel, 1995). Estas sustancias son el glutamato, la
acetil-colina, el &cido gamma-aminobutirico (GABA), la proteina relacionada con el gen
de la calcitonina (CGRP), la dopamina, las encefalinas y dinorfinas y la serotonina (Gil-
Loyzaga y Poch-Broto, 2000-b).

NEUROTRANSMISORES DE LA CELULA CILIADA INTERNA.

El flujo masivo de K" al interior de la célula ciliada interna, a través de los canales
de los estereocilios, provocaria la despolarizacidn-activacion de esta célula, lo que
conllevaria la apertura de los canales de Na* y Ca®*, canales voltaje-dependientes
(Fuchs, 1992), permitiendo la entrada de Ca*. Este cation activara a una proteincinasa,
calmodulina, que acabaria por fosforilar a dos proteinas que fijan las vesiculas
presinapticas al citoesqueleto (la sinapsina la y Ib y la sinaptofisina), permitiendo su
liberacion y fusion con la membrana presinaptica. Finalmente, por exocitosis, se libera
el neurotransmisor a la hendidura sinéptica (Rehm y cols., 1986; Gil-Loyzaga y Pujol,
1988; Bartolomé y cols., 1993; Gil-Loyzaga y cols., 1998)

La mayoria de las evidencias sefialan a un aminoacido excitador, llamado
glutamato, como el mas probable neurotransmisor entre las células ciliadas internas y
las dendritas de las neuronas aferentes tipo I, aunque no esta suficientemente probado
que las células ciliadas internas utilicen solo un neurotransmisor, y por lo tanto, pueden
existir otros neurotransmisores (aspartato) o cotransmisores (Merchan-Pérez y cols.,

1990; Eybalin, 1993; Puel, 1995).
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EL GLUTAMATO.

Fue el primer aminoacido excitador detectado en el sistema nervioso central
(Curtis y Watkins, 1963) y posiblemente mas del 90% de las sinapsis cerebrales usan el
glutamato como neurotransmisor excitador.

La primera evidencia de que este aminoacido podria ser el principal
neurotransmisor en la coclea se debe a Godfrey (Godfrey y cols, 1976), quién demostro
la existencia de una alta concentracion de glutamato y aspartato en muestras que
contenian células ciliadas internas y externas, a diferencia de aquellas muestras que
contenian otras porciones de la coclea (membrana basilar y de Reissner, estria vascular).
Posteriormente vinieron las pruebas electrofisioldgicas que mostraban que el glutamato
y el aspartato reproducen el efecto de la estimulacion acustica, aumentando la
frecuencia de los disparos espontaneos de las neuronas auditivas primarias (Bobbin y
cols, 1978; Bobbin, 1979; Comis y cols, 1979).

Otros experimentos, empleando técnicas de autoradiografia (Eybalin y cols, 1983)
y de inmunocitoquimica (Altschuler y cols., 1989; Merchan-Pérez y cols., 1990-b),
trataban de demostrar la localizacion del neurotransmisor en la cdclea y el lugar donde
se sintetiza y se inactiva. Méas recientemente (Eybalin y cols., 1990 y 1991) se han
realizado estudios con microscopia electronica de inmuno-marcaje de glutamato con
oro, obteniéndose sefiales mucho mayores de marcaje en la célula ciliada interna que en
cualquier otra estructura del drgano de Corti.

Ciclo de Glutamato-Glutamina (Fig. 4. Pag. 79): Basandose en estudios
autoradiogréaficos “in vitro”, se ha propuesto un posible ciclo que explicaria la
inactivacion y la resintesis del glutamato en la céclea (Eybalin, 1993). Este ciclo
permitiria la limpieza del exceso del glutamato extracelular de la hendidura sinaptica, y

la replecion de los depdsitos de glutamato intracelular. El glutamato liberado a la
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hendidura sinaptica seria captado rapidamente por las células gliales (Eybalin y Pujol,
1983), mediante un mecanismo de captacion de alta afinidad (Eybalin, 1993), tal y
como ocurre en el tejido nervioso con los astrocitos (Schon y Kelly, 1974; De Barry y
cols., 1982; Fonnum, 1991). En las células gliales se transformaria en glutamina gracias
a la accion de una enzima glial, glutamina sintetasa; una vez liberada de la célula glial,
la glutamina seria captada por la terminal glutamatérgica (célula ciliada interna), donde
se transformaria en glutamato, actuando como enzima la glutaminasa, y quedando
almacenado en las vesiculas presinapticas (Yudkoff y cols., 1988; Eybalin, 1993).

Aunque este ciclo de glutamato-glutamina parece ser el que con mayor
probabilidad se produciria dentro del érgano de Corti, y que ademas nos ayudaria a
explicar la neurotransmision, sin embargo existe cierta dificultad para identificar con
seguridad el mecanismo por el cual se sintetiza glutamato a partir de glutamina en la
célula ciliada interna (Eybalin, 1993). Lo que si parece claro es que este ciclo actuaria
como un mecanismo de proteccidn contra los efectos neurotdxicos debidos a un exceso
de glutamato extracelular (Choi y Rothman, 1990).

También ha sido propuesto como posible neurotransmisor a nivel de celulas
ciliadas internas el aspartato (Wenthold y cols, 1986), basandose en experimentos de
inmunofluorescencia, mediante el empleo de anticuerpos antiaspartato-aminotransferasa
(Fex y cols, 1982), enzima empleado en la interconversion de aspartato a oxalacetato y
de a-cetoglutarato a glutamato.

Ambos neurotransmisores, el aspartato y el glutamato, podrian ser captados por
las fibras eferentes del haz espiral interno y del haz espiral del tanel (Gulley y cols.,
1979; Schwartz y cols., 1986), lo que ha sido interpretado como un mecanismo de
proteccion frente a los efectos neurotdxicos producidos por el exceso de glutamato y

aspartato en la hendidura sinaptica (Altschuler y cols., 1989); sin embargo existe otra
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posible explicacion a esta captacion, relacionada con una via metabdlica de sintesis de
GABA (acido gamma-aminobutirico), ya que el aspartato y el glutamato podrian ser
precursores en la sintesis de este neurotransmisor inhibidor empleado por el sistema
eferente (Merchan-Pérez y cols., 1990-c; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995).

Con anterioridad nos hemos referido a los experimentos electrofisiologicos que
muestran que el glutamato y el aspartato reproducen el efecto de la estimulacion
acustica (Bobbin y cols, 1978; Comis y cols, 1979), incrementando la frecuencia de los
disparos espontaneos de las neuronas auditivas primarias; también se ha demostrado que
la neurotransmisién es inhibida por aminoécidos excitadores, antagonistas competitivos
(Bobbin y Kisiel, 1981; Bobbin y cols., 1984; Puel y cols., 1989) y no competitivos del
glutamato (Cousillas y cols., 1988); por ultimo, los experimentos electrofisiologicos de
Klinke y Oertel (Klinke y Oertel, 1977) demuestran que el glutamato y el aspartato,
cuando son empleados a altas concentraciones (102M), reducen la amplitud del
potencial de accion compuesto (PAC), posiblemente debido a que inducen una descarga
asincrénica de las neuronas auditivas primarias, haciéndolas menos sensibles a los
estimulos sonoros (Bobbin y Thompson, 1978; Klinke, 1981), sin afectar al potencial
microfonico coclear (MC).

Todos estos trabajos apuntan hacia el glutamato y el aspartato como los
principales candidatos para la funcion de neurotransmision entre la célula ciliada interna
y la neurona aferente tipo | del 6rgano de Corti (Eybalin y Pujol, 1989; Ehrenberger y
Felix, 1991).

Existen una serie de criterios que deben cumplir cualquier sustancia para ser
considerada neurotransmisora (Rebillard y Bryant, 1989), como son el tener una
farmacologia apropiada e imitar una determinada accion cuando es empleada, la

existencia de un proceso de eliminacion para finalizar la accion, la existencia de un
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proceso de sintesis y liberacion tras una estimulacion adecuada y la presencia de dicha
sustancia en la sinapsis. La mayoria de estos criterios han sido probados para el
glutamato con resultados positivos.

RECEPTORES GLUTAMATERGICOS.

Aceptando la hipotesis del glutamato como principal neurotransmisor de la via
aferente y una vez liberado a la hendidura sinéptica, su accion vendria mediada al fijarse
a dos tipos de receptores, los ionotrépicos, ligados a un canal i6nico y que serian los
responsables de la activacion neuronal répida, caracteristica de la transmision
glutamatérgica, y los metabotropicos, asociados a proteinas de membrana (proteina G),
conectados con segundos mensajeros intracelulares, que mediarian respuestas
neuronales més lentas (Puel, 1995).

RECEPTORES IONOTROPICOS.

Estos receptores se localizarian en las dendritas de las neuronas aferentes tipo | de
la via auditiva, suelen ser de naturaleza proteica y contienen un poro hidrofilico en toda
su longitud (Fig. 5. Pag. 81), que comunicaria el medio extracelular con el intracelular y
a través del cual pasarian los iones (canal i6nico); atraviesan completamente la bicapa
lipidica de la membrana celular y se trataria de proteinas oligoméricas con varias
subunidades (proteina transmembranaria). Estos canales idnicos se podrian activar por
campos eléctricos (canales dependientes de potencial) 6 por la unidn de ligandos a sitios
especificos (canales dependientes de ligandos), como ocurriria en el caso del glutamato
(Geijo, 1992).

Cuando se activan estos receptores ionotrépicos, se producird una apertura de los
canales ionicos, permitiendo el paso de iones a través de la membrana postsinéptica
hacia el interior o hacia el exterior de la célula, modificAndose el potencial de

membrana (potencial de reposo) de dicha célula. Este potencial de membrana en reposo
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puede hacerse mas negativo y se habla de hiperpolarizacion-inhibicion o menos
negativo y entonces se habla de despolarizacion-excitacion, hasta que se supera un
umbral, generandose un potencial de accién en dicha célula (Lopez-Barneo, 1992). Los
trabajos de Hodgkin y Huxley (1952) en Gran Bretafia y de Cole (1968) en Estados
Unidos, han podido demostrar que el potencial de accién se produciria por
modificaciones en la permeabilidad iénica de membrana para los iones Na" y K* (Geijo,

1992).
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Figura 4: Representacion del ciclo glutamato-glutamina, de
los receptores postsinapticos para el glutamato y de la
regulacion de la via aferente por el sistema eferente lateral
(Segun Prof. Gil-Loyzaga).

ACh: acetil-colina. GABA: acido gamma-amino-butirico. CGRP: proteina

relacionada con el gen de la calcitonina. DA: dopamina. 5HT: serotonina.
Enc: encefalinas. Din: dinorfinas.
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Dentro de los receptores ionotropicos del glutamato se pueden diferenciar al
menos tres tipos diferentes (Fig. 4. Pag. 79), el N-metil-D-aspartato (NMDA), el acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propiénico (AMPA) y el kainato (Nakanishi y
Masu, 1994; Steinhduser y Gallo, 1996); todos estos receptores serian estimulados por
el glutamato y tienen mayor afinidad por éste que por el aspartato. Los receptores
NMDA al igual que los no-NMDA (AMPA y kainato) estarian formados por varias
subunidades (Fig. 5. Pag. 81), que se pueden combinar formando complejos
heteroméricos (Hollman y cols., 1989; Keinanen y cols., 1990).

Con el empleo de diferentes técnicas de biologia molecular (reaccién en cadena de
la polimerasa, hibridacion “in situ”, inmunocitoquimica, ...) aplicadas al estudio de los
receptores de glutamato, han permitido diferenciar varios subtipos de receptores
NMDA, el NR1, el NR2A, el NR2B, el NR2C y el NR2D; de los receptores AMPA
(&cido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico) se distinguen los subtipos
GIuR1, GluR2, GIuR3 y GIluR4 y de los receptores del acido kainico (kainato) los
subtipos GIuR5, GIuR6, GIuR7, KAl y KA2 (Safieddine y Eybalin, 1992; Kuriyama y
cols., 1993; Niedzielski y Wenthold, 1995).

Los receptores no-NMDA generaran respuestas de despolarizacion rapida,
mientras que las respuestas de los receptores NMDA serian mas largas en duracion y se
acompafiarian de flujo de Ca** hacia el interior celular (Ehrenberger y Felix, 1991).

RECEPTORES NMDA.

Estos receptores podrian ser estimulados por el glutamato y por el N-metil-D-
aspartato, pero también serian activados por estimulos sonoros de alta intensidad, en la
céclea, y por despolarizaciones neuronales intensas y repetidas, como ocurre en el
sistema nervioso central, donde se han identificado estos receptores (Collingridge y

cols., 1988).
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Este receptor estaria ligado a un canal i6nico (cationico) y podria estar formado al
menos por dos subunidades proteicas conocidas como NR1 (R1 o NMDA;) y NR2 (R2
0 NMDA),). El receptor NR1 se hallaria combinado en siete isoformas diferentes;
también se han aislado cuatro genes distintos que codifican variantes del NR2 (NR2A,
NR2B, NR2C y NR2D). No se sabe con seguridad cuantas subunidades de NR1 y de

NR2 existen en cada receptor NMDA (Puel, 1995; Steinhduser y Gallo, 1996).

Capa lipidica

Figura 5: Modelo de receptor NMDA y del canal iénico acompafiante (Segun

Leeson, PD and lversen, LL).
NR1y NR2: Subunidades proteicas del canal iénico. Glu: Ligando para el glutamato. P: Ligando
para la fosforilacion. Gly: Ligando para la glicina. MK-801: Antagonista del receptor NMDA.

Se ha comentado previamente que los receptores ionotropicos se podrian activar
por campos eléctricos o por la unién de ligandos a sitios especificos. En el caso de los
receptores NMDA los lugares para el reconocimiento de los ligandos serian multiples

(Iversen, 1994):
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- L-glutamato y agonistas relacionados, que favorecerian la apertura de canales
de alta conductancia, que permitirian la entrada de Na*y Ca®* dentro de la célula.

- Glicina, para que el L-glutamato pueda realizar su funcién, el lugar de
reconocimiento de la glicina deberia estar ocupado.

- El Mg?®* actuaria blogueando el canal i6nico a pesar del L-glutamato y de la
glicina, y no permite la apertura del poro i6nico hasta que es removido del canal, y esto
ocurriria cuando la célula fuera parcialmente activada por otros influjos idnicos
(receptores no-NMDA).

La activacion de este receptor permitiria la entrada de Na* y Ca?* a través del
canal ionico al interior de la célula (neurona).

RECEPTORES No-NMDA.

Receptor AMPA (4cido  a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propidnico):
anteriormente denominado receptor del quisqualato (Puel y cols., 1991), es un receptor
de accidn rapida, ya que produciria respuestas de despolarizacion rapidas en la neurona
postsinaptica, al permitir la entrada de Na* al interior celular; es de naturaleza proteica,
con varias subunidades GIuR1, GIuR2, GIuR3 y GluR4, asociado a un poro iénico
(Steinhduser y Gallo, 1996), con una proteina moduladora y un lugar para el
reconocimiento del ligando, AMPA o quisqualato (Young y Fagg, 1990).

La presencia de subunidades GIuR2 se relacionaria con la baja permeabilidad para
el ion Ca®*; por el contrario, las subunidades GIuR1, GIuR3 y GluR4 se relacionarian
con corrientes de alta permeabilidad para el Ca** (Steinhauser y Gallo, 1996).

Receptor de Kainato: Algunos investigadores han considerado que los efectos
neurofisioldgicos del acido kainico podrian estar mediados a través del receptor AMPA.
También es de naturaleza proteica, con varias subunidades que dan lugar a la

identificacion de varios subtipos de receptores, GIuR5, GIuR6, GIuR7, KA1l y KA2
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(Steinhauser y Gallo, 1996).

El glutamato y el kainato no solamente aumentarian la conductancia del receptor
para el Ca?*y el Na* sino que reducirian significativamente la corriente rectificadora de
salida de K*. El aumento de calcio intracelular se deberia al flujo de entrada y también a
la liberacion del mismo de los depositos intracelulares (Steinh&user y Gallo, 1996).

Se considera a los receptores AMPA y a los receptores kainato como los
responsables de la transferencia rapida de informacion sensorial hacia el nervio coclear,
mientras que los receptores NMDA solo serian funcionales cuando la membrana
postsindptica estd previamente despolarizada por la actividad de otros receptores
ionotropicos; asi, los receptores no-NMDA (AMPA y kainato) serian activados en
primer lugar, pudiendo ser los responsables de las transmisiones sinapticas a bajas o
moderadas intensidades de estimulacion, mientras que los receptores NMDA se
activarian en segundo lugar, siempre y cuando el estimulo sea de alta intensidad (Cull-
Candy y Usowicz, 1987; Bekkers y Stevens, 1989; Puel, 1995).

RECEPTORES METABOTROPICOS.

Estos receptores estan ligados a una proteina transmembranaria con siete
dominios (proteina G), de la que se han descrito ocho subtipos, de mGlul a mGIlu8
(Steinhduser y Gallo, 1996). Dependiendo del mecanismo al que estén asociados, se
pueden dividir en dos grupos de receptores, los relacionados con el 1,4,5-trifosfato-
inositol y la cascada del Ca?*, como son el mGlul y el mGlu5, y los relacionados con la
inhibicion de la adenilato-ciclasa como son los mGlu2, mGlu3, mGlu4, mGlu6 y mGlu8
(Steinh&user y Gallo, 1996).

La activacion de receptores metabotropicos del glutamato (mGlu) produciria un
aumento en el Ca®* intracelular y reduccién en las corrientes de K* (Porter y McCarthy,

1995), tal y como ocurre con la activacion de los receptores ionotrépicos del glutamato
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(iGlu), pero el aumento del Ca®* intracelular se deberfa. a la liberacién del mismo de los
depdsitos intracelulares y no al paso del mismo a traveés de la membrana celular
(Steinhauser y Gallo, 1996).

Para conocer el efecto que cada uno de los receptores glutamatérgicos enumerados
anteriormente tiene sobre la neurotransmision, se han empleado compuestos agonistas y
antagonistas de estos mismos receptores (Young y Fagg, 1990; Puel, 1995).

Para los receptores ionotropicos NMDA se han empleado como agonistas el
propio N-metil-D-aspartato, el glutamato y el ibotenato y como antagonistas el
aminodipato y el 2-amino-5-fosfonovalerato (APV), también llamado 2-amino-5-
fosfonopentanoato (AP5); como agonistas de los receptores AMPA (acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazol-propidnico) se han empleado el propio AMPA, el quisqualato
o el glutamato, y como antagonistas se emplean dos sustancias de la familia de las
quinoxalino-dionas, la 6-ciano-7-nitroquinoxalino-2,3-diona (CNQX) y la 6-7-
dinitroquinoxalino-2,3-diona (DNQX). Los receptores kainato también tienen unos
agonistas que son kainato, domoato y glutamato y unos antagonistas, que son los
mismos que para los receptores AMPA, de la familia de las quinoxalino-dionas
(Eybalin, 1993; Puel, 1995).

El &cido kinurénico antagoniza la accion de receptores ionotropicos NMDA y no-
NMDA (Wickesberg y Oertel, 1989).

Para los receptores metabotropicos se emplean como agonistas el acido (1S-3R)-
1-aminociclopentano-1,3-dicarboxilico (1S-3R-ACPD), el L-2-amino-4-fosfonobutirato
(L-AP4), el quisqualato (Schoepp y Johnson, 1989) y el glutamato; no se han descrito
antagonistas competitivos para este receptor, aunque el AP4 (2-amino-4-
fosfonobutirato) puede ser considerado un antagonista indirecto (Schoepp y Johnson,

1989).
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Con el empleo de esta bateria de productos, agonistas y antagonistas, se ha podido
entender cual es la funcion de los diferentes receptores glutamatérgicos en la
neurotransmision; se piensa que los receptores metabotropicos tendrian escasa
influencia en la misma, ya que al ser un proceso relativamente recortado en el tiempo,
no admite ser explicado por la activacion de vias metabolicas mas prolongadas (Inositol
trifosfato o adenilato-ciclasa/AMPc). Al activarse los receptores ionotrépicos se
produciria una apertura del canal idnico asociado, ocurriendo la entrada de Ca** y Na* al
interior de la célula y la consiguiente salida de K, lo que provocaria una
despolarizacién celular.

La secuencia seria de la siguiente manera, el glutamato actuaria sobre los
receptores NMDA (N-metil-D-aspartato) y no-NMDA, pero los Unicos que se activarian
serian los no-NMDA, ya que los canales idnicos de los NMDA estan bloqueados por el
Mg®*, los canales iénicos de los receptores no-NMDA permitirian la entrada de Na* y
Ca®*, activandose parcialmente la célula (neurona), siendo ahora cuando el Mg?* es
liberado del canal i6nico de los NMDA, quedando activados estos receptores y
permitiendo la entrada de mas Na" y mas Ca?*, acabando por despolarizar la neurona y
generandose un potencial de accién (Cull-Candy y Usowicz, 1987; Bekkers y Stevens,
1989; Young y Fagg, 1990; Puel, 1995).

Se ha supuesto que a bajas y medias intensidades de estimulacion solo se
activarian los receptores no-NMDA (Puel y cols., 1991), mientras que a altas
intensidades de estimulacion se activarian primero los no-NMDA vy luego, una vez
activada parcialmente la célula, se activarian los receptores NMDA (Ehrenberger y
Felix, 1991; Pujol y cols., 1993).

Se sabe que el receptor NMDA esta asociado a un canal ionico (Fig. 5. Pag. 81)

que seria altamente permeable al Ca?* (MacDermott y cols.,1986), y podria estar
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relacionado con la entrada masiva de Ca®* y Na* en la neurona, y con la pérdida de la
homeostasis del Ca®* que ocurre en situaciones de excitotoxicidad (Olney, 1978). Las
lesiones que ocurren en las neuronas por la exposicion prolongada al glutamato
extracelular (neurotoxicidad) fueron descritas hace méas de cuarenta afos en la retina
(Lucas y Newhouse, 1957) y hace unos treinta afios en el cerebro (Olney y Sharp,
1969). Posteriormente Olney demostré que esta neurotoxicidad, que Ilamé
excitotoxicidad, es una propiedad general de los aminoacidos excitadores cuando
actlian en exceso sobre las neuronas (Olney, 1978).

Con el empleo de agonistas y antagonistas glutamatérgicos se van conociendo las
repercusiones que sobre la actividad eléctrica neuronal de la via auditiva pueden tener
la estimulacion o inhibicion de los receptores glutamatérgicos. EI empleo de agonistas o
de antagonistas de los receptores ionotrépicos produce una reduccion de la amplitud del
potencial de accion compuesto (PAC) y un aumento de la latencia de la onda N1, sin
apreciarse repercusion sobre el potencial de sumacion (PS) o sobre el potencial
microfonico coclear (MC) (Puel, 1995). Esta accion se ejerceria de diferente manera, o
bien bloqueando la neurotransmisién en el caso de los antagonistas, o bien produciendo
lesiones en la neurona aferente tipo | y haciendo que aumenten de manera espontanea
las descargas asincronicas en la fibra aferente tipo I, en el caso de los agonistas (Puel,
1995). Cuando se emplean agonistas de receptores metabotrépicos en perfusion
intracoclear se ha comprobado que no tienen repercusiones sobre el potencial de accion
compuesto (PAC), dando por hecho que no tienen un papel directo en la
neurotransmision (Puel, 1995). Unicamente el acido kainico y el AMPA (4cido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico) suprimirian el potencial de accion
compuesto (PAC).

En preparaciones de microscopia electrénica se han observado lesiones,
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vacuolizaciones, en las dendritas de las neuronas aferentes tipo | cuando se emplea
kainato (Pujol y cols., 1985; Juiz y cols., 1989; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990-a y b; Gil-
Loyzaga y cols., 1999-a), AMPA y glutamato en perfusion intracoclear, pero no cuando
se emplea NMDA (N-metil-D-aspartato) (Eybalin, 1993; Puel, 1995).

ACIDO KAINICO.

Es un agonista, analogo sintético, del glutamato que actuaria sobre receptores
glutamatérgicos de alta afinidad para el acido kainico (receptores no-NMDA del tipo
kainato), y que estarian asociados a un canal idnico -ionotrpicos-. Es un aminoacido
excitador neurotdxico (excitotdxico), con gran potencia de accion aunque menor que la
del quisqualato y AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico)
(Eybalin, 1993); junto con el AMPA seria el Gnico amino&cido excitotdxico capaz de
suprimir el potencial de accion compuesto -PAC- (Eybalin, 1993).

El efecto neurotoxico del acido kainico podria ocurrir al ejercer su accion sobre
receptores no-NMDA, localizados en la region postsinaptica, a nivel de las dendritas de
las neuronas aferentes tipo | (Fig. 4. Pag. 79) que se hallan situadas alrededor de la base
de las células ciliadas internas (Coyle, 1983; Rothman, 1985), o bien al actuar sobre
receptores presinapticos (autorreceptores) localizados en la célula ciliada interna (CCI),
que mediante un sistema de autorregulacion controlarian los niveles del neurotransmisor
que es liberado a la hendidura sindptica, y en el caso del &cido kainico se produciria una
liberacion excesiva y mantenida de glutamato que seria el responsable de la accion
toxica sobre las fibras aferentes tipo | (Ferkany y cols., 1982; Coyle, 1983; Collins y
cols., 1983).

Los trabajos de Gil-Loyzaga y Pujol (Gil-Loyzaga y Pujol, 1989) parecen aclarar
esta duda ya que comprueban que durante el periodo gestacional (dia 17 de gestacion),

cuando las fibras aferentes aun no han contactado con las células ciliadas internas o
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externas y por lo tanto no existen sinapsis, el acido kainico inyectado
intraperitonealmente a la madre gestante, provocaria lesiones en la mayoria de las fibras
aferentes (concretamente en aquellas zonas de las fibras aferentes no recubiertas de
mielina que se corresponde con la zona mas distal de las dendritas). Cuando la
administracion de acido kainico se realiza en el dia postnatal 1, se aprecian lesiones en
las fibras aferentes tipo | que contactan con las células ciliadas internas (95% de las
fibras aferentes), mientras que las fibras aferentes tipo Il se hallan indemnes.

Con este trabajo se demuestra que la accion del &cido kainico se ejerceria antes de
que las fibras aferentes lleguen a contactar con las células ciliadas, lo que supone que su
accion se realizaria de manera independiente de estas células, posiblemente al actuar
sobre receptores postsinapticos; también queda claro que la accion se ejerceria sobre las
fibras aferentes tipo I, que se sitlan bajo las células ciliadas internas y, en periodos
precoces del desarrollo y de la sinaptogénesis, bajo las células ciliadas externas del dpex
coclear, ya que serian las Unicas que tendrian receptores para el acido kainico,
receptores glutamatérgicos (Gil-Loyzaga y Pujol, 1989).

Para algunos investigadores la accion toxica del acido kainico no se ejerceria en la
mayoria de las fibras aferentes tipo I, sino solamente en un 34% de las mismas (en
aquellas que tienen mayor numero de receptores kainato, o en las que tienen mayor
sensibilidad al &cido kainico), y en el resto de las fibras las lesiones producidas se
deberian a la manipulacion (descompresion perilinfatica, perfusion intracoclear,
extraccion y fijacién de las cocleas, etc.) y por lo tanto se trataria de lesiones
reversibles, a diferencia de las producidas por el acido kainico, que aparecerian al cabo
de diez dias del tratamiento y se trataria de lesiones irreversibles (Juiz y cols.,1988 y
1989; Pujol y cols., 1991; Gil-Loyzaga y cols., 1999-a).

Desde el punto de vista microscopico, las lesiones que aparecen en las neuronas
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aferentes tipo | serian una edematizacion aguda de las terminales postsinapticas que se
hallan por debajo de las células ciliadas internas (CCl), primero las de la porcion
modiolar, que contienen una menor cantidad de mitocondrias, una menor actividad
espontanea de descarga y umbrales mas altos para los sonidos estimuladores (Liberman
y Oliver, 1984) y luego las de la porcion de los pilares (Pujol y cols., 1993); también
aparecerian roturas en la membrana citoplasmica, vacuolizaciones citoplasmicas y
un edema en las mitocondrias de estas mismas neuronas, que acabarian por provocar
la muerte celular (Coyle, 1983; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y cols., 1999-a).

En las células ciliadas internas y externas, en el sistema aferente espiral tipo 11, asi
como en el sistema eferente medial y lateral no se apreciarian lesiones debidas al uso
del &cido kainico (Pujol y cols., 1985; Eybalin,1993). Se ha comprobado que estas
lesiones son similares a las que ocurren en la coclea en situaciones de hipoxia/isquemia
aguda (Billet y cols., 1989; Pujol y cols., 1992-a) y de trauma acustico (Spoendlin,
1976; Choi, 1990; Pujol, 1991; Pujol y cols., 1993), por lo que se sospecha que el
mecanismo fisiopatoldgico podria ser el mismo, y mas cuando se ha comprobado que
las lesiones provocadas por el AMPA (&cido a-amino-3-metil-4-isoxazol propiénico) y
por la isquemia podrian ser evitadas con la perfusién previa de un antagonista
competitivo de los receptores AMPA, como es la 6-7-dinitroguinoxalino-2,3-diona
(DNQX) (Puel y cols., 1991; Pujol y cols., 1992-b; Puel y cols., 1994).

Las lesiones descritas en las terminales postsinapticas parecen estar relacionadas
con la entrada masiva de Na" y sobre todo de Ca?*, acompafiado de agua (Rothman,
1985; Choi, 1987; Mayer y Westbrook, 1987), hacia el interior de la célula a través de
los canales i6nicos asociados al receptor no-NMDA, con la correspondiente pérdida de
la homeostasis del Ca?* (Choi, 1990; Lefebvre y cols., 1991) y la degeneracién neuronal

subsecuente (Pujol y cols., 1993).
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Estas lesiones, a un nivel microscopico, se traducirdn en alteraciones
electrofisiologicas en los registros del potencial de accion compuesto (PAC) de la
electrococleografia, ocurriendo una disminucion de la amplitud de la onda N1 de dicho
potencial y un aumento de la latencia de esta misma onda, sin mostrar repercusion en el
potencial de sumacién (PS), ni en el potencial microfonico coclear (Eybalin, 1993).
Estas alteraciones en los registros serian debidas o bien a una desincronizacion de los
impulsos de descarga de las fibras o bien al dafio anatomico producido en las dendritas
aferentes tipo | (Puel, 1995).

NEUROTRANSMISORES DE LA VIA OLIVOCOCLEAR EFERENTE.

Aungue Ramon y Cajal en 1900 y 1909 observd la presencia de fibras nerviosas
que alcanzaban el receptor auditivo, y que eran independientes de las neuronas del
ganglio espiral, la inervacion eferente de la coclea fue descrita por primera vez por
Rasmussen (Rasmussen, 1942 y 1946), quién identificd los haces olivo-cocleares
cruzado y no cruzado; hoy en dia la denominacion es diferente y se habla de sistema
eferente olivococlear medial y lateral (Warr y Guinan, 1979; Warr, 1992; Gil-Loyzaga y
Poch-Broto, 2000-b). El sistema lateral se originaria en el nucleo olivar superior lateral
y Sus neuronas se proyectarian principalmente (85%) a la cclea homolateral, los axones
sin mielinizar acaban por debajo de la célula ciliada interna (CCI), haciendo sinapsis
con las dendritas de las neuronas aferentes radiales tipo |, -sinapsis axodendriticas-. El
sistema medial se originaria en el nacleo olivar superior medial o en el cuerpo
trapezoides y las neuronas enviarian los axones o bien a la cdclea contralateral (60%) o
a la homolateral (30%), terminando por hacer sinapsis con el polo basal de la célula
ciliada externa (CCE) -sinapsis axosomatica-.

La proyeccion de este sistema eferente olivococlear en la cdclea tiene una

distribucion tonotdpica (Guinan y cols., 1983 y 1984; Robertson y cols., 1987); esta



91

tonotopia se ha comprobado mediante la inyeccidn de una sustancia marcadora neuronal
de transporte anterogrado, la S-metionina, en el tronco cerebral y se han estudiado las
zonas por donde se distribuye en la coclea (Guinan y cols., 1984); el marcaje retrogrado
con la peroxidasa (HRP) se ha utilizado para identificar positivamente las células
neuronales que dan origen al haz olivococlear (Warr, 1975).

La distribucion de este sistema eferente y su relacion con las células ciliadas
internas (CCI) y externas (CCE) parece indicar que constituye un sistema de regulacion
y control sobre las células ciliadas; el sistema eferente lateral realizaria un control
postsinaptico (Fig. 4. Pag. 79) de la actividad de las células ciliadas internas (CCI)
mediante las sinapsis axodendriticas, regulando y siendo regulado por la actividad de
descarga (frecuencia de disparos) de las neuronas aferentes tipo | (Warr, 1992; Eybalin,
1993); el sistema medial, gracias a las sinapsis axosomaticas, regularia la motilidad de
las células ciliadas externas (contracciones lentas), alterando los mecanismos activos de
la transduccion mecano-eléctrica (Pujol, 1994).

Esta regulacion se llevaria a cabo mediante el empleo de diferentes
neurotransmisores y neuromoduladores que han sido identificados por diferentes
técnicas de inmunocitoquimica y de hibridacion “in situ”; en el sistema lateral (Fig. 4.
Pag. 79) se han identificado algunos neurotransmisores como la acetil-colina (ACh), la
dopamina, el &cido gamma-amino-butirico (GABA), la serotonina y también algunos
neuromoduladores como la proteina relacionada con el gen de la calcitonina (CGRP),
las encefalinas y las dinorfinas; en el sistema medial las sustancias identificadas son
mas escasas, la acetil-colina (ACh), la proteina relacionada con el gen de la calcitonina
(CGRP) y el acido gamma-amino-butirico (GABA) Unicamente en el apex coclear
(Eybalin, 1993; Pujol, 1994; Gil-Loyzaga, 1995; Puel, 1995; Gil-Loyzaga y Pujol,

1999; Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000-b).
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Cada neurona de este sistema eferente tendria capacidad para producir cada uno
de los neurotransmisores 0 neuropéptidos, sin embargo no los produciria todos a la vez
sino que los sintetizaria y liberaria en funcion de diferentes condiciones fisiologicas o
patoldgicas (Pujol, 1994).

ACETIL-COLINA.

Descrita por primera vez en la céclea por Schuknecht (Schuknecht y cols., 1959),
su existencia ha sido demostrada por experimentos bioquimicos y de
inmunocitoquimica, mediante la determinacion la acetil-colin-transferasa, que es su
enzima de sintesis a partir de acetil-coenzima A y colina (Altschuler y cols., 1985;
Eybalin y Pujol, 1987; Merchan-Pérez y cols., 1994).

Su accién se ejerceria fundamentalmente a nivel de la célula ciliada externa,
aunque también se ha identificado en el sistema eferente lateral, atribuyéndosele una
funcion facilitadora de la actividad de descarga espontanea o inducida por el glutamato,
a nivel de las fibras aferentes radiales situadas bajo las células ciliadas internas (Felix y
Ehrenberger, 1992).

Una vez liberada a la hendidura sinaptica actuaria sobre receptores nicotinicos y
muscarinicos; los receptores nicotinicos tienen localizacion postsinaptica, en el polo
basal de las células ciliadas externas (CCE) (Plinkert y cols., 1991; Kujawa y cols.,
1993), mientras que los muscarinicos, posiblemente del subtipo Ms, se localizarian en
ambas células ciliadas y también presinapticamente (M;) (Kakehata y cols., 1993;
Bartolami y cols., 1993-ay b).

El receptor nicotinico es ionotropico, esta asociado a un canal i6nico permeable al
K", y su activacion desencadenaria corrientes de salida de este ion hacia el exterior de la
célula ciliada externa (CCE), con la consiguiente hiperpolarizacion de la misma

(Housley y Ashmore, 1991; Kakehata, y cols., 1993; Erostegui y cols., 1994).
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El receptor muscarinico es metabotrdpico, esta acoplado a la proteina G y a un
segundo mensajero (Sargent, 1993), y al activarse por la union con la acetil-colina
actuaria sobre la proteina G, posibilitandose varias vias metabdlicas: inhibicion de la
adenilato-ciclasa (disminuyendo la produccion de AMP ciclico), hidrolisis de
fosfolipidos de membrana (cascada del fosfoinositol, que acabaria removiendo los
depésitos de Ca”" intracelular) o activacion de un canal de K* (Alonso-Solis, 1992). De
este receptor se han aislado tres subtipos, el My que cierra un canal de K* provocando
una despolarizacion celular, el M, que aumenta la conductancia al K* a través de un
canal especifico, hiperpolarizando la célula (Alonso-Solis, 1992), y el M3 que tendria
unas caracteristicas intermedias entre los nicotinicos y los muscarinicos (Housley y
Ashmore, 1991), lo que explicaria la inusual farmacologia colinérgica de estos
receptores, especialmente la sensibilidad a la estricnina (Pujol, 1994).

La acetil-colina tendria una funcion protectora sobre el sistema de micromecanica
coclear, formando parte del llamado reflejo coclear, y sobre la actividad del nervio
coclear, ya que reduce la amplitud del potencial de accion compuesto (PAC); produce
alteraciones en las otoemisiones acusticas actuando sobre los mecanismos activos de la
célula ciliada externa (contracciones rapidas), reduciéndolos (Wiederhold, 1986;
Kujawa y cols., 1993); también produce un incremento en los potenciales microfénicos
cocleares (Klinke y Galley, 1974; Wiederhold, 1986) al favorecer las contracciones
lentas de las células ciliadas externas.

Posiblemente la acetil-colina de este sistema eferente medial potencie el efecto
toxico de los aminoglucosidos en la céclea, por posible interferencia con las reacciones
metabdlicas que ocurren a nivel del receptor metabotrdpico para la acetil-colina, en la
célula ciliada externa (Kakehata y cols., 1993; Puel, 1995). También se sospecha que

una disfuncién en el control del sistema eferente medial sobre las células ciliadas
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externas (CCE) podria ser el mecanismo responsable de los tinnitus (Eggermont, 1983;
Puel, 1995).

DOPAMINA.

La dopamina fue inicialmente excluida como neurotransmisor del 6rgano de Corti
debido a la escasa repercusion que parecia tener sobre el potencial de accion compuesto
(PAC) (Bobbin y Thompson, 1978). Este neurotransmisor fue detectado por primera vez
en la coclea de la rata usando técnicas de cromatografia liquida de alta presion o
resolucion (HPLC) acoplada a deteccion electroquimica (Gil-Loyzaga y Parés-Herbute,
1986 y 1989). La inmunolocalizacion de tirosina-hidroxilasa (enzima necesaria para la
sintesis de catecolaminas), con microscopia éptica primero (Jones y cols., 1987), y con
microscopia electronica mas tarde (Charachon y Eybalin, 1990; Eybalin y cols., 1993),
sirvid para sospechar la existencia de catecolaminas en la coclea; la ausencia de enzimas
que intervienen en la sintesis de adrenalina y noradrenalina a partir de la dopamina
(dopamina-B-hidroxilasa -DBH- y feniletanolamina-N-metil transferasa -PNMT-), junto
con diferentes ensayos bioquimicos (Gil-Loyzaga y cols., 1989) confirmaron que la
catecolamina que se identificaba en la coclea era la dopamina, y se la relaciona con el
sistema eferente lateral (Vicente-Torres y cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1995). Tanto la
tirosina-hidroxilasa (TH) como la DOPA-decarboxilasa han sido identificadas en las
varicosidades del sistema eferente lateral que hacen sinapsis con las dendritas del
sistema aferente radial, a nivel del haz espiral interno (Eybalin y cols., 1993).

Posiblemente el sistema eferente lateral que produce dopamina tenga efectos
protectores contra la neurotoxicidad producida por la excesiva accion de los
neurotransmisores sobre la fibra aferente tipo | (por exceso de liberacion o bien por
defecto de metabolizacion), que ocurriria en situaciones de ruido intenso y mantenido

-trauma acustico- (Gil-Loyzaga y cols., 1994-a) o en condiciones de hipoxia/isquemia
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(Pujol y cols., 1992-a; D’Aldin y cols., 1995); asi, se ha comprobado que las lesiones
producidas en las dendritas de fibras aferentes tipo I, debidas a la exposicion a un ruido
intenso, se evitarian con el uso de un agonista de dopamina (piribedil) antes de la
exposicion; de igual manera, el uso de este agonista de dopamina evitaria las lesiones
producida por la isquemia severa en las dendritas localizadas bajo las células ciliadas
internas (Pujol, 1993; D’Aldin y cols., 1995).

La accion del piribedil se ejerceria sobre receptores metabotropicos tipo D, y Dg;
mediante hibridacién “in situ” se ha comprobado que la localizacion de receptores D,
seria postsinaptica, en las neuronas del ganglio espiral, y presinaptica, en las neuronas
del sistema eferente lateral (Safieddine y cols., 1994). Sin embargo no se conoce
exactamente el mecanismo por el cual los agonistas D, de la dopamina mantienen el
balance osmoético en la dendrita de la fibra aferente tipo I, protegiéndola contra la
excitotoxicidad que habitualmente ocurren en el trauma acustico y en la isquemia.

A nivel celular y bioquimico, se ha comprobado que la dopamina tiene un amplio
espectro de acciones, que se producen al interaccionar la dopamina con sus proteinas
receptoras especificas (Gingrich y Caron, 1993), y que irian desde la inhibicién o
estimulacion de la adenilato-ciclasa (Stoof y Kebabian, 1984), la activacion de los
canales ionicos del K* (Sasaki y Sato, 1987), alteraciones del fosfatidil-inositol (Mahan
y cols., 1990), alteraciones en el metabolismo del &cido araquidonico (Kanterman y
cols., 1991), cambios en la frecuencia de descarga neuronal (Walters y cols., 1987) y
alteraciones de la expresion gendémica (Gerfen y cols., 1990).

Tradicionalmente se ha aceptado la existencia de dos tipos de receptores
dopaminérgicos, los D; y los D,, que son receptores metabotropicos con unas
determinadas funciones (Alonso-Solis, 1992); la unién de la dopamina a un receptor

D1, de localizacion postsinaptica, llevaria consigo la activacion de la adenilato-ciclasa a



96

través de la proteina G, mientras que la activacion de un receptor D, o bien no tendria
efecto o bien produciria una inhibicion de la adenilato-ciclasa (Kabebian y Calne,
1979), una activacién de los canales de K* e inhibicion de los canales de Ca®* con
disminucién de los niveles de Ca®" libre intracelular (Todd y O’Malley, 1993), y una
disminucion del recambio del inositol-trifosfato (Vallar y Meldolesi, 1989; Karadaghy y
cols., 1997).

Sin embargo, con el empleo de nuevas técnicas (recombinacion de ADN y
clonacion molecular) se ha ampliado el campo de los receptores dopaminérgicos, en el
sistema nervioso central, identificandose varios subtipos para cada receptor (Gingrich y
Caron, 1993; Todd y O’Malley, 1993; Karadaghy y cols., 1997); del receptor D; se han
aislado dos subtipos, conocidos como D;-like, que son el Dia y el Ds (en humanos) o
Dis (en ratas) y del receptor D, se han aislado tres subtipos, conocidos como D,-like,
que son el Dy (Das-cortoY Dat-largo-), €l D3 y el D4 (Gingrich y Caron, 1993; Karadaghy y
cols., 1997). Se han detectado en la coclea de los mamiferos dos tipos de receptores
D, y D3, mientras que no se ha podido demostrar la existencia de los receptores
Dia, D1g, D2s y Dg, bien porque no se expresen, o bien porque lo hagan en muy pequefia
cantidad (Karadaghy y cols., 1997).

Respecto a su localizacion en la sinapsis, los receptores D;-like son de
localizacién postsinptica, mientras que los D,-like parecen localizarse tanto
presindpticamente como postsinapticamente, y habitualmente su accion la ejercen
ambos al unirse a la proteina G, a través de un segundo mensajero; tinicamente el D3 no
gjerce su accion a través de la adenilato-ciclasa, y tiene localizacion pre y postsinéptica
(Alonso-Solis, 1992).

Las repercusiones de la dopamina y de los agonistas dopaminérgicos sobre los

registros electrofisioldgicos son evidentes, producen una reduccion de la amplitud del
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potencial de accion compuesto (PAC) de manera dosis-dependiente, siendo mayor a
altas intensidades de estimulacion sonora; tambien aumenta la latencia de la onda N1 de
dicho potencial (Eybalin, 1993; D’Aldin y cols., 1995-b; Oestreicher y cols., 1997), y
sin embargo no se encuentra afectado el potencial de sumacion (PS) ni el potencial
microfénico coclear (MC), lo que supondria que la accion de la dopamina no se
ejerceria a nivel de las células ciliadas (Eybalin, 1993). La dopamina podria inhibir la
transmision entre las células ciliadas internas y las fibras aferentes tipo | (Eybalin,
1993), o bien inhibir la actividad de descarga de las fibras aferentes tipo | que inducen
quimicamente las células ciliadas internas (Oestreicher y cols., 1997).

También se sabe que la concentracion de dopamina dentro de una coclea sometida
a ruido disminuye (Vicente-Torres y cols., 1993), mientras que los niveles de sus
metabolitos, el acido dihidroxi-fenil-acético (DOPAC) y el &cido homovanilico (HVA),
aumentan (Gil-Loyzaga y cols., 1993 y 1994-a), lo que supondria un aumento del
recambio metabolico de la dopamina dentro de la coclea. Sin embargo, si se hace un
tratamiento con piribedil (agonista dopaminérgico D,), previo a la exposicion al ruido,
se comprueba que las concentraciones de dopamina, de DOPAC y de HVA dentro de la
céclea son similares a las existentes en los animales que han sido mantenidos en
silencio, lo que significa que el piribedil puede bloquear el recambio metabdlico de la
dopamina que ocurre en las cdcleas de los animales sometidos a ruidos de alta
intensidad (Gil-Loyzaga y cols., 1994-a), lo que sugiriere alguna clase de regulacion
presinaptica, a traves de receptores presindpticos D, 0 autorreceptores, en la liberacién
de la dopamina por parte de las fibras del sistema eferente lateral (Gil-Loyzaga y cols.,
1992 y 1994-a).

Es probable que la dopamina esté involucrada en la modulacion postsinaptica de

la neurotransmision entre la célula ciliada interna (CCl) y las fibras aferentes tipo I, no
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solo a través de receptores D, y D3z postsindpticos como sugieren algunos autores
(Drescher y cols., 1994; Safieddine y Eybalin, 1994; D’Aldin y cols., 1995-b), sino
también a traves de receptores D; de localizacion postsinaptica, como sugieren los
trabajos de otros equipos de investigacion (Oestreicher y cols., 1997; Gil-Loyzaga y
cols., 1998-b). Este mecanismo de regulacion postsindptica se pondria en marcha en
situaciones fisiopatoldgicas, como puede ocurrir con el trauma acustico (Gil-Loyzaga y
cols., 1994-a; D’Aldin y cols., 1995-b), pero también en situaciones fisiologicas, para
tratar de evitar las lesiones que se producen en las dendritas de las fibras aferentes tipo |
en situaciones de sobreestimulacion (Oestreicher y cols., 1997).

SEROTONINA (5-HT).

Es el altimo de los neurotransmisores detectados en el oido interno; se han
empleado técnicas de cromatografia liquida de alta presion acoplada a deteccion
electroquimica (HPLC-ED) para determinar la concentracion de serotonina (5-HT) y su
metabolito, el acido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA), en el vestibulo del oido interno
de la rata (Gil-Loyzaga y cols., 1997-b y 2000-c); el mismo método se ha empleado
para la medicién de la serotonina y su metabolito en la coclea de la rata (Vicente-Torres
y cols., 1996 y 1998).

Para la serotonina detectada en la coclea se han supuesto tres posibles fuentes de
origen (Vicente-Torres y cols., 1998). Técnicas de inmunocitoquimica han permitido
identificar una pequefia poblacion de fibras serotoninérgicas que tendrian una
distribucion similar a otras fibras del sistema olivococlear eferente lateral, y que se
proyectarian a la céclea, distribuyéndose principalmente por el plexo espiral interno,
bajo las células ciliadas internas (CCI), aunque también existen colaterales que
cruzando el tanel de Corti contactarian con algunas células ciliadas externas (CCE) de

la primera hilera (Gil-Loyzaga y cols., 1997-a y 2000-c). Otra posible fuente de
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serotonina podrian ser las fibras simpaticas del ganglio cervical superior que se
proyectan hacia la cdclea, sin embargo, mediante estudios inmunocitoquimicos no se ha
detectado serotonina en aquellos territorios de la cdclea inervados por fibras simpaticas
(Gil-Loyzaga y cols., 1997-a); la sangre seria la tercera posible fuente de serotonina en
la cdclea, principalmente en las plaquetas (Kumar y cols., 1990; Pussard y cols., 1996).

Se ha comprobado que la extirpacion del ganglio cervical superior no modifica las
concentraciones de serotonina (5-HT) ni del &cido 5-hidroxi-indol-acético (5-HIAA) de
la céclea (Gil-Loyzaga y cols., 1998-c), sin embargo la serotonina (5HT) si se modifica
cuando se realiza el lavado de la sangre de la céclea mediante perfusion adrtica,
reduciéndose en un 76%, y permaneciendo invariables los niveles del acido 5-hidroxi-
indol-acético (5-HIAA). Por lo tanto, se puede concluir que la serotonina que se obtiene
cuando se lava la sangre de la coclea mediante perfusidn adrtica (24%) y todo el acido
5-hidroxi-indol-acético detectados en la coclea, podrian estar relacionados con el
metabolismo de las fibras serotoninérgicas de la cdclea (Vicente-Torres y cols., 1998),
que han sido recientemente identificadas por técnicas de inmunocitoquimica (Gil-
Loyzaga y cols., 1997-b y 2000-c).

Experimentos con ratas sometidas a ruido intenso (90 dB SPL) y mantenido
durante una hora, no han podido demostrar variaciones en la concentracion de
serotonina o de su metabolito (5-HIAA) en la ciclea, pero si de dopamina, de GABA
(&cido gamma-amino-butirico) o de Met-encefalina (Vicente-Torres y cols., 1998), lo
que supondria un mecanismo de liberacion diferente al del resto de los
neurotransmisores/neuromoduladores del sistema eferente lateral, y quizés se trataria de
un sistema de inervacion independiente (Gil-Loyzaga y cols., 1997; Vicente-Torres y
cols., 1998).

Aunque el papel funcional de la serotonina en la coclea no se ha evidenciado en la
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actualidad, posiblemente seria el de modular la respuesta de las fibras aferentes tipo | al
neurotransmisor liberado por las células ciliadas internas, ya que se ha comprobado que
la inyeccion intracoclear de ésta produce una reduccion del potencial de accion
compuesto (PAC), de manera similar a otras sustancias neuroactivas del sistema
eferente lateral (Bobbin y cols., 1978).

ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRICO (GABA).

Es el aminoacido neurotransmisor inhibidor més abundante en el sistema nervioso
central (SNC); se obtiene a partir del glutamato por accién de la enzima acido glutamico
decarboxilasa (GAD) que, aparte de su localizacion en el sistema nervioso central y en
la retina, también se ha localizado en fibras del haz espiral interno y en el haz espiral del
tnel de Corti, dentro de la coclea (Fex y Altschuler, 1984). La primera evidencia de
sustancias similares al GABA (GABA-like), sustentada en experimentacion con
deteccion mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC), corresponde a
Drescher (Drescher y cols., 1983), quien demuestra el aumento de estas sustancias en la
perilinfa de cobayas sometidos a ruidos de diferentes intensidades (Eybalin, 1993).
Previamente existian evidencias de captacién de GABA tritiado ([*H]-GABA) por fibras
eferentes, tanto mediales como laterales (Richrath y cols., 1974; Gulley y cols., 1979),
que fueron confirmadas posteriormente por otros autores (Gil-Loyzaga y cols., 1994-b).

Posteriormente experimentos de inmunocitoquimica demuestran el posible papel
del GABA como neurotransmisor del sistema eferente de la cdclea, y se describe la
existencia de GABA vy su enzima de sintesis, la glutamato decarboxilasa (GAD), en
varicosidades y en fibras del haz espiral interno y en el haz espiral del tnel (Fex y
Altschuler, 1984; Eybalin y cols., 1988; Whitlon y Sobkowicz, 1989; Ylikoski y cols.,
1989; Eybalin y Altschuler, 1990; Merchan-Pérez y cols., 1990-b y c). Con el empleo

de la microscopia electronica, se ha observado en la coclea inmunoreactividad al GABA
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(GABA-like) a nivel de la sinapsis axodendritica entre el sistema eferente lateral y el
sistema aferente, por debajo de la célula ciliada interna (Eybalin y cols., 1988; Usami y
cols., 1988; Eybalin y Altschuler, 1990). Algunas fibras que contienen GABA han sido
localizadas formando un plexo complejo, a nivel del apex coclear, donde llegan a
contactar con las células ciliadas externas (Merchan-Pérez y cols., 1993).

La accion del GABA se produciria al interaccionar con al menos dos tipos de
receptores, el GABAA y el GABAg (Hill y Bowery, 1981; Alonso-Solis, 1992). El
GABAA, se trata de un receptor ionotropico, con cierta complejidad estructural, ya que
estaria constituido por un lugar de reconocimiento para GABA, un lugar modulador
para las benzodiacepinas y los barbitaricos y un canal ionico para paso del CI" (Plinkert
y cols., 1989; Alonso-Solis, 1992); seria de localizacién postsinaptica y su activacion
provocaria la apertura del canal para el CI', lo que permitiria su paso al interior de la
célula, provocando la hiperpolarizacion celular (Eybalin, 1993). EI GABAg identificado
en los tejidos nerviosos, es un receptor metabotrépico (Wojcik y Neff, 1983) que tendria
localizacion presinaptica (autoreceptor) y su activacion provocaria una reaccion en
cadena a través de un segundo mensajero, la adenilato-ciclasa o el fosfatidil-inositol,
induciendo una reduccién en la liberacién de otros neurotransmisores por parte de las
neuronas (posiblemente al inhibir la entrada de Ca** a nivel del terminal presinaptico).
En la céclea unicamente se han identificado receptores del tipo GABAAa (Eybalin,
1993).

Diferentes estimulos elevan la concentracion de GABA en la cdclea, la
estimulacion sonora (Drescher y cols., 1983), la perfusion de perilinfa rica en iones de
K* (Bobbin y cols., 1990) o la administracion de aminoacidos excitotoxicos analogos
del glutamato como el aspartato, el AMPA (acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-

propidnico) o el acido kainico (Erdo y cols., 1993; Janaky y cols., 1993).
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Se ha demostrado que la microinyeccion de GABA en la proximidad del haz
espiral interno provoca una disminucién en la frecuencia de los disparos de las fibras
aferentes radiales inducidos por la accion del glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA)
o0 acetil-colina, pero no tiene repercusion sobre la actividad espontanea de estas fibras
(Felix y cols., 1991; Felix y Ehrenberger, 1992), por lo tanto inhibiria la transmision
entre la célula ciliada interna y la fibra aferente tipo I, protegiendo a estas fibras
aferentes de excitaciones excesivas y de las posibles consecuencias neurotoxicas
(Eybalin,1993; Puel, 1995).

Cuando se supera la actividad del GABA y de todo el sistema eferente (por falta
de reservas suficientes, por falta de afinidad por los receptores GABAA, por incapacidad
de los receptores para ser activados,...) sobrevienen las lesiones ocasionadas por los
aminoacidos excitotoxicos, de ahi que algunos grupos de trabajo estén dedicados al
estudio de la potenciacion de la actividad de los receptores GABAA mediante el uso de
diferentes benzodiacepinas, para evitar estas situaciones de sobreestimulacion (Jiménez-
Ferreres, 1996). Se ha demostrado que con el empleo de clonazepam y de flunitrazepam
se pueden evitar las lesiones morfoldgicas y las alteraciones electrofisioldgicas
provocadas por la administracion de &cido kainico, normalizandose la amplitud y la
latencia del potencial de accion compuesto -PAC- (Jiménez-Ferreres, 1996).

ENCEFALINAS Y DINORFINAS.

La Met-encefalina y la Leu-encefalina fueron los primeros péptidos opioides
aislados en el cerebro a mediados de los afios 70 (Hughes y cols., 1975). Su presencia
en la coclea fue detectada por técnicas de inmunoreactividad, en gatos y cobayas (Fex y
Altschuler, 1981), y confirmada por técnicas de inmunofluorescencia (Eybalin y Pujol,
1984; Gil-Loyzaga y cols., 1988) y de inmunocitoquimica ultraestructural (Altschuler y

cols., 1984; Eybalin y Altschuler, 1990). Su localizacion es muy variada, a nivel del haz
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espiral interno y del haz espiral del tunel (sistema eferente lateral), haciendo sinapsis
con las fibras aferentes, al nivel de las células ciliadas externas, formando a modo de
parches en su base -sistema eferente medial- (Fex y Altschuler, 1981; Eybalin, 1993),
aunque esta ultima localizacion podria ser debida a reacciones cruzadas como lo
demuestran estudios en los que se emplean anticuerpos anti-Met-encefalina (Eybalin y
Pujol, 1984-a) y por lo tanto, la confirmacion de su localizacion bajo las células ciliadas
externas (CCE) aun no esta probada. La distribucion es a lo largo de toda la coclea,
tanto en animales adultos como en animales en desarrollo (Gil-Loyzaga y cols., 1988)

Las dinorfinas y neoendorfinas forman una familia de péptidos opioides cuyo
precursor es la prodinorfina (o proencefalina B); la presencia de estas sustancias en el
sistema eferente fue propuesta tras estudios realizados mediante radioinmunoensayo en
cobayas y ratas (Hoffman y cols., 1985), y su localizacion en el sistema eferente lateral
se demuestra con estudios de marcaje retrégrado y de inmunofluorescencia en ratas
(Abou-Madi y cols., 1987).

La accién de los péptidos opioides en el sistema nervioso central se realiza a
través de cuatro receptores, u (mu), & (delta), x (kappa) y o (sigma). Se discute si son
formas proteicas diferentes o se trata de formas interconvertibles de la misma proteina;
la accion general de estos receptores es inhibitoria, ya que producen inhibicion de la
adenilato-ciclasa e hiperpolarizacion secundaria a la apertura de un canal de K"
(Alonso-Solis, 1992)

Las encefalinas en la cdclea reconocen los receptores p (mu) y sobre todo los
receptores o6 (delta) (Kosterlitz, 1985; Puel, 1995) y sus efectos estarian mediados por
un segundo mensajero, con inhibicion de la adenilato-ciclasa (Simonds, 1988; Loh, y
Smith, 1990), ya que no tienen repercusiones inmediatas en las concentraciones de K* o

Ca®*, y sin embargo producirian cambios mantenidos en la excitabilidad neuronal
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(Miller, 1984), que guardarian relacion con ciertas formas de fatiga auditiva. Las
dinorfinas actdan principalmente sobre receptores k (kappa) (Goldstein, 1984).

En la coclea, la liberacion de encefalinas se relaciona con la estimulacion sonora,
ya que se ha observado un aumento de su concentracion en la perilinfa y una
disminucion en su concentracion general en la cdclea, en cobayas mantenidos bajo ruido
intenso (Drescher y cols., 1983). Por el contrario la liberacion de dinorfinas se relaciona
con estimulaciones con altas concentraciones de K™ y con veratridina (Hoffman y cols.,
1989).

Aungue no existen referencias claras a la influencia de los opioides sobre los
registros electrofisioldgicos, se han publicado trabajos en los que empleando
pentazocina, un agonista de receptores k (kappa) y antagonista de receptores m (mu),
por via intravenosa, se producian aumentos en la amplitud de las ondas N; y N» del
potencial de accién compuesto (PAC) sin afectar al potencial microfénico coclear (MC)
(Sahley y cols., 1991).

PEPTIDO RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA
(CGRP).

El CGRP es una sustancia sintetizada mayoritariamente en el sistema nervioso
(Rosenfeld y cols., 1983); se ha detectado un ARNy que codifica el CGRP en el
complejo olivar superior (Amara y cols, 1985; Safieddine y Eybalin, 1992-a), ademas
por estudios de inmunohistoquimica se han detectado sustancias similares al CGRP
(CGRP-like) en la oliva lateral superior, en las neuronas periolivares y en el cuerpo
trapezoidal (Beattie y Moore, 1991; Safieddine y Eybalin, 1992-b; Eybalin, 1993).
Usando técnicas de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) vy
radioinmunoanalisis, este péptido ha sido identificado en la coclea (Uddman, 1985).

Con técnicas de inmunocitoquimica y microscopia Optica ha sido identificado el
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CGRP en el haz espiral interno, en el haz espiral del tdnel y en el polo basal de las
células ciliadas externas (Kitajiri y cols., 1985; Ylikoski y cols., 1989; Merchan-Pérez y
cols., 1990-a). Estos hallazgos fueron confirmados con microscopia electronica,
admitiéndose que se halla como neuromodulador en las varicosidades del sistema
eferente lateral que hace sinapsis con las fibras aferentes tipo | y en las sinapsis del
sistema eferente medial con las células ciliadas externas (CCE) (Eybalin y Pujol, 1989;
Kuriyama'y cols., 1990).

Se ha observado que la perfusion intracoclear de CGRP produce una reduccion de
la amplitud del potencial de accion compuesto (Matsunaga y cols., 1986); este resultado
contrasta con el efecto excitatorio que se obtiene en la linea lateral del Xenopus laevis,
donde el CGRP aumentaria la frecuencia de descarga de las fibras aferentes conectadas
con las células ciliadas (Adams y cols., 1987; Sewell y cols., 1991). En accion conjunta
con la acetil-colina, el CGRP producirfa un aumento de los niveles de Ca?* intracelular
(Shigemoto y Ohmori, 1990), sin embargo este efecto no se ha podido demostrar
cuando aisladamente se emplea el CGRP (Eybalin, 1993).

NEUROTRANSMISORES EN LA CELULA CILIADA EXTERNA.

Debido a que la inervacién aferente de las células ciliadas externas (CCE) es
minoritaria (representa entre un 5% y un 10% de las neuronas del ganglio espiral)
respecto a la de las células ciliadas internas (CCl), la actividad de esta sinapsis queda
enmascarada por la actividad mayoritaria de la sinapsis entre las células ciliadas internas
y las fibras aferentes tipo I, y por lo tanto se carece de un indicador de actividad de
dicha sinapsis (Eybalin, 1993; Puel, 1995). El Gnico registro aportado sobre la actividad
de esta sinapsis (Robertson, 1984) sugiere que las fibras aferentes tipo Il carecen de
actividad espontanea y no responden a estimulos auditivos.

Para algunos autores (Lepage, 1989) la funcion de las fibras aferentes tipo Il
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podria ser la de registrar la actividad motil (tension) de las células ciliadas externas, de
manera similar al sistema de fibras intrafusales de la musculatura estriada; ello
implicaria que esta inervacion transmitiria sensaciones de fatiga auditiva (Brown y
cols., 1988) y mensajes de dafio celular (Simmons y Liberman, 1988) hacia el ndcleo
coclear, en respuesta a altas intensidades de estimulacion que despolarizarian la célula
ciliada externa y alterarian de manera importante su motilidad, liberando en este
momento el neurotransmisor que actuaria sobre las dendritas de las fibras aferentes tipo
Il (Eybalin, 1993).

Diferentes estudios autoradiograficos empleando la captacion “in vivo” de L-[*H]-
glutamina (Ryan y Schwartz, 1984) y ensayos de inmunocitoquimica con glutamato
(Altschuler y cols., 1989; Eybalin y cols., 1991), sugieren el empleo de este aminoacido
como posible neurotransmisor al nivel de la célula ciliada externa; sin embargo la
inmunocitoquimica no diferencia entre el glutamato metabdlico y el glutamato usado
como neurotransmisor, y algunos estudios de microscopia electronica (Eybalin y cols.,
1990; Eybalin y cols., 1991) orientan a favor del uso del glutamato como via metabolica
en vez de su uso como neurotransmisor.

Diferentes péptidos como la colecistoquinina, el glucagon, la sustancia P o la
hormona reguladora de gonadotropinas (GnRH), han sido localizados a nivel de la
célula ciliada externa (Nowak y cols., 1987), sin embargo aun seran necesarios estudios
mas profundos para poder llegar a conclusiones definitivas sobre los neurotransmisores

empleados por dicha célula ciliada (Eybalin, 1993; Puel, 1995).
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ACTIVIDAD ELECTRICA COCLEAR.

En toda célula animal existe una diferencia de potencial entre la superficie interna
y externa de la membrana de dicha célula, que se denomina potencial de membrana o
potencial de reposo. Considerando el exterior de la célula como referencia, este
potencial de membrana es negativo, y variando de unas células a otras; para la neurona
el potencial de membrana es aproximadamente de -70 mV y para las células ciliadas
varia entre -40/-60 mV (L6pez-Barneo, 1992).

En situaciones de reposo la membrana celular es impermeable a los iones salvo al
K", para el que se supone que existen canales idnicos permanentemente abiertos; a
través de estos canales sale K™ a favor de un gradiente de concentracion ¢ gradiente
quimico, ya gque este ion es mayoritariamente intracelular, pero a esta salida se opone un
gradiente eléctrico, ya que el interior celular es negativo con respecto al exterior.
Cuando se iguala el flujo de salida y de entrada de K* a través de la membrana celular
se habla de potencial de equilibrio transmembrana (Lopez-Barneo, 1992).

El potencial de accion es un cambio brusco y transitorio en el potencial de reposo
generado en aquellas células que tienen membranas excitables; en situacion de reposo y
gracias a la permeabilidad selectiva de la membrana celular para el Na* y el K*, ocurre
entrada progresiva de Na* hasta que se alcanza un valor umbral (-40 6 -30 mV), a
partir de este punto ocurre una despolarizacion brusca, llegando hasta +50 6 +60 mV
(potencial invertido), entonces comienza la repolarizacion con la salida de K*, también
rapida, en contra de gradiente eléctrico, pero a favor de gradiente quimico, volviendo a
sobrepasar el potencial de reposo (-60/-80 mV), con el Na* dentro y el K* fuera de la
célula. Para restablecer el equilibrio, la bomba de Na’/K* (mecanismo activo) saca Na*
y mete K a la célula, restableciéndose las condiciones iniciales —postpotenciales-

(Lopez-Barneo, 1992). En el caso de la célula ciliada interna la despolarizacion ocurriria
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por entrada masiva de K" al interior de la célula, a través de los “tip links” de los
estereocilios (Gil-Loyzaga, 1997).

POTENCIALES AUDITIVOS.

Se definen asi todos los fendmenos eléctricos de la céclea y del nervio auditivo
que nos permiten, mediante su registro y medicion, el analisis del funcionamiento del
aparato auditivo tanto en su porcion periférica como central; de los potenciales auditivos
existen unos en reposo (el potencial endococlear) y otros evocados como respuesta a
un estimulo acustico, el potencial microfénico coclear (MC), el potencial de
sumacion (PS), el potencial de accién compuesto (PAC), y el potencial evocado
auditivo del tronco cerebral (PEATC o BERA).

POTENCIAL ENDOCOCLEAR.

Refleja la diferencia de potencial existente entre la perilinfa y la endolinfa (que es
de +80/+120 mV) y se debe a la diferencia en la composicion ionica existente entre
ambas linfas cocleares, y posiblemente esté mantenido por mecanismos activos
localizados en las paredes laterales de las células epiteliales de la estria vascular; la
diferencia de potencial existente entre el interior de la célula ciliada interna y la
endolinfa que rodea los cilios de dicha célula ciliada serd de 140 mV/160 mV
aproximadamente.

Este potencial es relativamente constante, aunque puede alterarse con la
estimulacion acustica, y también se ve afectado por cambios metabdlicos como la
hipoxia y la hipoglucemia, que producen una marcada depresion de dicho potencial, e
incluso puede llegar a invertirlo (Konishi y cols., 1961). Sin embargo las células no
sufren una disminucién tan brusca del potencial de membrana al inactivarse los canales
ionicos. El potencial endococlear seria el resultado de la suma de un potencial negativo

dentro de la escala media (debido principalmente a la difusion idnica del K*) y de un
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potencial positivo dependiente de una bomba electrogénica, localizada supuestamente
en la estria vascular (Prazma, 1975).

POTENCIALES EVOCADOS.

Debe considerarse a Caton (1875) como el pionero en el descubrimiento de los
potenciales evocados auditivos, ya que describe las “corrientes débiles” incluidas en
los registros de la actividad eléctrica cerebral; posteriormente fue Hans Berger,
considerado el iniciador de la eclectroencefalografia clinica, quién en 1930, haciendo
registros de la actividad eléctrica cerebral en humanos y en gatos descerebrados,
observé modificaciones de dicha actividad como respuesta a estimulos sonoros intensos,
sin conseguir llegar a registrarla; gracias a los avances técnicos, a la aparicion de los
promediadores y al uso de computadoras y ordenadores se han conseguido identificar y
registrar.

Estos potenciales son generados en respuesta a un estimulo que puede ser
auditivo, visual o somatosensorial (vibratorio, tactil o eléctrico). En el caso de los
potenciales evocados auditivos el estimulo empleado es sonoro y debe cumplir una
serie de caracteristicas:

- Debe tratarse de un estimulo brusco, de inicio y final rapido y de corta duracion,
con el fin de conseguir una activacién sincronica de la mayor cantidad posible de
fibras aferentes. Los estimulos mas frecuentemente empleados suelen ser del
tipo “click”, “click filtrado™ o “tone-pip” y “tone-burst” o tonos en salvas.

- Debe ser un estimulo controlable, es decir, que puedan modificarse sus
caracteristicas de duracion, intensidad y frecuencia.

- Debe ser reproducible, de manera que la exploracién con un determinado
estimulo pueda ser realizada por otro explorador, pudiendo valorar, cuantificar y

comparar la latencia y la amplitud de cada onda.
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Dependiendo de la banda de tiempo donde se hace el analisis de la respuesta, del
estimulo empleado y de la colocacion de los electrodos, obtendremos diferentes
potenciales evocados auditivos, la electrococleografia, los potenciales evocados
auditivos del tronco cerebral (PEATC, BAER o BERA), potenciales de latencia media,
potenciales evocados corticales, potenciales evocados tardios, etc.

ELECTROCOCLEOGRAFIA.

La electrococleografia refleja la actividad eléctrica de la cdclea, expresada como
potencial microfénico coclear y potencial de sumacién, y de la porcion proximal del
nervio coclear, reflejada como potencial de accién compuesto.

POTENCIAL MICROFONICO COCLEAR (MC).

Este potencial fue descrito por primera vez por Weber y Bray (Weber y Bray,
1930) y los primeros en registrarlos fueron Gavilan y Sanjuan (Gavilan y Sanjuan 1961
y 1964), aunque los registros fueron realizados sin promediacion y los resultados fueron
tomados con cierto escepticismo (Séinz y Gonzalez, 1992). Se denomina asi porque
reproduce, como si de un micréfono se tratara, la onda empleada como sonido
estimulante, tanto en frecuencia como en amplitud (Gibson 1978). No tiene latencia ni
periodo refractario y disminuye al reducirse el estimulo que lo origina.
Tradicionalmente se viene aceptando que la Unica manera de registrar este potencial es
mediante las técnicas transtimpanicas, a través un electrodo colocado en el promontorio,
y con altas intensidades de estimulacion, por encima de 50/60 dB (Lopez-Moya, 1992).
Sin embargo, trabajos recientes apuntan la posibilidad de registro mediante electrodos
de superficie (De los Santos y cols., 1998; Sanjuan-Juaristi, 1998; Carricondo y cols.,
2001). No se ve afectado por la anoxia y puede incluso ser registrado después de la
muerte. No parece existir una correlacion directa entre el umbral auditivo y el umbral de

los potenciales microfonicos cocleares (Carricondo y cols 1999).
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Se trata de un multicomponente de polaridad alternante en el voltaje, cuyo origen
parece estar situado en las células ciliadas del 6rgano de Corti, ya que desaparece al
lesionarse las células ciliadas externas cuando se emplean aminoglucdésidos, en especial
la kanamicina (Dallos y Wang. 1974), o cuando se lesionan selectivamente de manera
mecanica (Spoendlin y Baumgartner, 1977).

Algunos autores relacionan este potencial microfénico coclear con la
despolarizacion de las células ciliadas externas, que ocurre cuando los cilios son
desplazados en direccion excitatoria (hacia la estria vascular) permitiendo la entrada de
K" al interior celular, modificando el potencial transmembrana de reposo (Pujol, 1990).
La contribucion de las células ciliadas internas al potencial microfénico coclear es
alrededor de la décima parte de la contribucion de las células ciliadas externas (Davis y
cols., 1958; Dallos y Wang, 1974; Dallos, 1976)

POTENCIAL DE SUMACION (PS).

Fue descrito por Davis (1950) y por von Békésy (1968), quienes observaron la
aparicion de una actividad eléctrica de tipo continuo mezclada con el trazado del
potencial de accion compuesto, cuando un estimulo tonal llegaba a la coclea (Séinz y
Gonzélez, 1992).

Su origen es dudoso, pero podria estar relacionado con estructuras no lineales del
interior de la coclea, o bien con vibraciones asimétricas de la membrana basilar (Lopez-
Moya, 1992); otras teorias lo relacionan con la presencia de un gradiente eléctrico entre
el potencial endolinfatico y el potencial perilinfatico en la membrana basilar, o con los
productos de distorsion generados en el proceso de transduccion acustico-eléctrico al
nivel de las células ciliadas (Sainz y Gonzélez, 1992).

Se registra Unicamente a altas intensidades de estimulacion, superiores a 70/80

dB, y con la técnica transtimpéanica de registro (Lépez-Moya, 1992), y aparece
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superpuesto al potencial de accion compuesto y al potencial microfonico coclear. Su
polaridad suele ser negativa (Gibson, 1978), aunque basandose en los estudios de Davis
(Davis y cols., 1950) y apoyado en los experimentos de Goldstein (Goldstein, 1954) y
Honrubia (Honrubia, 1969), se postula un doble componente en este potencial, una parte
negativa (-PS) y otro componente positivo (+PS). Con el incremento de las intensidades
del estimulo, el potencial inicialmente positivo (+PS) se transforma en negativo (-PS) y
este predomina a lo largo de todas las altas intensidades. Algunos autores consideran
que el componente negativo (-PS) dependeria de las células ciliadas internas, mientras
que el componente positivo (+PS) dependeria de las externas (Davis y cols., 1950), sin
embargo esta afirmacion no posee una confirmacion cientifica.

De cualquier manera se asume que junto con el potencial microfénico coclear
representaria el estado de las células ciliadas de la espira basal de la coclea y por lo
tanto reflejan el estado del receptor auditivo (Lépez-Moya, 1992).

POTENCIAL DE ACCION COMPUESTO (PAC).

La aparicion del potencial de accion en los registros electrococleograficos supone
el final del proceso de transduccion mecano-eléctrica a nivel del 6rgano de Corti y el
comienzo de la actividad neural en el nervio coclear (Sainz y Gonzélez, 1992), y por lo
tanto reflejara el estado de la sinapsis con las células ciliadas en la cclea y el estado del
nervio auditivo, hasta la siguiente sinapsis con las segundas neuronas de la via auditiva,
en los ndcleos cocleares.

El potencial de accién del nervio coclear que se registra en la electrococleografia
se compone de los potenciales de accion aislados de las multiples fibras que lo forman,
que al ser activadas cuando reciben un estimulo adecuado, descargan sincronicamente;
para conseguir la descarga sincronica de un elevado numero de las fibras del nervio

coclear se deben emplear estimulos de tipo “click” o “click filtrado”, y asi se hablaria de
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potencial de accion completo cuando se utiliza un “click” para su obtencion, ya que
produciria una activacion de casi toda la coclea, y de potencial de accion compuesto
cuando se utiliza para su obtencion un “click filtrado”, con el que se consiguen
estimulaciones selectivas de diferentes porciones de la céclea (Gibson, 1978; Sainz y
Gonzalez, 1992-a).

Este potencial constituye la modificaciobn mas visible registrada durante los
primeros 5 milisegundos que siguen a la presentacion de un estimulo auditivo (tiempo
en el que se registra la electrococleografia) y esta compuesto por tres ondas negativas
denominadas N, N, y N3, esta Gltima es mas inconstante y solamente aparece con altas
intensidades de estimulacion.

Existen dos técnicas de registro, una extratimpanica, incruenta, con la colocacion
del electrodo en el conducto auditivo externo (electrodo de cazoleta) o en el I16bulo de la
oreja (electrodo de pinza) y otra transtimpanica, cruenta, mediante la colocacion del
electrodo, a través de la membrana timpanica, en el promontorio (L6pez-Moya, 1992).

Cuando se realiza el analisis de un potencial de accion compuesto, habitualmente
se hace referencia a las medidas de la latencia y de la amplitud de la onda Nj; esta onda
reflejaria el estado de la sinapsis y de la porcion méas proximal del nervio auditivo,
mientras que la onda N tiene una significacién mas dudosa, podria reflejar el estado de
la porcion més distal del nervio coclear, proximo a los ndcleos cocleares, o bien
representaria la activacion de una segunda poblacion celular en el nervio coclear.

La amplitud de la onda N; del potencial de accion compuesto va a depender del
namero de neuronas que participen en la neurotransmision, de la tasa de descarga de
dichas neuronas y de su grado de sincronizacién (Séinz y Gonzélez, 1992), mientras que
la latencia dependera de la rapidez con la que se despolaricen ciertas neuronas del

nervio auditivo, aquellas que tienen una mayor frecuencia de descarga espontanea, que
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posiblemente coincidan con las neuronas que tienen mayor nimero de receptores no-
NMDA gue de NMDA.

El aumento de la actividad de descarga espontanea en las neuronas aferentes del
ganglio espiral inducido por los diferentes agonistas glutamatérgicos, daria como
resultado una desincronizacion de las mismas y una reduccién de la amplitud del
potencial de accion compuesto (Puel, 1995). La latencia y la amplitud de la onda N;
varia en condiciones fisioldgicas o patolégicas; se produce un aumento de la latencia y
una disminucion de la amplitud al disminuir la intensidad o la frecuencia del estimulo
empleado y también se producen modificaciones en situaciones de isquemia y de trauma
acustico, asi como con el empleo de agonistas glutamatérgicos excitotoxicos (Puel,
1995).

Ademas del registro del potencial de accion compuesto del nervio coclear, hoy en
dia se pueden hacer registros de fibras aisladas (Tasaki, 1954; Oestreicher y cols.,
1997). Colocando un electrodo en una fibra del VIII par se ha podido comprobar que
existe una distribucion tonotdpica dentro del nervio coclear, de manera que cada fibra
posee una frecuencia caracteristica a la que mejor responde en intensidades proximas
al umbral. Manteniendo el electrodo en tal fibra se observd que cuando se estimula el
oido con otra frecuencia, con un estimulo préximo al umbral, dicha fibra no responde,
pero a medida que la intensidad del estimulo aumenta la fibra comienza a responder, de
manera que pequefios aumentos de intensidad en frecuencias vecinas producen
descargas en fibras proximas (con frecuencias caracteristicas diferentes); a medida que
nos alejamos de la frecuencia caracteristica se necesitaran mayores intensidades para
que la fibra responda.

Esto tiene sus repercusiones en el registro del potencial de accion compuesto, de

manera que al estimular con un “click” con una intensidad préxima al umbral
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unicamente se activarian aquellas fibras del nervio auditivo que tienen una frecuencia
caracteristica igual que la del estimulo empleado, a medida que la intensidad del
estimulo aumenta, se activaran las fibras de la frecuencia caracteristica y las vecinas de
manera que la amplitud del potencial de accion aumenta (Ciges, 1992); si el estimulo se
hace mas intenso, las celulas ciliadas que se activan son las de frecuencia caracteristica,
las vecinas y otras mas alejadas (mas proximas a la base), lo que daria lugar a que se
activasen un mayor numero de fibras del nervio coclear, aumentando la amplitud y
disminuyendo la latencia ya que por estar mas proximas a la base, donde se origina la
onda viajera de Békésy, se van a activar precozmente (Sainz y Gonzélez, 1992).

POTENCIALES EVOCADOS AUDITIVOS DEL TRONCO CEREBRAL
(PEATC).

Antes de la aparicion de los promediadores electronicos, la principal dificultad
que existia para el registro de la actividad eléctrica de la via auditiva era el registro de la
sefial eléctrica evocada, que quedaba enmascarada por el ruido de fondo y por la
actividad eléctrica cerebral; el problema se resuelve con los promediadores que pueden
eliminar de un registro todas aquellas sefiales que varian, quedando Unicamente aquella
sefial que permanece constante en los distintos registros; esto se consigue siempre y
cuando se empleen estimulos periddicamente repetidos (Ciges, 1992).

Fue Dawson (1951) el primero que empled los promediadores para hacer registros
evocados visuales, posteriormente Geisler (1958) los emple6 en el campo de la
audiologia para la obtencién de potenciales evocados auditivos; fueron Jewet (1970) y
Sohmer (1970) quienes empleando electrodos de superficie (el electrodo activo en
mastoides y el de referencia en el vértex) registraron una serie de ondas de corta latencia
que corresponden a la actividad evocada del tronco cerebral.

Los potenciales evocados auditivos corresponden a los registros que aparecen en
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los 10 a 15 milisegundos siguientes a la presentacion del estimulo, cuando se realiza el
registro con electrodos de superficie (vértex o frente y ambas mastoides). Consta de
siete ondas positivas que se numeran con numeros romanos, de la onda | a la onda VII
(en Europa se ha aceptado que las ondas son positivas, a diferencia de Estados Unidos
donde se registran ondas negativas, siendo unas y otras imagenes especulares). Las mas
estudiadas son las ondas I, 11l y V; la onda V es la que tiene mayor importancia y
expresividad clinica, se emplea fundamentalmente para valoracion de umbrales
auditivos, ya que es la Unica onda reconocible a bajas intensidades de estimulacion
(Barajas, 1992; Lopez-Moya, 1992).

Se ha tratado de correlacionar cada onda de los potenciales evocados con un
determinado grupo de neuronas y en este sentido apuntan los trabajos de diferentes
autores (Sohmer y cols., 1974; Hasimoto y cols., 1981; Moller y cols., 1981); para ello
se colocan los electrodos directamente sobre el nervio coclear, en el tronco cerebral, en
el mesencéfalo o en los ventriculos laterales, en el curso de intervenciones quirdrgicas
de neurocirugia. Asi se relaciona la onda | con la porcién proximal del nervio coclear, la
onda Il con la porcion mas distal del nervio coclear y con el nucleo coclear, la onda 11
con el complejo olivar superior, las ondas IV y V tienen una correlacion mas dudosa
con el nacleo del lemnisco lateral y con el tubérculo cuadrigémino inferior (Lopez-

Moya, 1992).



117

JUSTIFICACION




118

La finalidad del presente estudio es doble, pretende por una parte comprobar los
efectos toxicos que sobre la coclea tienen los analogos del glutamato, en especial el
acido kainico en administracion perilinfatica mediante perfusion intracoclear, y por otra
parte se trata de valorar los efectos de proteccion contra la ototoxicidad producida por el
acido kainico que puedan tener los agonistas de la dopamina.

Los efectos toxicos del &cido kainico sobre las fibras aferentes tipo I, tanto en
administracion intraperitoneal como en administracion perilinfatica, en animales de
experimentacion, son conocidos desde hace afios, y en el presente estudio se hace una
comprobacion electrofisioldgica y morfoldgica, mediante microscopia Optica, de las
lesiones cuando se realiza una administracion perilinfatica mediante perfusion
intracoclear del toxico. Con esta via de administracion del tdxico se evitarian los
problemas que puedan existir para traspasar la barrera hematoencefélica en la via
intraperitoneal; se evitarian también las posibles lesiones que el toxico puede producir
en las neuronas de la via auditiva central y del sistema nervioso central al ser
administrado por via intraperitoneal, y que pueden repercutir en los registros
electrofisioldgicos; nos permitiria conocer con mayor exactitud las dosis a las que tiene
repercusiones en los registros electrococleograficos y morfologicos.

Una vez establecido, mediante electrococleografia y comprobacion morfoldgica,
el modelo experimental de sordera, nos interesa conocer posibles vias para evitarla, y en
este sentido el sistema eferente lateral parece tener cierta influencia, como lo
demuestran los diferentes trabajos que se vienen realizando en nuestro laboratorio
(Hernandez-Martinez, 1993; Carricondo, 1995; Jiménez-Ferreres, 1996; Gil-Loyzaga y
cols., 1998-c y 1999-a). Lo que se pretende con este estudio es comprobar el posible
papel protector de la dopamina, uno de los neurotransmisores aislados en este sistema

eferente lateral, mediante el uso de agonistas de sus receptores D;, D, 0 D1/D5.
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Si se considera a la pérdida de la homeostasis del Ca?* por parte de la neuronay la
pérdida en la capacidad del manejo adecuado de los iones Na*, Ca®* y del H,O, como el
hecho fundamental para la génesis de las lesiones en la fibra aferente tipo I, cuando se
emplea el glutamato (Hernandez-Martinez, 1993; Carricondo, 1995) o cualquier otro
analogo sintético, o en situaciones de hipoxia-isquemia y trauma acustico, cabria
esperar una buena respuesta y cierta proteccion con el empleo de antagonistas de los
receptores glutamatérgicos, asi como con el empleo de antagonistas de Ca?".

Los agonistas de la dopamina, al actuar sobre los receptores metabotrdpicos de
este neurotransmisor, activarian segundos mensajeros con funciones metabdlicas poco
conocidas, pero principalmente actuaria sobre receptores ionotropicos, asociados a unos
canales idnicos que permiten el paso de K* al interior de la célula, consiguiendo con ello
la hiperpolarizacion de las neuronas aferentes y asi evitar la despolarizacion de las
mismas por la accion del glutamato o del acido kainico, con lo que se evitaria la
apertura de los canales de Na* y de Ca*" y su entrada masiva al interior de la célula
arrastrando agua, evitandose la pérdida de la homeostasis del Ca”*. Por ello se considera
oportuno el estudio de los efectos que varios agonistas de la dopamina (D1, D, 0 D1/Dy)
puedan tener sobre la neurotransmision y sobre la proteccion de las fibras aferentes

frente la excitotoxicidad producida experimentalmente por el acido kainico.
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Para la realizacion de los diferentes experimentos propuestos en esta tesis doctoral
se han utilizado ratas Long-Evans machos; todos ellos estuvieron estabulados en el
animalario central de la Universidad Complutense de Madrid (CAI-UCM), en
habitaciones con la temperatura controlada (22° +/- 1° C), con ciclos de luz-oscuridad de
12 horas (luz a partir de las 08:00 h).y con libre acceso al agua y al alimento.

Se han escogido ratas Long-Evans machos ya que se ha demostrado que los
niveles de dopamina y de sus metabolitos en la céclea, el &cido homovanilico (HVA) y
el é&cido dihidroxifenilacético (DOPAC), se ven modificados en situaciones de
exposicioén al ruido en diferente medida dependiendo del sexo del animal (Gil-Loyzaga
y cols., 1993). Este hecho podria deberse a la influencia de los estrégenos y la
progesterona sobre los niveles de dopamina y a los efectos antidopaminérgicos de los
estragenos al reducir el efecto postsindptico de la dopamina (Diamond, 1980; Palermo-
Neto y cols., 1990). Los animales son adultos, de edades comprendidas entre los dos y
los cinco meses, y de peso comprendido entre los 250 y 450 gramos. Estas ratas
proceden de proveedores autorizados de Francia o de Estados Unidos o bien del cruce
entre ellas en el propio animalario de la Universidad Complutense, donde se mantienen
cumpliendo las condiciones adecuadas de cuidados, higiene, alimentacion y desarrollo.

FARMACOS UTILIZADOS.

1).- Como toxico coclear se ha empleado el acido kainico (2-Carboxy-3-
carboxymethyl-4-isopropenylpyrrolidine), que es un agonista glutamatérgico,
sintético, obtenido en los laboratorios SIGMA® (SIGMA CHEMICAL CO. St.
Louis, MO. 63178. USA); este farmaco se emplea disuelto en perilinfa artificial,
obtenida segin el método de Bobbin y Konishi (Bobbin y Konishi, 1974), para

conseguir una concentracién de 2,5 nM de acido kainico; habitualmente se
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conserva a temperatura ambiente y protegido de la luz.

2).- El SKF-77434 hydrobromide ((+/-)-7,8-Dihydroxy-3-allyl-1-phenyl-2,3,4,5-
tetrahydro-1H-3-benzazepine  hydrobromide) se trata de un agonista
dopaminérgico selectivo de los receptores D;, obtenido en el laboratorio RBI®
(RESEARCH BIOCHEMICALS INTERNATIONAL. Natick, MA. 1760-2447.
USA); este farmaco se usa, disuelto en agua destilada (8 mg de SKF-77434 se
disuelven en 1 ml de agua destilada), a la dosis de 8 mg/kg de peso y se conserva
a temperatura ambiente, protegido de la luz.

3).- La bromocriptina (2-Bromo-a.-ergocryptine), es un agonista dopaminérgico de
los receptores D, obtenido en los laboratorios SIGMA® (SIGMA CHEMICAL
CO. St. Louis, MO. 63178. USA). Este farmaco se disuelve con dificultad en una
solucion de alcohol de 96° (100 ul) y de acido tartarico al 0,2 % (900 ul); se
emplea 1 mg de bromocriptina disuelto en 1 ml de esta solucion y se usa a la dosis
de 1 mg/kg de peso; se conserva en nevera a una temperatura de 4° y protegido de
la luz.

4).- La apomorfina (R(-)-Apomorphine HCL) es un agonista dopaminérgico de los
receptores D; y D, obtenido en el laboratorio RBI® (RESEARCH
BIOCHEMICALS INTERNATIONAL. Natick, MA. 1760-2447. USA). Para
disolver 6 mg de este farmaco se emplea 1 ml de una solucion de CINa (0,9 %) y
acido ascorbico (0,1 %); se ha usado a dosis de 6 mg/kg de peso, y su
conservacion es en nevera a 4° y protegido de la luz.

Las dosis de los agonistas dopaminérgicos empleados en este estudio se
obtuvieron después de consultar la bibliografia de diferentes trabajos donde se han
utilizado estas sustancias, para comprobar los efectos a nivel del sistema nervioso

central (Schoenfeld y cols., 1975; Zetterstrom y Ungerstedt, 1984; Imperato y cols.,
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1988; Jackson y cols., 1988 y 1989; Murray y Waddington, 1989; Andersen y Jansen,
1990; Jackson y cols., 1990; Brannan y cols., 1993; Mania-Farnell y cols., 1993;
Mattingly y cols., 1993; Bergman y cols., 1995).

GRUPOS DE EXPERIMENTACION.

Los animales utilizados en el estudio fueron distribuidos en varios grupos (Fig. 6.
Pag. 125) dependiendo del tipo de tratamiento que recibieron:

- Grupo 1, control, estd compuesto por los animales en los que se realizaron dos
perfusiones intracocleares con perilinfa artificial (P1 y P2), cada una de ellas
durante 10 minutos, y sin emplear ningun principio activo.

- Grupo 11, del &cido kainico, formado por aquellos animales a los que se les realizd
primero una perfusion intracoclear con perilinfa artificial durante 10 minutos, y
luego una perfusion intracoclear con acido kainico disuelto en perilinfa artificial

(2,5 nM), durante otros 10 minutos.

Grupo Ill, de bromocriptina/acido_kainico, en este grupo la administracion de

bromocriptina intraperitoneal fue previa a la perfusion intracoclear de perilinfa
conteniendo 2,5 nM de &cido kainico.

- Grupo 1V, de apomorfina/dcido kainico, el tratamiento con apomorfina

intraperitoneal se realizo, por lo menos, una hora antes de la perfusion intracoclear

del &cido kainico (2,5 nM) disuelto en perilinfa.

Grupo V, de SKF-77434/4cido kainico, en estos animales se llevé a cabo la

administracion intraperitoneal de SKF-77434, al menos una hora antes de la

administracion intracoclear de acido kainico(2,5 nM).

Grupo VI, de los controles sin perfundir perilinfa (P0). Este grupo estaria

formado por aquellos animales en los que se han realizado los registros

electrococleograficos antes de las perfusiones intracocleares con perilinfa (control
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P0), y por aquellos en los que los registros se han realizado despues de haber
administrado intraperitonealmente los agonistas de la dopamina y antes de las
perfusiones con perilinfa (bromocriptina PO, apomorfina PO y SKF PO).

- Grupo VI, del disolvente de bromocriptina, se inyecta intraperitonealmente 1 mi

de la solucion empleada para disolver la bromocriptina (100 ul de alcohol 96° +

900 ul de &cido tartérico al 0,2 %).

- Grupo VIII, del disolvente de apomorfina, en estos animales se administra

intraperitonealmente 1 ml del disolvente de la apomorfina (cloruro sédico al 0,9

% + acido ascorbico al 0,1 %).
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Figura 6: Esquema general del experimento.
AK: Acido kainico. BROM: Bromocriptina. APO: Apomorfina. PAC: Potencial de accion compuesto.
i.p.: Intraperitoneal.
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VIA DE ADMINISTRACION DE FARMACOS.

La via de administracion de acido kainico es intracoclear, y para ello se disuelve
en perilinfa artificial con el fin de obtener una concentracion de 2,5 nM; la perfusion de
la perilinfa conteniendo el acido kainico se realiza durante 10 minutos, a un flujo lento
de 1,7 pl/min.

Técnica de perfusién intracoclear:

Tras anestesia con uretano al 28 % y con la rata colocada en decubito supino sobre
un molde adecuado, se realiza traqueotomia y colocacién de canula de plastico
conectada a un aparato de respiracion mecanica para ventilacion, con el fin de evitar
paradas respiratorias y para evitar el paso de sangre a la via respiratoria en el caso de
sangrado profuso. El abordaje de la bulla 6sea, que envuelve las estructuras del oido
medio, se realiza por via cervical anterolateral, mediante la diseccion roma de las
estructuras musculares (muasculo esternocleidomastoideo, digastrico y omohioideo),
vasculares (vena yugular interna, arteria carétida comun, arteria estapedial) y fascias del
cuello (superficial, profunda y perivascular); una vez que hemos accedido a la bulla, se
labra en la misma una ventana lo suficientemente amplia que nos permita la correcta
visualizacion de las estructuras del oido medio, la cara interna de la membrana
timpéanica, la columela martillo-yunque, el estribo, la arteria estapedial, la ventana
redonda, y por transparencia la coclea, reconociéndose la espira basal, la espira media y
el apex coclear.

Identificada la espira basal y el apex de la cAclea, se fresan con sumo cuidado dos
orificios de diametro inferior a 0,5 mm, uno de ellos en el apex y el otro en la espira
basal (Fig. 7. Pag. 129), al nivel de la rampa timpanica, y muy proximo a la ventana
redonda, donde se coloca la canula que conecta a la bomba de perfusion, sellandose

alrededor con cera de hueso para evitar pérdidas de los farmacos perfundidos, con lo
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que se consigue que toda la solucidn circule por la rampa timpanica desde la base hasta
el apex, saliendo por el orificio que se labra a este nivel. La perfusion se mantiene
durante 10 minutos y una vez finalizada se retira la canula, se sellan ambos orificios con
cera de hueso y se realizan los registros electrococleograficos.

En los casos del grupo I, control, se hacen dos perfusiones con perilinfa artificial,
cada una de ellas durante 10 minutos, con los correspondientes registros
electrococleogréaficos después de cada perfusion; en el grupo Il del acido kainico, se
hace una primera perfusion con perilinfa durante 10 minutos y luego se realiza la
perfusion de una solucion de perilinfa conteniendo &cido kainico. Para la perfusion se
utiliza una bomba de perfusion continua y de flujo lento (1,7 pl/min.), con el fin de
evitar sobrepresiones dentro de la coclea y la lesion de las estructuras mas labiles como
son la membrana basilar y la membrana de Reissner.

Cuando se emplean los agonistas de la dopamina, la via de administracion es
intraperitoneal (i.p.), a un volumen de administracion de 1 ml/kg. de peso de la rata, y
por lo menos una hora antes de la perfusion con perilinfa y acido kainico.

En todo momento se mantiene controlada la temperatura de la rata entre 35-37°
con un termémetro rectal (tipo NOVO 45220) y una manta eléctrica casera, de pequefio
tamario.

Las soluciones que se emplean, perilinfa o perilinfa con acido kainico, se
conservan en nevera a una temperatura de 4° y solamente cuando se van a perfundir se
calientan a una temperatura de 37° con un calentador de agua tipo PRECISTERM
(SELECTA®).

ANESTESICO.

Como anestésico para los animales de experimentacion se ha empleado una

solucién de uretano al 28%, mediante administracion intraperitoneal y a la dosis de 5
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ml/kg de peso, repitiendo la administracion de dosis de 0,5 ml cuando fuera necesario.

PERILINFA ARTIFICIAL.

La perilinfa se prepara artificialmente segiin el método de Konishi (Konishi y
Hamrick, 1978), en 100 ml de agua destilada se disuelven 800 mg de CINa (137 mM),
37,2 mg de CIK (5 mM), 13,79 mg de PO4H;Na (1 mM), 100 mg de COsHNa (12 mM),
20,3 mg de Cl;Mg (1 mM), 29,4 mg de Cl,Ca (2 mM) y 217,98 mg de glucosa (11
mM); mediante un agitador se disuelven los productos y una vez filtrada la solucion se
ajusta el pH a 7,2 (+/-0,02), empleando CIH (1 N) o NaOH (10 N). Se conserva en
nevera a una temperatura de 4° y protegida de la luz.

EQUIPO DE ELECTROFISIOLOGIA.

Este equipo estaria formado por los siguientes elementos (Fig. 7. Pag. 129) :

- Camara anecoica y faradica, que aisla al animal de experimentacién de ruidos
exteriores, cuando son inferiores a 30 dB, y de ondas electromagnéticas que
puedan interferir en los registros; esta colocada sobre un sistema de suspension
que evita las vibraciones.

- Generador de estimulos o sintetizador de frecuencias HP 8904-A (HEWLETT-
PACKARD®) capaz de producir estimulos de tipo “click filtrado” de diferentes
frecuencias.

- Equipo de registro de potenciales evocados, tipo MISTRAL (MEDELEC
INTERNACIONAL®), que lleva asociado un amplificador de sefiales biolégicas
con unos filtros de paso alto y paso bajo, con dos altavoces (tipo Telephonics
TDH 49-P), rojo y azul, y unos electrodos de aguja o de hilo de plata recubierto de
teflon (CIBERTEC®).

- Respirador mecéanico (New England Medical Instruments Inc. 141. A.).

- Bomba de perfusidn de flujo continuo (Scientific & Research Instruments LTD.).
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- Lupa para intervenciones, de varios aumentos (x6, x10, x25, x40) y de base
desplazable, marca Leica (Wild M 715).

- Sonémetro (Promax 120).

- Termometro rectal (Novo 45220).

- Instrumental de microcirugia de oido (pinzas, tijeras, bisturies, separadores,

agujas, ganchos,...).

ntrada de perilinfa

Salida de perilinfa

Electrodo

Coclea

R

Equipo de registro
Generador de estimulos MISTRAL

Figura 7: Esquema del modelo experimental para la administracion intracoclear de la perilinfa
y del ototdxico, y sistema de registro.
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ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO.

Durante el tiempo de la intervencion y de los registros electrofisioldgicos, el
animal de experimentacion permanece dentro de la camara anecoica, con una
temperatura corporal controlada entre 35° y 37° y la respiracion asistida con un
respirador mecanico, a una frecuencia entre 60-70 respiraciones por minuto. Con el
animal adecuadamente anestesiado y después de cada perfusion de perilinfa sola o de
perilinfa conteniendo &cido kainico, se realizan los registros de potenciales evocados
auditivos, para lo cual se emplean tres electrodos, el electrodo activo que se sitla en
contacto con la membrana que recubre la ventana redonda, es de plata recubierto de
teflon con una pequeria bolita en la punta, el electrodo de referencia es de aguja y se fija
en la musculatura masetera ipsilateral, y el electrodo de tierra, que también es de aguja,
se fija en la axila contralateral; estos tres electrodos estan conectados a un amplificador
de sefiales bioldgicas (Fig. 7. Pag 129), que también sirve de filtro de sefiales de paso
bajo (30 Hz) y de paso alto (3000 Hz). Para asegurarse del correcto posicionamiento de
los electrodos se visualizan las oscilaciones de la linea base en la pantalla del ordenador,
0 bien comprobando que los potenciales microfénicos cocleares rellenan toda la pantalla
al emitir un sonido fijo, lo que indica que el electrodo activo estaria en contacto con la
membrana de la ventana redonda.

Una vez que los electrodos se encuentran situados se comienza con los registros
de los potenciales evocados auditivos, que en el presente estudio se limitan a la
electrococleografia; como estimulos se van a emplear los “click filtrados” (tone pips)
con unas frecuencias fijas de 22 kHz, 18 kHz, 16 kHz y 12 kHz, y con intensidades
decrecientes, de 10 en 10 dB, desde 90 hasta 30 dB, que son generados por un
sintetizador de funciones. Esta sefial generada en el sintetizador de funciones es

eléctrica y se mide en voltios (V) o en milivoltios (mV) y sera transformada en sefial
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acustica en los altavoces, estableciéndose una correlacion entre la intensidad eléctrica
(V o mV) vy la intensidad del sonido (dB) en el altavoz, quedando para cada frecuencia
de la siguiente manera:
- 22 kHz: 1,75V /90 dB, 500 mV /80 dB, 175 mV /70 dB, 50 mV / 60 dB, 15 mV
/50dB,4mV/40dBy 0,25 mV /30 dB.
-18 kHz: 1V /90 dB, 300 mV /80 dB, 110 mV / 70 dB, 40 mV / 60 dB, 10 mV /
50dB, 2,5mV/40dBy0,2mV/30dB.
- 16 kHz: 950 mV / 90 dB, 300 mV / 80 dB, 100 mV / 70 dB, 33 mV / 60 dB, 10
mV /50dB, 2,2mV/40dBy 0,35 mV /30 dB.
- 12 kHz: 2,75V /90 dB, 900 mV / 80 dB, 300 mV / 70 dB, 90 mV / 60 dB, 25 mV
/50dB,6,5mV/40dBy1mV/30dB.

Periédicamente se hacen comprobaciones con el sonémetro para confirmar que
los aparatos estan perfectamente calibrados, especialmente los altavoces.

El oido contralateral al oido en estudio es enmascarado mediante “ruido blanco”,
con intensidades iguales a las del sonido estimulador, con el fin de asegurar que toda la
sefial eléctrica registrada con el electrodo activo corresponda a la actividad del oido
estudiado y no a la suma de actividades del oido estudiado y a la generada en el oido
contralateral, por la sefial del altavoz del oido estudiado.

Por cada intensidad de cada frecuencia se hacen 64 mediciones o0 pases, con una
cadencia de 10 “click filtrados” por segundo y con una ventana de analisis de 10
milisegundos (la actividad eléctrica se suele registrar en los primeros 3 milisegundos).
La respuesta bioldgica es tratada en un amplificador, ya que al ser de muy baja
intensidad no podria ser medida por el equipo de registro, y se filtra mediante filtros de
paso alto (3.000 Hz) y de paso bajo (30 Hz), para evitar la sobresaturacién ya que al

amplificarse también aumentaria el ruido de fondo. La sefial resultante (potencial de



132

accion compuesto) que aparece de cada intensidad en la pantalla del ordenador, es
registrada en una memoria.

Los parametros que se miden del potencial de acciébn compuesto (PAC)
resultante son la latencia y la amplitud de la onda Nj, teniendo en cuenta que para
medir la latencia se debe considerar el retraso que se acumula por el hecho de no
generarse el estimulo en el mismo aparato donde se registra; se ha calculado el retraso
acumulado en 15,4 milisegundos, este retraso nos obliga a hacer un analisis de la
respuesta en los 20 milisegundos siguientes al estimulo, en lugar de ser en los 10
milisegundos siguientes, como se hace en el caso de emplearse como estimulo el “click”
normal, no filtrado, ya que se genera en el mismo aparato en el que se registra.

MATERIAL PARA ESTUDIO MORFOLOGICO.

- Molde de inclusion con silicona marca Balzers Union AG, con punta
piramidal y de 4 mm de profundidad.

- Cuchillas de tallar GEM/STAR.

- Vidrio para cuchillas marca LKB de 5 x 40 mm.

- Placa eléctrica (CMO) de 70°.

- Ultramicrotomo LKB Bromma 8800-111 Ultratome.

- Estufa marca Heraeus.

- Medio de montaje Eukit.

- Microscopio Oxfrod Trade.

MATERIAL HISTOLOGICO:

- Como fijador se utiliza una solucion de glutaraldehido al 2,5% y tampon
fosfato 0,12 M y de pH 7,33.
- Descalcificador: se emplea una solucion de &cido ascorbico al 1 % y de

CINa al 0,9 %.
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- La deshidratacion se hace segun la siguiente secuencia:

H,0 destilada 2 pases de 10 minutos.
Etanol al 50 % 1 pase de 10 minutos.

Etanol al 70 % 2 pases de 10 minutos.
Etanol al 96 % 3 pases de 10 minutos.
Etanol al 100 % 3 pases de 15 minutos.
Oxido de propileno 3 pases de 10 minutos.

- La osmicacion se realiza con tetroxido de osmio al 1 % en tampon fosfato
0,2 M.

- Inclusion en Spurr (preparado con NSA 26gr. + ERL 4206 10gr. + DER
10gr. + DMAE S-10,4qr.).

- Tincidn con azul de Richardson.

ESTUDIO MORFOLOGICO.

Una vez finalizado el estudio electrofisioldgico, se realiza la perfusion
intracoclear de un fijador (glutaraldehido al 2,5 % con tampdn fosfato 0,12 M a un pH
de 7,33), a través de los orificios empleados para la perfusion perilinfatica, y antes de
sacrificar al animal, con ello se consigue que el fijador circule desde la espira basal
hasta el &pex por la rampa timpéanica y difunda a través de la membrana basilar hasta la
rampa coclear, fijando las células del érgano de Corti; se sacrifica el animal y se extraen
las cocleas inmediatamente, postfijandose en una solucion del mismo fijador durante
dos horas a temperatura ambiente o durante toda la noche en la nevera.

Posteriormente se lavan en una solucion de tampon fosfato 0,1 M y se someten a
un proceso de descalcificacion con &cido ascorbico al 1 % y CINa al 0,9 %; una vez
descalcificadas, se procede a la limpieza de los restos que no sirven para el estudio

morfolégico. Las cécleas descalcificadas deben ser deshidratadas, para lo que se
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emplean soluciones de etanol en concentraciones crecientes; una vez deshidratadas, se
incuban con &cido 6smico al 4 % en tampon fosfato 0,2 M, durante una hora, en
oscuridad y con agitacion continua, y al cabo de esta hora se lavan con PBS (tampdn
fosfato salino) y se hace la inclusion. La inclusion en Spurr dura tres dias, el primer dia
se incuban las piezas con 50 % de Spurr y 50 % de 6xido de propileno, el segundo dia
se incuban en Spurr y durante el tercer dia se incuban las cécleas en Spurr solo y se
realiza la polimerizacion del mismo en estufa a 60° durante 48 horas.

Una vez finalizado el proceso anterior, se procede a realizar los cortes ultrafinos
(1um de espesor) con el ultramicrotomo y a su tincion con azul de Richardson. De cada
pieza fijada se hicieron entre tres y seis preparaciones histologicas, y en cada
preparacion hay de seis a diez cortes seriados de la cdclea en estudio, mostrandose en un
medio de montaje Eukit.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

El estudio de los resultados se realiza mediante un test de analisis de la varianza
(ANOVA), de una via (latencia o amplitud), ya que solo existe una variable
independiente (tratamiento); se analiza la variabilidad dentro de cada grupo y la
variabilidad entre los diferentes grupos. Cuando del analisis de la varianza se deduce
que existe un resultado estadisticamente significativo, se somete a un test “a posteriori”

tipo Bonferroni, donde se realizan comparaciones multiples entre los diferentes grupos.
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RESULTADOS
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En el disefio del presente estudio se han tenido en cuenta los diferentes grupos de
experimentacion tal y como se refleja en las paginas 123 y 125 (Fig. 6). En el grupo
control se incluyeron a aquellos animales en los que se realizd un primer registro
electrococleogréafico antes de proceder a la perfusion perilinfatica (PO); posteriormente
se realizaron dos perfusiones intracocleares de perilinfa artificial sucesivas (P1, una
perfusion 'y P2, dos perfusiones), con los correspondientes  registros
electrococleogréaficos después de cada perfusion; estos dos grupos, P1y P2, nos serviran
fundamentalmente para conocer las repercusiones electrococleogréficas y morfoldgicas
derivadas de la manipulacion coclear y de la perfusion con perilinfa artificial; la
segunda perfusion de perilinfa artificial (P2) se ha considerado como el verdadero grupo
control de nuestro estudio, para las sucesivas comparaciones con el grupo del toxico y
con el grupo de los agonistas dopaminérgicos.

El grupo tratado con &cido kainico recibié una primera perfusion con perilinfa
Unicamente, sin ningun principio activo, y durante diez minutos, posteriormente se
realiz6 la comprobacion electrococleografica (potencial microfénico coclear y potencial
de accion compuesto) para confirmar que el oido perfundido no se habia lesionado
como consecuencia de esta primera perfusion; a continuacion se realiz6 una segunda
perfusion de perilinfa conteniendo acido kainico, durante otros diez minutos, y también
se realizaron nuevos registros electrococleograficos que nos serviran para conocer los
efectos derivados de la perfusién del toxico, al compararlos con los resultados obtenidos
de los controles P2 (segunda perfusion con perilinfa).

Con el grupo de los agonistas de la dopamina se procedio del siguiente modo,
una vez que se habian administrado por via intraperitoneal y al cabo de unas dos horas,
se realiz6 un primer registro electrococleografico antes de realizar ninguna perfusion

perilinfatica, que nos servird, al compararlo con los controles PO, para conocer los
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efectos que los agonistas de dopamina pudieran tener sobre la audicion en condiciones
basales (Bromocriptina PO, Apomorfina PO y SKF P0); se continué con una primera
perfusion de perilinfa y un nuevo registro electrococleografico, para comprobar que la
coclea del animal no se habia lesionado como consecuencia de la manipulacion, y luego
una segunda perfusion de perilinfa conteniendo acido kainico, con el correspondiente
registro electrofisioldgico, que nos permitira valorar los efectos que los agonistas de
dopamina tienen frente a la ototoxicidad provocada por el &cido kainico.

Por ultimo, en el grupo de los vehiculos de los agonistas de la dopamina se
compararon los resultados electrococleograficos obtenidos tras la administracion
intraperitoneal de dichos disolventes, con los resultados electrococleogréficos obtenidos
en el grupo control PO antes de hacer ninguna perfusion perilinfatica, con el fin de

valorar si estos podrian influir en los resultados del estudio.

RESULTADOS DEL GRUPO CONTROL.

En este grupo se compararon las medias y las desviaciones estandar respecto a la
media, de la latencia y la amplitud de la onda N; del potencial de accion compuesto,
entre los individuos que habian sido sometidos a diferentes experimentos; por una parte
estaban los animales a los que no se les habia realizado perfusion perilinfatica (control
P0), por otra aquellos a los que se les habia hecho una Unica perfusién con perilinfa
(control P1), y por ultimo, los que se les habian hecho dos perfusiones con perilinfa
(control P2). Del experimento se desecharon aquellos animales en los que existia una
alteracion en el registro electrococleogréafico del potencial microfénico coclear, con
disminucion importante de la su amplitud, ya que se consider6 que con la manipulacion
se habia provocado una lesion coclear, ocasionando una sordera yatrogénica.

Los valores obtenidos en este grupo demostraron que existian unas diferencias en
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las medias, mas importante sobre todo para las amplitudes, entre los animales a los que
no se les habia hecho perfusion (control P0O) y a los que se les habian hecho una (control
P1) o dos perfusiones perilinfaticas (control P2), como queda patente en los graficos de
las paginas 139 y 140; sin embargo no se aprecié diferencia significativa, ni en la
amplitud ni en la latencia, entre los animales a los que se les habian hecho una (control
P1) o dos perfusiones perilinfaticas (control P2).

Estos resultados vendrian a demostrar que con la manipulacion inicial de la
coclea, la realizacion de los agujeros, la colocacién de la canula de perfusion, la
perfusion perilinfatica inicial, el sellado de los orificios, se modifica el experimento y
cambian las condiciones basales, pero sin embargo estas modificaciones no siguen
aumentando con las sucesivas perfusiones perilinfaticas, lo que nos permitira considerar
a la segunda perfusion perilinfatica (control P2) como nuestro verdadero control y punto
de referencia para sucesivas comparaciones.

El estudio morfoldgico de la cdclea y del 6rgano de Corti con microscopia Optica,
muestra una estructura y anatomia normales que no se diferencian de la que corresponde

a una céclea sin manipular (Fig. 8 y 9. Pag. 141).
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Graéfico 1: Latencias de la onda N1 del potencial de accién compuesto en los grupos

control.
dB: decibelios. ms: milisegundos.
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GRUPO CONTROL
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Grafico 2: Amplitudes de la onda N1 del potencial de accién compuesto en los

grupos control.
dB: decibelios. #V: microvoltios.
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Figura 8: Seccion transversal de 6rgano de Corti a nivel de la espira basal (x40),
obtenido de aquellos animales en los que se han realizado dos perfusiones con

perilinfa artificial exclusivamente. TC: tanel de Corti. CCI: célula ciliada interna. MT:
membrana tectoria. CCEs: células ciliadas externas. P: célula de los pilares.

Figura 9: Seccion transversal de 6rgano de Corti a nivel de la espira media-apical
(x40), obtenido de aquellos animales en los que se han realizado dos perfusiones con

perilinfa artificial exclusivamente. TC: tanel de Corti. CCI: célula ciliada interna.. MT:
membrana tectoria. CCEs: células ciliadas externas. P: célula de los pilares.
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RESULTADOS DEL TRATAMIENTO CON EL ACIDO KAINICO Y CON LOS
AGONISTAS DOPAMINERGICOS.

En este apartado se realiza una comparacion multiple de los resultados
electrofisiologicos obtenidos tras la medicion de la latencia y de la amplitud de la onda
N1 del potencial de accion compuesto, después de realizar dos perfusiones perilinfaticas
(control P2), con los resultados de los mismos parametros obtenidos tras una primera
perfusion con perilinfa y una segunda perfusion de perilinfa conteniendo acido kainico
en una concentracion de 2'5 nM, y con los obtenidos tras la administracion
intraperitoneal de los agonistas de la dopamina, con la posterior perfusion de perilinfa y
de perilinfa con &cido kainico.

Los datos obtenidos para las latencias y las amplitudes se han comparado
mediante un test de andlisis de la varianza (ANOVA), dando como resultado la
significacion estadistica, con una p<0,05, para la mayoria de las frecuencias exploradas,
tanto para la amplitud como para la latencia, salvo en intensidades bajas (30 y 40 dB)
para las frecuencias de medias (16 y 18 kHz), siendo especialmente significativas las
comparaciones de las latencias en intensidades medias y altas, como se demuestra en los
graficos de las paginas 144 y 145.

El umbral auditivo de la exploracion, que habitualmente se encuentra en 30 dB
para todas las frecuencias de los diferentes experimentos, se encuentra aumentado (40
dB) en los experimentos llevados a cabo con el &cido kainico, sobre todo en las
frecuencias de 16 y 22 kHz.

En el estudio de las preparaciones de microscopia Optica se aprecian diferencias
importantes entre las cécleas del grupo control (Fig. 8 y 9. Pag. 141), al compararlas
con aquellas preparaciones obtenidas de las cAcleas en las que se ha perfundido acido

kainico, donde aparece una vacuolizacion y edematizacion con rotura de las membranas
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de las neuronas existentes bajo las células ciliadas internas, plexo espiral interno, mucho
mas importante en las espiras mas basales que en el apex coclear (Fig. 10 y 11. Pag.
146).

Aqui se hace una comparacién en conjunto de todos los agonistas de dopamina

entre si, con el grupo control y con el grupo del toxico.
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Grafico 3: Latencias de la onda N1 del potencial de accion compuesto en el grupo de los

agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. ms: milisegundos.
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Gréfico 4: Amplitudes de la onda N1 del potencial de accion compuesto en el grupo de

los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. xV: microvoltios.



146
ACIDO KAINICO

Figura 10: Seccion transversal de 6rgano de Corti a nivel de la espira basal (x40),
obtenido de aquellos animales en los que se ha realizado una perfusion intracoclear
con &cido kainico disuelto en perilinfa artificial, donde se aprecia la vacuolizacién

existente bajo la célula ciliada interna. TC: tanel de Corti. CCI: célula ciliada interna.. MT:
membrana tectoria. CCEs: células ciliadas externas. P: célula de los pilares.
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Figura 11: Seccion transversal de 6rgano de Corti a nivel de la espira media-apical
(x63), obtenido de aquellos animales en los que se ha realizado una perfusion
intracoclear con acido kainico disuelto en perilinfa artificial, donde se aprecia una

vacuolizacidn intensa bajo la célula ciliada interna. TC: tinel de Corti. CCI: célula ciliada
interna.. MT: membrana tectoria. CCEs: células ciliadas externas. P: célula de los pilares.
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Bromocriptina.

Los resultados electrofisiologicos obtenidos, de la latencia y de la amplitud de la
onda N; del potencial de accién compuesto, tras el empleo de este agonista
dopaminérgico, a dosis de 1 mg/Kg de peso del animal, son comparados con los
obtenidos en el grupo control P2 y con los obtenidos en el grupo del acido kainico; los
valores medios obtenidos de la medicién de las latencias y de las amplitudes, se
localizan entre los valores del grupo control (P2) y los del grupo del toxico, y al
realizarse la comparaciéon estadistica mediante un test de andlisis de la varianza
(ANOVA), se aprecia que no existen diferencias significativas (p>0,05), en lo que a la
latencia se refiere, entre la bromocriptina y el grupo control (P2) o entre la
bromocriptina y el &cido kainico. En los valores de la amplitud, tratados con el mismo
test, se aprecia que tampoco existen diferencias significativas (p>0,05) entre la
bromocriptina y el grupo del téxico, para intensidades bajas y medias (entre 30 y 70 dB)
en todas las frecuencias, sin embargo para intensidades altas (80 y 90 dB) si se aprecian
diferencias significativas (p<0,05) con el uso de la bromocriptina. Al comparar la
bromocriptina con los controles P2, si se encuentran diferencias significativas en la
amplitud para todas las frecuencias y en todas las intensidades.

En el estudio morfoldgico se pone de manifiesto que las lesiones que aparecen al
nivel de todo el polo basal de las células ciliadas internas (sobre todo edematizacion y
vacuolizacion) son menores en las espiras basales y medias, siendo mas intensa la
vacuolizacion a nivel del apex coclear (Fig. 12 y 13. Pag. 148). Las lesiones son muy
similares a las que aparecen con el uso del acido kainico, lo que las hace dificilmente
distinguibles desde el punto de vista microscopico y tnicamente se diferenciarian en el
resultado obtenido del estudio electrofisiolégico (gréaficos 3 y 4 de las paginas 144 y

145).
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Figura 12: Seccion transversal de drgano de Corti a nivel de la espira basal-media
(x40), obtenido de aquellos animales en los que se ha realizado perfusion intracoclear
con &cido kainico después de la administracion intraperitoneal de bromocriptina,

donde se aprecia una intensa vacuolizacion bajo la célula ciliada interna.

MT: membrana tectoria. P: célula de los pilares. CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas
externas. TC: tinel de Corti.

Figura 13: Seccion transversal de drgano de Corti a nivel de la espira apical (x40), de
aquellos animales en los que se ha realizado perfusion intracoclear de acido kainico
después de la administracion intraperitoneal de bromocriptina, aprecidndose una

intensa vacuolizacion bajo la célula ciliada interna. MT: membrana tectoria. P: célula de los
pilares. CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas externas. TC: tinel de Corti.
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Apomorfina.

Las medias de los resultados electrofisiologicos de la latencia y de la amplitud
obtenidos con el empleo de este agonista de la dopamina se muestran en los graficos de
las paginas 144 y 145; también se muestran los resultados morfolégicos de microscopia
oOptica en las figuras 14 y 15 de la pagina 151.

Los valores de la latencia del potencial de accion compuesto son muy similares a
los que se obtienen con el empleo de la perilinfa (control P2), e incluso para las
frecuencias de 12, 16, y 18 kHz, la latencia obtenida con el empleo de la apomorfina es
menor que el obtenido con la perilinfa, como queda reflejado en las gréficas. Los
valores de la amplitud de la onda Nj, en este experimento con apomorfina, se sitlan
entre los valores de las medias obtenidos con el empleo de perilinfa (control P2) y los
obtenidos con el empleo del toxico (&cido kainico).

Sometiendo estos resultados a un test de andlisis de la varianza (ANOVA), se
obtiene que, en lo que a la latencia se refiere, no existen diferencias significativas
(p>0,05) al comparar los resultados obtenidos tras la segunda perfusion de perilinfa
(control P2) y los obtenidos con el uso de apomorfina; sin embargo si existe una
diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de las latencias obtenidos con el
empleo de apomorfina y los obtenidos tras el empleo de &cido kainico, para la mayoria
de las intensidades en todas las frecuencias, salvo para la frecuencia de 18 kHz a bajas
intensidades de estimulo sonoro (30, 40 y 50 dB).

Para los resultados obtenidos de la medicion de amplitud se ha utilizado el mismo
test de analisis (ANOVA), resultando que tras la comparacion de los resultados entre la
perilinfa P2 y la apomorfina no se encuentran diferencias significativas (p>0,05),
mientras que en la comparacion entre la apomorfina y el &cido kainico, si se observan

diferencias significativas para todas las intensidades en la mayoria de las frecuencias,
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excepto a bajas intensidades, en la frecuencia de los 18 kHz.

Los resultados morfologicos obtenidos en este experimento se muestran en las
figuras 14 y 15 de la pagina 151, observandose con microscopia éptica una menor o
nula acumulacion de vacuolas por debajo de las células ciliadas internas, siendo nula la
acumulacion de vacuolas a nivel del apex coclear, dato objetivo que esta en consonancia

con los resultados electrofisioldgicos obtenidos.
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Figura 14: Seccion transversal de érgano de Corti a nivel de la espira basal (x40),
obtenido de aquellos animales en los que se ha realizado perfusion intracoclear de
acido kainico después de la administracion intraperitoneal de apomorfina, donde no

se aprecia vacuolizacién bajo la célula ciliada interna. MT: membrana tectoria. P: célula de
los pilares. CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas externas. TC: tinel de Corti.

Figura 15: Seccion transversal de érgano de Corti a nivel de la espira apical (x40),
obtenido de aquellos animales en los que se ha realizado perfusion intracoclear de
acido kainico después de la administracion intraperitoneal de apomorfina,

apreciandose la ausencia de vacuolizacion bajo la célula ciliada interna. MT: membrana
tectoria. P: célula de los pilares. CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas externas. TC: tunel de

Corti.
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SKF 77434.

Con el uso de este agonista D, de la dopamina, los resultados de la amplitud y la
latencia de la onda N del potencial de accion compuesto (PAC) de este experimento se
sittan entre los valores correspondientes de la perilinfa (control P2) y los valores
correspondientes al experimento con el acido kainico, para todas las intensidades y en
todas las frecuencias, como se aprecia en los gréficos 3 y 4 de las paginas 144 y 145.

Aplicando un test de analisis de la varianza (ANOVA) para el analisis de los
resultados obtenidos en las latencias, se aprecia que no existen diferencias
significativas (p>0,05) comparandolos con los resultados obtenidos en los
experimentos con la perilinfa, tal y como se aprecia en los gréficos de la pagina 144;
tampoco se aprecian diferencias significativas al compararlos con los resultados
obtenidos tras el empleo del téxico (&cido kainico), como se muestra en las mismas
graficas anteriores.

Aplicando el mismo test (ANOVA) para el anélisis de los resultados de las medias
de las amplitudes obtenidas en este experimento, se observa que los valores
correspondientes al experimento con el SKF tienen una distribucion que se localiza
entre los valores obtenidos para la perilinfa P2 y los valores que se obtienen con el uso
del acido kainico (Pag. 145); también se aprecia que existe un comportamiento diferente
segun se trate de la parte baja de la curva, correspondiente a las bajas intensidades de
estimulacion (30,40 y 50 dB), o a la parte alta de la curva, correspondiente a las altas
intensidades (70,80 y 90 dB). En la parte baja de la curva, puesto que los valores del
experimento con el SKF tienen un valor intermedio entre los valores de la perilinfa y del
toxico, no se aprecia diferencias significativas (p>0.05) entre el SKF y el &cido kainico
en ninguna de las frecuencias, tampoco se observan diferencias significativas en los

resultados obtenidos al comparar el SKF y la segunda perfusion con la perilinfa (control
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P2), sobre todo para las intensidades mas bajas (30,40 y 50 dB) de todas las frecuencias.
Para la parte de la curva correspondiente a las intensidades mas altas (70, 80 y 90 dB),
la comparacion de los resultados obtenidos con el SKF y los obtenidos con la perilinfa y
con el &cido kainico ya muestran diferencias significativas para todas las frecuencias
(p<0,05).

El examen morfoldgico de microscopia dptica muestra la existencia de un menor
numero de lesiones vacuoladas en las fibras situadas bajo las células ciliadas internas de
los 6rganos de Corti correspondientes a las espiras mas apicales, mientras que en las
preparaciones correspondientes de las zonas proximas a la base coclear, el numero de
vacuolas es bastante mas evidente, como puede comprobarse en las figuras 16 y 17 de la

pagina 154.
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Figura 16: Seccion transversal de drgano de Corti a nivel de la espira basal-media
(x40), de aquellos animales en los que se ha realizado perfusién intracoclear de acido
kainico, después de la administracion intraperitoneal de SKF, donde se observa la
vacuolizacién bajo la célula ciliada interna. MT: membrana tectoria. P: célula de los pilares.
CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas externas. TC: tunel de Corti.

Figura 17: Seccién transversal de 6rgano de Corti a nivel del apex (x40), en aquellos
animales en los que se ha realizado perfusién intracoclear de acido kainico después
de la administracion intraperitoneal de SKF, apreciandose una moderada

vacuolizacion bajo la célula ciliada interna. MT: membrana tectoria. P: célula de los pilares.
CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas externas. TC: tGnel de Corti.
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RESULTADOS EN EL GRUPO DE LOS VEHICULOS.

En este grupo se hace una comparacion multiple de los resultados de la latencia y
la amplitud de la onda N; del potencial de accion compuesto (PAC), obtenidos entre los
animales en los que no se ha hecho ninguna perfusion (P0), con aquellos en los que se
ha administrado intraperitonealmente el agonista de la dopamina o el vehiculo de estos
agonistas, y antes de realizar ninguna perfusion (Bromocriptina PO, Apomorfina PO,
SKF PO, Dis/Apomorfina PO y Dis/Bromocriptina PO).

Aplicando un test de andlisis de la varianza (ANOVA) de un factor a los
resultados obtenidos en este experimento, se observa que no existe diferencia
significativa (p>0,05) en los resultados obtenidos para las medias de la latencia y de la
amplitud, entre la perilinfa PO, los agonistas de la dopamina antes de las perfusiones
(Bromocriptina PO, Apomorfina PO y SKF PO0), y los vehiculos de los agonistas
dopaminérgicos (Dis/Apomorfina PO y Dis/Bromocriptina PO0), para todas las
frecuencias y para todas las intensidades.

Sin embargo, aunque no existan diferencias significativas, se aprecia que para
bajas intensidades de estimulacién (30, 40 y 50 dB), la latencia obtenida en el
experimento de la perilinfa PO es menor que las latencias obtenidas en los experimentos
en los que se ha empleado bromocriptina (Bromocriptina P0), apomorfina (Apomorfina
PO) y SKF (SKF PO0); sin embargo, para altas intensidades de estimulacion ocurre lo
contrario, son menores las latencias obtenidas con la bromocriptina, la apomorfina y el
SKF que con la perilinfa PO, como queda reflejado en los gréficos de las paginas 158,
159y 160.

Al hacer el estudio comparativo en el caso de las medias de la amplitud del
potencial de accion compuesto (PAC) de la perilinfa PO y de los agonistas de la

dopamina (Bromocriptina PO, Apomorfina PO y SKF PQ0), ocurre que a bajas
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intensidades de estimulacién (30, 40 y 50 dB) los valores medios son muy similares,
siendo a intensidades de estimulacion medias y altas (70, 80 y 90 dB), donde la
diferencia es mayor, sin llegar a ser significativa, a favor de los agonistas de la
dopamina (graficos de las paginas 161, 162 y 163).

En el grupo de los vehiculos Unicamente se van a considerar los empleados para
disolver la bromocriptina y la apomorfina, ya que en el caso del SKF 77434 se emplea
como vehiculo del principio activo el agua destilada. Al comparar, mediante un test de
andlisis de la varianza (ANOVA), los valores de la latencia y la amplitud de la onda N,
del potencial de accién compuesto (PAC) obtenido antes de hacer ninguna perfusion
con perilinfa (P0O), con los mismos pardmetros obtenidos una vez administrados por via
intraperitoneal, y antes de realizar ninguna perfusion, bien el agonista de la dopamina
(Bromocriptina PO, Apomorfina PO o SKF P0), bien el correspondiente vehiculo
(Dis/Bromocriptina PO, Dis/Apomorfina PO), se observa que no existen diferencias
significativas (p>0,05) en las frecuencias y para las intensidades exploradas, si
exceptuamos la latencia de la perilinfa PO, la bromocriptina PO y del vehiculo de
bromocriptina (Dis/Bromocriptina P0), en la frecuencias de los 12 y los 22 kHz a 90 dB
(p<0,05).

Los resultados de este experimento estan expuestos en los gréficos de las paginas
158 a la 163, donde pueden verse que los valores de las medias en el grupo de los
vehiculos de los agonistas de la dopamina estan muy proximos a los valores de las
medias del grupo de los agonistas de la dopamina y del grupo de los animales sin
perfundir (perilinfa PO).

También se muestran diferentes cortes de microscopia Optica, en las figuras 18 y
19 de la péagina 164, de las preparaciones obtenidas tras la administracion

intraperitoneal de los vehiculos de los agonistas dopaminérgicos, donde se aprecian
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escasas lesiones en las fibras existentes bajo las células ciliadas internas.

De este analisis estadistico se deduce que los vehiculos de los agonistas
dopaminérgicos no producen modificaciones en los registros de la latencia o de la
amplitud de la onda N; del potencial de accién compuesto (PAC), ni en los estudios
morfologicos de las cocleas obtenidas tras el uso de dichos vehiculos. De aqui se
desprende que todas las alteraciones electrococleograficas o morfoldgicas encontradas
tras el uso de los agonistas de la dopamina se deben Unica y exclusivamente al empleo

de los mismos y no al efecto de los vehiculos empleados para disolver estos.
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Grafico 5: Latencias de la onda N1 del potencial de accion compuesto en el grupo de los

disolventes de los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. ms: milisegundos.
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Grafico 6: Latencias de la onda N1 del potencial de accion compuesto en el grupo de los

disolventes de los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. ms: milisegundos.
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Grafico 7: Latencias de la onda N1 del potencial de accion compuesto en el grupo de los

disolventes de los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. ms: milisegundos.
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Grafico 8: Amplitudes de la onda N1 del potencial de accién compuesto en el grupo de los

disolventes de los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. £V: microvoltios.
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Grafico 9: Amplitudes de la onda N1 del potencial de accién compuesto en el grupo de los

disolventes de los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. xV: microvoltios.
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Grafico 10: Amplitudes de la onda N1 del potencial de accion compuesto en el grupo de

los disolventes de los agonistas dopaminérgicos.
dB: decibelios. xV: microvoltios.
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Figura 18: Corte transversal de un érgano de Corti (x40), espira apical, obtenido de
un animal al que se ha inyectado intraperitonealmente el vehiculo en el que se ha
disuelto la bromocriptina. No se aprecia vacuolizacion bajo las células ciliadas
internas. TC: tanel de Corti. MB: membrana basilar. CCI: célula ciliada interna. CCEs: células
ciliadas externas. P: célula de los pilares.

Figura 19: Corte transversal de un 6érgano de Corti (x40), espira apical, obtenido de un
animal al que se ha inyectado intraperitonealmente el vehiculo en el que se ha disuelto

la apomorfina. No se aprecia vacuolizacion bajo las células ciliadas internas. TC: tanel
de Corti. MB: membrana basilar. CCI: célula ciliada interna. CCEs: células ciliadas externas. P: célula
de los pilares.
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MODELO EXPERIMENTAL DE SORDERA.

En este estudio se ha elegido la rata como animal de experimentacién con la
finalidad de crear un modelo experimental por varias razones; en primer lugar por una
cuestion de similitud, porque su céclea tiene un namero de espiras similar a la de los
humanos, a diferencia de la coclea de los cobayas u otros roedores, en los que el numero
de espiras es mayor; en segundo lugar por una cuestion técnica, porque el tamafio de la
coclea de la rata y de sus espiras permiten la manipulacion y la realizacion de los
agujeros necesarios para la perfusion coclear de perilinfa con ciertas garantias, esto no
ocurre en el caso de roedores mas pequefios (ratones), donde la cdclea tiene un reducido
tamafio y la separacion entre las diferentes espiras es tan escasa que no permite la
realizacion de agujeros tan pequefios como para que se pueda realizar la perfusion
perilinfatica con garantias, con el material del que se dispone.

Existe una cuestion de disponibilidad y logistica, puesto que se reproducen
facilmente y con un corto periodo de gestacion, con un nimero de crias elevado por
cada camada, y en el plazo de un mes ya se consideran adultos, aptos para poder ser
empleados en experimentacion.

También existen motivos econdmicos, ya que no requieren cuidados muy
especializados en los animalarios donde se mantienen, después de haber sido adquiridas
en los laboratorios proveedores oficiales de Francia o Estados Unidos.

Se ha preferido el uso de ratas pigmentadas Long Evans, ya que diversos estudios
indican que hay una mayor frecuencia de malformaciones congénitas en el oido interno
y de hipoacusias progresivas no congénitas en las ratas albinas Wistar (Bock y Steel,
1984).

El empleo de animales machos en lugar de hembras tiene que ver con la influencia

que sobre los niveles de la dopamina tienen los estrégenos y la progesterona y los
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efectos antidopaminérgicos de los estrogenos al reducir los efectos postsinapticos de la
dopamina (Diamond, 1980; Palermo-Neto y cols., 1990).

Efectos derivados de la administracion de neurotdxicos.

Ya se ha sefialado con anterioridad que el glutamato es el principal aminoacido
neurotransmisor excitador del sistema nervioso central (Curtis y Watkins, 1963), y
aunque su presencia en la coclea es ain motivo de controversia, se ha postulado como el
principal neurotransmisor existente entre la célula ciliada interna y las fibras aferentes
tipo | (Godfrey y cols., 1976; Bobbin y cols., 1978; Bobbin, 1979; Eybalin y cols.,
1983; Altschuler y cols., 1989; Eybalin y cols., 1990 y 1991), aunque tampoco debera
olvidarse otro posible candidato en esta neurotransmision, como es el aspartato (Fex y
cols., 1982; Wenthold y cols., 1986). Se ha demostrado que ambos neurotransmisores
pueden ser captados por las fibras eferentes del haz espiral interno y del haz espiral del
tnel (Gulley y cols., 1979; Schwartz y cols., 1986), lo que ha sido interpretado como
un mecanismo de proteccion frente a los efectos neurotoxicos producidos por el exceso
de glutamato y aspartato a nivel de la hendidura sinaptica (Altschuler y cols., 1989).

Aceptando la hipdétesis del glutamato como principal neurotransmisor de la via
auditiva aferente, se ha empleado en diferentes ocasiones, en nuestro laboratorio, para la
experimentacion animal (Hernandez-Ortiz, 1992; Carricondo, 1995). No obstante, la
utilizacion de andlogos del glutamato permite un estudio adecuado por su mayor
capacidad neurotoxica. El glutamato seria aclarado de la hendidura sinéptica por las
células gliales (Eybalin y Pujol, 1983; Choi y Rothman, 1990; Eybalin, 1993) o seria
captado por las fibras eferentes del haz espiral interno y del tinel de una manera muy
eficaz (Gulley y cols., 1979; Schwartz y cols., 1986; Altschuler y cols., 1989), lo que
obligaria al uso de dosis muy altas, del orden de 5 mM, para provocar lesiones en las

fibras aferentes de la via auditiva (Puel y cols., 1994).
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Existen diferentes analogos del glutamato (Eybalin, 1993; Puel, 1995) como el
acido kainico (Bledsoe y cols., 1981; Kusakari y cols., 1984), el acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico (AMPA) (Puel y cols., 1991), el &cido domoico, el
acido iboténico, el &cido quiscualico (Jenison y cols., 1986), que son empleados a dosis
10 o 100 veces inferiores al glutamato, para conseguir iguales efectos. Todos ellos son
considerados aminoacidos excitotoxicos (Olney, 1978; Choi y Rothman, 1990; Pujol y
cols., 1993), ya que estimularian la sinapsis entre la célula ciliada interna y la fibra
aferente tipo I, funcionando como aminodcidos excitadores rapidos (efecto
despolarizador), y cuando se emplean a dosis elevadas producirian lesiones en las
dendritas de las fibras aferentes (efecto neurotdxico), salvo el NMDA (N-metil-D-
aspartato), que no llegaria a producir lesiones en la fibra aferente a pesar de emplearse a
dosis muy altas (Puel y Pujol, 1992).

De estos agonistas glutamatérgicos, unicamente el acido kainico y el AMPA
(&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico) serian capaces de suprimir el
potencial de accion compuesto (Puel, 1993); el acido kainico lo suprimiria cuando es
empleado a dosis mayores de 10 nM (Bledsoe y cols., 1981; Kusakari y cols., 1984).

Esta bateria de productos, andlogos del glutamato, nos permitiria la obtencién de
modelos experimentales adecuados para el estudio de ciertas patologias, en las que se
ha constatado que las lesiones microscépicas halladas en el érgano de Corti son
similares a las que se producen con el empleo de estos agonistas glutamatérgicos (Choi,
1990; Pujol y cols., 1993); por ello estos modelos experimentales nos servirian para el
estudio de aquellas patologias (trauma acustico, sordera subita, hipoxia/isquemia
coclear aguda) y para el estudio de los factores que puedan influir en ellas y la manera
de prevenirlas, tratarlas, evitar sus consecuencias y las complicaciones.

Los agonistas de glutamato mas empleados en experimentacion animal, mediante
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perfusion perilinfatica, son el &cido kainico a unas dosis que varian entre 1 y 5 nM
(Pujol y cols., 1985; Juiz y cols., 1989; Hernandez-Ortiz, 1992; Eybalin, 1993;
Hernandez-Martinez, 1993; Carricondo, 1995; Jiménez-Ferreres, 1996; Gil-Loyzaga y
cols., 1999-a), mientras que su ECsy (50% de la concentracion efectiva: concentracion
media de un agonista que produce la mitad del maximo efecto supresivo sobre el
potencial de accién compuesto) es de 67 uM (Jenison y cols., 1986) y el AMPA (&cido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico) a dosis de 10 uM (Puel y cols., 1991 y
1994; Puel, 1995), mientras que su ECsy es de 25 uM y la concentracion a la que
produce la supresion completa del potencial de accién compuesto es de 100 mM ( Puel
y cols., 1991; Eybalin, 1993).

En el presente estudio se ha empleado el &cido kainico como neurotoxico, ya que
existe mayor experiencia con su uso en nuestro laboratorio (Hernandez-Ortiz, 1992;
Hernandez-Martinez, 1993; Carricondo, 1995; Jiménez-Ferreres, 1996; Gil-Loyzaga y
cols., 1999-a), y ademas resultd mas sencilla la obtencion de las dosis a las que debia
emplearse para provocar lesiones bajo las células ciliadas internas y modificaciones en
los registros electrococleogréficos, mientras que con el uso del AMPA (acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propidnico) no se obtuvo ninguna modificacion en los
registros electrococleogréaficos del potencial de accion compuesto (PAC), a pesar de
aumentar las dosis muy por encima de los valores que aparecen en la literatura y que se
estan empleando en otros laboratorios (Puel y cols., 1991y 1994; Puel, 1995).

El uso de acido kainico en experimentacion animal nos va a proporcionar una
herramienta Gtil dentro de la investigacion (Herndndez-Ortiz, 1992; Hernandez-
Martinez, 1993; Carricondo, 1995; Jiménez-Ferreres, 1996; Gil-Loyzaga y cols., 1999-
a), ya que con su empleo desarrollamos un modelo experimental de sordera, lo que nos

permitird el estudio y la experimentacion con sustancias que puedan ser Utiles para el
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tratamiento de esta patologia y puedan aplicarse posteriormente en la clinica; tal es el
caso de las sorderas bruscas y también en las sorderas consecutivas a un trauma
acustico, como procesos agudos, y para evitar en lo posible la presbiacusia, como
proceso cronico, donde se ha comprobado que existe un descenso marcado en el numero
de neuronas tipo | del ganglio espiral (Spoendlin y Schrott, 1988), que podria estar
relacionado con el dafio excitotoxico de larga duracién (Pujol y cols., 1991).

La via empleada para la administracion del neurotdxico es la perilinfatica ya
que, a pesar de tratarse de una técnica mas compleja que la requerida para la via
intraperitoneal, con ello se consigue salvar el efecto de la barrera hematoencefélica, nos
permite conocer y manejar con mayor exactitud la dosis a las que es toxico el &cido
kainico, y se evitan los efectos adversos del acido kainico administrado por via
intraperitoneal (que van desde la sialorrea, los vomitos, las convulsiones, la agitaciéon y
hasta la muerte por sobredosis) al conseguir que la accion del toxico se ejerza Unica y
exclusivamente en la céclea, y no en todo el sistema nervioso central, con lo que
tendriamos no solo un modelo experimental de sordera sino también un modelo
experimental de crisis convulsivas (epilepsia).

Para algunos autores esta via plantearia algin inconveniente (Juiz y cols., 1988 y
1989), ya que no permitiria diferenciar en el estudio microscépico aquellas lesiones
debidas a la accién del &cido kainico, de aquellas debidas al posible efecto de la
descompresion perilinfatica que se produce cuando se labran los agujeros para la
realizacion de la perfusion, de la manipulacién y de la fijacion, y que segin estos
autores (Juiz y cols.,1988 y 1989) suelen ser reversibles en unas horas o en pocos dias.
Sin embargo este inconveniente no es compartido, ni aceptado, por otros laboratorios
dedicados a la investigacion en oido interno (Herndndez-Martinez, 1993; D’Aldin y

cols., 1995; Gil-Loyzaga y cols., 1998-b), donde no se han descrito dichas alteraciones
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tras la perfusion perilinfatica sin ningun toxico.

La aparicion de lesiones morfoldgicas en las dendritas situadas bajo las células
ciliadas internas es inmediata, tras el empleo del neurotéxico por via perilinfatica, ya
que se registran lesiones a los 5 minutos de perfundido solamente 1 nM de &cido kainico
(Pujol y cols., 1985; Eybalin, 1993), por lo que se podria considerar este modelo
experimental valido como ejemplo de cuadros que se acompafian de pérdida de audicion
brusca en la patologia médica como son la sordera brusca, el cuadro de
hipoxia/isquemia coclear brusca, el trauma acustico, etc...

Las primeras evidencias de las repercusiones del glutamato y del aspartato
(agonistas de los receptores NMDA) sobre los registros electrofisioldgicos, con
disminucion de la amplitud de la onda N; del potencial de accion compuesto (PAC) sin
afectarse el potencial de sumacion (PS) ni el potencial microfénico coclear (MC)
(Littman y cols., 1989), demuestran que ambos neurotransmisores reproducen el efecto
de la estimulacién acustica, y por lo tanto imitarian la accién de los neurotransmisores
enddgenos, aumentando la descarga espontanea de las neuronas auditivas primarias
(Bobbin, 1979; Comis y Leng, 1979). Esta reduccion en la amplitud del PAC podria ser
debida a que Unicamente una pequefia cantidad de fibras del nervio auditivo estan
descargando sincrénicamente, posiblemente debido al efecto de las sustancias
empleadas, que aumentarian las descargas espontaneas (y por lo tanto asincronicas), o
bien a que los neurotransmisores empleados han suprimido disparos aislados, por un
proceso de depresion post-excitatoria (Bledsoe y cols., 1988). De cualquiera de las dos
formas, por aumento de las descargas espontaneas asincronicas 0 por una depresion
post-excitatoria, quedan menos neuronas en el nervio auditivo para descargar
sincrénicamente, por efecto del sonido (Puel, 1995).

Con el uso de agonistas de receptores no-NMDA, como son el acido kainico y el
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AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico), se podria influir en los
registros electrococleograficos no Unicamente porque aumentaran las descargas
espontaneas de las neuronas aferentes o por la depresion post-excitatoria, sino porque
también producirian fendmenos neurotdxicos, con lesiones microscopicas de las
terminales postsinapticas bajo las células ciliadas internas (Puel, 1995; Gil-Loyzaga y
cols., 1999-a).

En cuanto al andlisis de los resultados electrococleograficos, se ha tratado de
identificar una determinada poblacion neuronal del nervio coclear, con alguno de los
parametros medidos en el potencial de accion compuesto (PAC), y asi se piensa que la
latencia de la onda N; del PAC vendria determinada por el disparo de las fibras mas
sensibles al estimulo acustico (aquellas de menor umbral auditivo y de mayor frecuencia
de descarga espontanea), mientras que la amplitud vendria determinada por el nimero
de fibras de baja y alta frecuencia de descarga que se disparan sincrénicamente. La
latencia conduce informacion sobre el inicio del estimulo, mientras que la amplitud nos
da informacion sobre la intensidad del mismo, y por dltimo, la informacién de la
frecuencia del estimulo vendria dada por la disposicién tonotdpica de las neuronas en el
nervio coclear, en la periferia las frecuencias agudas y en el centro las frecuencias
graves (Liberman, 1982-b).

Por lo tanto, se podrian diferenciar dos poblaciones celulares de caracteristicas
funcionales y morfoldgicas distintas (Liberman, 1980-a y 1982-a; Liberman y Oliver,
1984); un grupo de fibras con baja y media frecuencia de descarga espontanea, que
morfolégicamente se caracterizarian por ser finas, con escaso nimero de mitocondrias y
por localizarse en la regién modiolar, bajo las células ciliadas internas; el otro grupo
estaria compuesto por fibras con una alta frecuencia de descarga espontanea, serian de

didmetro mayor, poseerian un mayor numero de mitocondrias y tendrian una
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disposicion lateral bajo las células ciliadas internas, en la region de los pilares.

Dejando aparte los receptores metabotropicos, que podrian tener una intervencion
escasa en la neurotransmision, parece claro que existen dos tipos de receptores
ionotropicos glutamatérgicos, los no-NMDA, del tipo del &cido kainico y del tipo
AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico) y los receptores NMDA
(N-metil-D-aspartato). Los receptores no-NMDA podrian ser los primeros en activarse
en la neurotransmision a pequefias y moderadas intensidades de estimulo (Puel y cols.,
1991) y serian méas abundantes en aquellas neuronas aferentes situadas en la region de
los pilares, bajo las células ciliadas internas (CCl), que tienen media y alta frecuencia de
descarga espontanea y un umbral mas bajo para los estimulos auditivos (Liberman,
1982-a y b); los receptores NMDA parecen activarse secundariamente, una vez que se
han activado los receptores no-NMDA, y Unicamente con sonidos de alta intensidad
(Ehrenberger y Felix, 1991), y podrian ser mas abundantes en aquellas neuronas
situadas en la region modiolar bajo las células ciliadas internas, y que tienen una
frecuencia de descarga espontanea mas baja y un umbral mas alto para los estimulos
auditivos (Liberman, 1982-ay b; Liberman y Olivier, 1984).

Modelo experimental de proteccion con agonistas de la dopamina.

La dopamina se identifico inicialmente en la coclea empleando técnicas de
cromatografia liquida de alta presién (Gil-Loyzaga y Parés-Herbute, 1986 y 1989),
confirméndose posteriormente su presencia en el sistema eferente lateral (Eybalin y
cols., 1993; Vicente-Torres y cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1995). Se ha demostrado que
los niveles de dopamina en la coclea descienden en relacion inversa al ruido, mientras
que sus principales metabolitos, &cido homovanilico (HVA) y acido dihidroxi-fenil-
acético (DOPAC), aumentan su concentracion en relacion directa con el estimulo

auditivo (Gil-Loyzaga y cols., 1993). Desde los primeros estudios se ha sugerido que
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esta catecolamina podria tener efectos protectores frente a la neurotoxicidad provocada
por la excesiva liberacion de acido glutamico sobre la fibra aferente tipo I, como
ocurriria en situaciones de ruido intenso (Gil-Loyzaga y cols., 1994-a) o en situaciones
de hipoxia/isquemia (Pujol y cols., 1992-a; D’Aldin y cols., 1995).

Se ha demostrado que la edematizacion que se produce en los terminales
dendriticos bajo las células ciliadas internas (CCl), en situaciones de ruido intenso y
prolongado o en situaciones de isquemia coclear, es una consecuencia fisiopatoldgica
motivada por la estimulacion excesiva de los receptores glutamatérgicos de dichos
terminales (Pujol, 1991; Pujol y cols., 1992-a y b; Puel y cols., 1994). Este hecho
vendria a demostrar que al emplear previamente un antagonista de estos receptores
glutamatérgicos, estas lesiones no se producirian (Pujol y cols., 1985; Pujol y cols.,
1992-a). Al activarse los receptores glutamatérgicos no-NMDA se abririan los canales
i6nicos, permitiendo el paso de iones Na*y Ca®* al interior de la neurona (Fig. 20. Pag.
175), arrastrando consigo agua (Rothman, 1985; Choi, 1987; Mayer y Westbrook,
1987); cuando la estimulacion es excesiva 0 mantenida, la célula acabaria perdiendo la
capacidad de manejo de estos iones y del agua (pérdida de la homeostasis del Ca*")
(Choi, 1990; Lefebvre y cols., 1991), acumulandose ambos en gran cantidad en el
interior de la neurona, provocando la edematizacion de la terminal dendritica y la
consiguiente degeneracion neuronal (Pujol y cols., 1993).

La dopamina actuaria fundamentalmente sobre dos tipos de receptores
metabotrdpicos (Alonso-Solis, 1992), los D; y los D,, que tienen localizaciones
diferentes en los dos extremos de las sinapsis (Fig. 20. Pag. 175). Los receptores D; son
postsinapticos y al unirse con la dopamina se produciria una activacion de la adenilato-
ciclasa, a través de la proteina G, mientras que los receptores D, tienen localizacion

presinaptica (autorreceptores) y postsinaptica, y al activarse, tras la union con la
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dopamina, producirian una inhibicién de la adenilato-ciclasa (Kabebian y Calne, 1979),
una inhibicién de los canales de Ca*, con disminucién de los niveles del Ca** libre
intracelular (Todd y O’Malley, 1993), una activacion de los canales de K* y una
disminucion del recambio del inositol-trifosfato (Vallar y Meldolesi, 1989; Karadaghy y

cols., 1997).
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Figura 20: Representacion esquematica de la posible distribucion de los
receptores dopaminérgicos en las fibras aferentes tipo | y en el sistema
eferente lateral.

CCI: célula ciliada interna. Glu: glutamato. NMDA, QUIS, AMPA y KA: receptores
ionotropicos para el N-metil-D-aspartato, para el quisqualato, para el 4cido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-isoxazol-propionico y para el &cido kainico. AC: adenilato-ciclasa.

G: proteina G. Dy, D, y D3: receptores metabotrdpicos para la dopamina.

DA: dopamina. ITP: inositol-trifosfato.
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Algunos trabajos de hibridacion *“in situ” han demostrado que el ARN, que
codifica los receptores D, se localiza en las neuronas del ganglio espiral, asi como en
las neuronas del haz olivococlear lateral (Safieddine y Eybalin, 1994); otro grupo de
investigacion ha descubierto en la coclea de los ratones la existencia de un ARNp, que
codifica los receptores D3 (Drescher y cols., 1994).

La experimentacién animal con los agonistas de la dopamina permite sugerir que
la funcidn de esta catecolamina, identificada en la cclea, seria la de inhibir o regular la
transmision entre la célula ciliada interna y las dendritas de las fibras aferentes tipo |
(Puel y cols., 1992; Pujol y cols.,, 1992-a). En este sentido se han observado
modificaciones en los registros electrococleograficos, que incluyen la reduccién en la
amplitud del potencial de accion compuesto (PAC) y el aumento en la latencia de la
onda Nj, Unicamente para altas intensidades de estimulacion (Puel y cols., 1992;
d’Aldin y cols., 1995). La administracion de dopamina no afecta al potencial
microfonico coclear (MC) ni al potencial de sumacién (PS), lo que indicaria que la
accion de estos agonistas de la dopamina se llevaria a cabo en regiones postsinapticas,
mas alla de las células ciliadas (Pujol y cols., 1993). Esta accion seria muy evidente
bajo las células ciliadas internas mas proximas al modiolo, region que corresponde a las
fibras aferentes de baja frecuencia de descarga espontanea (entre 0 y 18 descargas por
segundo), con altos umbrales de estimulacion (Liberman, 1980; Liberman y cols., 1990;
Puel, 1995) y posiblemente con una mayor concentracion de receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA) (Liberman, 1982-ay b; Liberman y Olivier, 1984).

También se ha demostrado que ciertos agonistas de la dopamina inyectados
intraperitonealmente (piribedil) podrian modificar los niveles de la dopamina detectados
en las cocleas sometidas al ruido, sugiriendo la existencia de algin tipo de control

presinaptico en su liberacion por parte de las fibras eferentes (Gil-Loyzaga y cols.,
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1992). Ademas la perfusion intracoclear de piribedil antes de someter a la coclea a 10
minutos de isquemia, evita la edematizacion que se produce habitualmente en las
dendritas de las fibras aferentes primarias (Puel y cols., 1994).

Recientemente, mediante el uso de técnicas de microiontoforesis junto con
tratamientos con agonistas y antagonistas dopaminérgicos D; y D,, se ha demostrado
que la dopamina modularia la actividad de las fibras aferentes primarias de una manera
inhibitoria, para evitar la sobreestimulacion (“feed-back” negativo), y esta inhibicion
podria estar mediada no solamente por receptores dopaminérgicos D, (D’Aldin y cols.,
1995), sino también por receptores D; (Oestreicher y cols., 1997).

En nuestro estudio, la administracion de los agonistas de la dopamina se realizd
por via intraperitoneal al menos una hora antes de la perfusion perilinfatica del toxico;
estos agonistas pertenecen a los diferentes tipos de receptores dopaminérgicos que se
sospecha que existen en la coclea, de ahi que se haya empleado un agonista para los
receptores D; como es el SKF 77434 (O’Boyle y Waddington, 1987; Murray and
Waddington, 1989; O’Boyle y cols., 1989; Bergman y cols., 1995), un agonista
selectivo para receptores D,, la bromocriptina (Hoffman y Cubeddu, 1984; Jackson y
cols., 1989), y un agonista para ambos receptores D; y D, 0 agonista no selectivo, la
apomorfina (Bergman y cols., 1995).

La finalidad del presente estudio seria la de conocer, en primer lugar, los
efectos que estos agonistas tienen sobre la coclea y sobre la neurotransmisién, con
las posibles repercusiones electrofisioldgicas; en segundo lugar, los efectos que
puedan tener sobre las fibras aferentes tipo I cuando estas se hallan sometidas al
efecto del neurotdxico administrado localmente, y su papel, protector o no, sobre
dichas fibras aferentes en situaciones de sobreestimulacion.

La administracion intraperitoneal elegida para los agonistas de la dopamina es una
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via general de administracion de principios activos, a diferencia de la via perilinfatica,
local, elegida para el aminoacido excitotoxico. Aquella seria, por lo tanto, una via mas
fisioldgica para la administracion de medicamentos, permitiéndonos conocer los efectos
secundarios derivados del uso de la dopamina (taquicardia, irritabilidad, sialorrea,
vomitos, piloereccion, movimientos anormales de la boca, aumento o disminucion de la
actividad locomotora con movimientos estereotipados,...), que no se podrian conocer de
haberse empleado una via local para su administracion.

Puesto que el efecto del aminoécido excitotoxico empleado por via local se realiza
de manera casi inmediata, la administracion de los agonistas de la dopamina debera
realizarse una hora antes de la administracion del ototoxico, para permitir su absorcion
de la cavidad peritoneal, su paso a la sangre y por esta hasta el sistema nervioso central
y hasta la coclea a través de las arterias cerebelosas anteroinferiores, y a traves de las
perilinfas hasta las dendritas de las neuronas aferentes tipo | y hasta las terminales
sinapticas del sistema eferente lateral.

Proteccidn derivada de la administracion de agonistas de la dopamina.

Para el andlisis de los resultados hemos empleado un test de analisis de la varianza
(ANOVA) de una via (latencia o amplitud), ya que solo existe una variable
independiente, el tratamiento, para conseguir una variable dependiente (latencia o
amplitud). Se ha preferido este test para el analisis de los resultados, en lugar de la “t de
Student”, ya que al tener que comparar varios grupos (control P2, &cido kainico,
bromocriptina, apomorfina, SKF), el test de analisis de la varianza nos permite realizar
comparaciones madltiples entre todos los grupos, en lugar de realizar multiples
comparaciones de dos en dos grupos, como ocurriria con el test de Student, aumentando
el riesgo de cometer el error tipo | (aceptar la hipétesis nula Hy, todos los grupos son

iguales, cuando no es verdad).
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En primer lugar, se han comparado los resultados de tres experimentos diferentes
para establecer nuestra hipétesis de trabajo; se comparan las medias de las amplitudes y
de las latencias obtenidas de aquellos animales a los que no se les ha realizado perfusion
con perilinfa (control PQ), con las de aquellos en los que se han realizado una (control
P1) o dos perfusiones de perilinfa (control P2). Se aprecia una diferencia
estadisticamente significativa entre las amplitudes obtenidas de aquellos animales en los
que no se habia perfundido perilinfa, al compararlas con las obtenidas de aquellos otros
a los que se les habian perfundido perilinfa en una o en dos ocasiones; con respecto a la
latencia, los resultados no son tan claros, ya que las diferencias entre los valores de las
medias son mas escasas, y aunque no sean estadisticamente significativas, los valores de
la latencia obtenidos sin perfundir perilinfa (control PO) son menores que los valores de
las latencias obtenidas al perfundir perilinfa en una o en dos ocasiones (gréafico 1. Pag.
139 y gréfico 2. Pag. 140). Entre una o dos perfusiones de perilinfa, las diferencias de
las medias de las amplitudes y de las latencias no son muy importantes y no resultan
estadisticamente significativas.

Después de este andlisis, se puede concluir que la manipulacion de la coclea va
acompafada de alteraciones en los registros del potencial de accién compuesto, tanto en
la latencia como en la amplitud, posiblemente debido o a la descompresion de las
rampas vestibular y timpanica, o a pequefias variaciones en la composicion ionica de la
perilinfa artificial, sin embargo estas alteraciones no se siguen produciendo en las
sucesivas perfusiones, manteniéndose con escasas variaciones las medias de las
latencias y las amplitudes en la primera y en la segunda perfusion con perilinfa artificial
(controles P1y P2).

La doble perfusion coclear con perilinfa tiene como finalidad la de asegurarse que

con la primera perfusion no se ha lesionado la céclea y el animal del experimento no se



180

ha quedado cofotico. Estos resultados nos permiten justificar el modelo experimental
empleado y considerar a esta segunda perfusion con perilinfa artificial (control P2)
como el verdadero control de todo el estudio y emplearlo para ulteriores comparaciones
con el experimento del ototoxico y el de los agonistas de la dopamina; las posibles
alteraciones que se puedan producir con las perfusiones perilinfaticas se van a producir
de igual manera en el resto de los experimentos (en el del &cido kainico y en el de los
agonistas dopaminérgicos), consiguiendo con ello un disefio homogéneo para todo el
estudio general.

También se han estudiado los efectos derivados del uso de los agonistas de la
dopamina, mediante los registros electrococleogréficos realizados antes de perfundir
ninguna perilinfa y después de haber administrado intraperitonealmente los
correspondientes agonistas (bromocriptina PO, apomorfina PO y SKF P0) y se comparan
con las medias de la latencia y de la amplitud del control PO (antes de perfundir ninguna
perilinfa y sin medicacion intraperitoneal). En general las diferencias apreciadas no son
estadisticamente significativas, aunque los resultados indican que, en lo que a la latencia
se refiere, esta se acorta con el uso de todos los agonistas de la dopamina para altas
intensidades del estimulo (por encima de 50 dB), mientras que esta alargada para
estimulos de baja intensidad (menores de 50 dB); la amplitud aumenta con el empleo de
los agonistas dopaminergicos tanto més cuanto mayor es la intensidad del sonido
estimulante, aunque los resultados no sean estadisticamente significativos, tal y como se
aprecia en los graficos del 5 al 10 de las paginas 158 a la 163.

De este andlisis se puede deducir que los agonistas de la dopamina, inyectados
intraperitonealmente, no influyen, cuando la coclea se halla en situacion basal, en los
registros electrococleogréficos de la latencia y de la amplitud de la onda N; del

potencial de accién compuesto (PAC), por lo menos significativamente, y a diferencia
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de lo publicado por otros autores (Pujol y cols., 1993; D’Aldin y cols., 1995; Puel,
1995; Qestreicher y cols., 1997); motivo de otro analisis seria aquella situacion en la
que se realizara una perfusion coclear con un aminoacido excitotdxico.

En el estudio realizado con el acido kainico se comparan los resultados de las
medias de las latencias y de las amplitudes obtenidas tras la perfusion, en dos ocasiones,
con perilinfa artificial sin ningin otro producto (control P2), con los obtenidos tras la
perfusion coclear en un primer lugar con perilinfa y en una segunda perfusiéon de
perilinfa conteniendo acido kainico. Este experimento nos permitira comparar los
resultados obtenidos en nuestro control P2, con los resultados obtenidos con el acido
kainico, con el fin de comprobar que el &cido kainico es tdéxico, en perfusion
intracoclear, tal y como esté disefiado para nuestro experimento.

En los resultados de los estudios de las latencias, las amplitudes y los umbrales, se
han obtenido diferencias; en lo que respecta al umbral, se observa que estd aumentado
en el experimento con el &cido kainico para dos frecuencias, 22 y 16 KHz, quedando en
40 dB, mientras que en el resto de las frecuencias estd en 30 dB, siendo similar al
umbral de los controles. En cuanto a la comparacién de las medias de las latencias y de
las amplitudes de la onda N; del potencial de accion compuesto (gréaficos 3 y 4 de las
paginas 144 y 145), y tras el analisis de los resultados, se aprecia que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre el experimento con perilinfa (control P2)
y el experimento con &cido kainico, salvo para algunos valores aislados (16 y 18 KHz) y
a bajas intensidades de estimulacion acustica (30 o 40 dB), lo que viene a significar que
electrofisiologicamente se encuentran diferencias entre el uso de perilinfa y el uso del
acido kainico, que posteriormente fueron confirmadas con los resultados morfoldgicos
de microscopia optica (Fig. 8 y 9. Pag. 141 y Fig. 10 y 11. Pag. 146), donde se pueden

comprobar las lesiones que se han producido (vacuolizacion de las terminales sinapticas
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situadas bajo las células ciliadas internas); por lo tanto, también queda establecido el
modelo de ototoxicidad experimental (modelo experimental de sordera) con el empleo
del acido kainico.

Ya tenemos los experimentos que nos serviran de control, que se ha denominado
control P2, también tenemos el modelo de toxicidad coclear que hemos obtenido con la
perfusion intracoclear del acido kainico, ahora nos queda el analisis de los resultados
obtenidos con el empleo de los diferentes agonistas de la dopamina y la comparacion
con los datos obtenidos de las dos hipdtesis de partida, que son los animales controles
normooyentes y los animales tratados con el ototdxico y que son hipoacusicos.

Para el analisis de los resultados se ha procedido a comparar los datos obtenidos
tras el uso de cada uno de los agonistas dopaminérgicos, con los obtenidos con los
controles de perilinfa P2 y con los obtenidos tras el uso del ototdxico (&cido kainico), y
luego se ha hecho una comparacion en conjunto para valorar con cuél de los agonistas
dopaminérgicos se obtienen mejores resultados.

Con el empleo de la bromocriptina, un agonista D, de la dopamina, se obtienen
unos resultados en las latencias y en las amplitudes cuyas medias se encuentran en una
situacion intermedia entre los valores de las medias del control y del ototdxico (gréfico
3 de la pagina 144 y grafico 4 de la pagina 145). Cuando se realiza un test de analisis de
la varianza (ANOVA), tanto para los valores de la latencia como para los de la
amplitud, se obtienen unos resultados que, en el caso de la latencia, no son
significativos con respecto a los valores obtenido para los controles P2, ni tampoco con
respecto a los valores obtenidos en el caso del ototdxico, lo que viene a significar que
los resultados aritméticamente se sitlan en una posicion intermedia, no son como los
resultados obtenidos en el caso de los controles, ni tampoco como en los casos en los

que se usa acido kainico. En el caso de la amplitud, la no significacion estadistica es
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mayor con el experimento del ototoxico, a bajas y medias intensidades de estimulacion,
que con el del control, lo que quiere decir que los resultados obtenidos con este agonista
dopaminérgico se aproximan mas a los del acido kainico que a los del control; en
intensidades altas de estimulacién (70, 80 y 90 dB) la significacion estadistica lo es con
el experimento del ototoxico y con el del control, sin aproximarse sus valores mas a uno
que a otro.

Los resultados de microscopia Optica son variables, en algunas preparaciones se
observan escasas lesiones, mientras que en otras se aprecia una vacuolizacion mas
intensa bajo las células ciliadas internas, sobre todo al nivel de las espiras medias y del
apex coclear (Fig. 12y 13. Pag. 148).

Con el uso de la apomorfina los resultados estadisticos obtenidos son algo
diferentes; el umbral es similar al umbral del experimento en el que se ha empleado la
perilinfa (30 dB), diferenciandose de los casos en los que con el empleo del &cido
kainico el umbral se eleva a 40 dB. Los resultados de las medias de las latencias y de las
amplitudes obtenidas tras el empleo de este agonista dopaminérgico D1/D,, estdn mas
préximas a los valores de las medias de los experimentos realizados con la perilinfa
(controles P2) que a las medias obtenidas con el empleo del &cido kainico (ototoxico),
segun se aprecia en los graficos 3 y 4 de las paginas 144 y 145. Mediante el analisis de
la varianza se ha obtenido que, comparando los resultados de las medias de las latencias
y las amplitudes, no se encuentra diferencia estadisticamente significativa entre el
experimento con la apomorfina y los resultados de los controles P2, a la vez que en
algunas frecuencias (18, 16 y 12 KHz) los valores de la latencia son menores que en los
casos controles. Al hacer la comparacién entre los resultados obtenidos con el empleo
de la apomorfina y el &cido kainico, se observa que si existe una diferencia que es

estadisticamente significativa tanto en la comparacién de las latencias, como en la
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comparacion de las amplitudes, y sobre todo para altas intensidades de estimulacién
sonora.

El estudio de los érganos de Corti a diferentes niveles y en preparaciones de
microscopia optica, demuestra o bien la ausencia de lesiones o si estas aparecen suelen
ser minimas al compararlas con las observadas en el estudio con el acido kainico,
estando localizadas al nivel de las espiras de la base (Fig. 14 y 15. Pag. 151).

Estos resultados nos indican que se aprecian diferencias con el empleo de la
apomorfina, siendo estadisticamente significativas, y que los resultados se
aproximan mas a los obtenidos en los casos controles, y a veces mejorando los
registros de las latencias, que a los obtenidos con el empleo del ototoxico, lo que
supone la confirmacion electrofisioldgica y morfologica de cierto papel protector
para este agonista dopaminérgico D:/D,, frente a la neurotoxicidad inducida
experimentalmente por el acido kainico.

Cuando se emplea el SKF 77434, agonista dopaminérgico Dy, y se analizan los
resultados obtenidos de las medias de la latencia y de la amplitud de la onda N; del
potencial de accion compuesto y se comparan con los obtenidos en el caso de los
controles de perilinfa P2 y del ototdxico, se aprecia que los valores de las respectivas
medias tienen una posicion intermedia entre los mismos valores del control P2 y del
ototdxico (grafico 3 y 4 de las paginas 144 y 145). Al realizar el test de analisis de la
varianza (ANOVA) se pone de manifiesto que, en lo que a la latencia se refiere, no
existe diferencia significativa con respecto a los resultados obtenidos con el empleo del
acido kainico, ni tampoco con respecto a los obtenidos en el caso de los controles de
perilinfa P2. En el estudio de la amplitud, las diferencias tampoco son estadisticamente
significativas cuando se emplean estimulos de baja 0 media intensidad (30, 40, 50 o 60

dB), mientras que a altas intensidades de estimulacién los resultados son
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estadisticamente significativos al compararlos con los resultados de los controles y del
acido kainico, sin aproximarse mas a unos que a otros.

Estos datos vienen a sefialar que aunque no exista significacion estadistica en
los resultados, tras el analisis de la varianza, el empleo de este agonista
dopaminérgico D; proporciona cierta proteccién, ya que los resultados de las
medias de la latencia y la amplitud se sitdan entre los valores extremos de los
controles P2 y del acido kainico, sin llegar al nivel de los controles, pero siendo
claramente mejores que los resultados obtenidos con el empleo del ototdxico.

En el estudio de microscopia Optica se aprecian lesiones bajo las células ciliadas
internas de todas las espiras de la coclea, siendo al nivel de la base y de las espiras
medias donde la vacuolizacion de este espacio es més evidente. En las espiras del apex
coclear la vacuolizacion en algunas ocasiones no se aprecia con claridad, figuras 16 y
17 de la pagina 154.

Una vez que ya conocemos los efectos de diferentes agonistas dopaminérgicos en
la prevencion de la ototoxicidad provocada experimentalmente, ahora vamos a analizar
el posible efecto de los vehiculos empleados para disolver los principios activos,
principalmente de aquellos agonistas dopaminérgicos que no se pueden disolver ni en
agua destilada, ni en soluciones de cloruro sédico.

La bromocriptina se disuelve con dificultad en una solucion de alcohol de 96° y de
acido tartarico al 0,2 %; se emplea 1 mg de bromocriptina disuelto en 1 ml de esta
solucién y se usa a una dosis de 1 mg/kg de peso, administrado por via intraperitoneal.
Hemos comparado los resultados obtenidos en el estudio electrofisiologico y en el
estudio morfologico, apreciandose que no existen diferencias estadisticamente
significativas al comparar las medias de las latencias y de las amplitudes obtenidas en el

caso del control PO, en el caso de la bromocriptina antes de la perfusion perilinfatica
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(Bromocriptina P0O) y en el caso de la administracion intraperitoneal del vehiculo de la
bromocriptina -Dis/Bromocriptina PO- (grafico 5 de la pagina 158 y grafico 8 de la
pagina 161).

Morfolégicamente no existen diferencias entre los 6rganos de Corti obtenidos de
los animales de experimentacion a los que se les ha realizado la administracion
intraperitoneal del vehiculo de la bromocriptina y los obtenidos de aquellos en los que
no se ha perfundido todavia perilinfa -Perilinfa PO- (Fig. 18. Pag. 164).

Dado que ni electrofisiologicamente ni estructuralmente se producen
repercusiones en los registros realizados o en el estudio microscépico tras el empleo del
vehiculo de la bromocriptina, se puede concluir que cualquier efecto detectado en la
cdclea del animal de experimentacion tras la administracion de la bromocriptina por via
intraperitoneal se deberd a la propia bromocriptina y no al uso concomitante del
vehiculo de este principio activo.

En el caso de la apomorfina se ha procedido de igual manera que con la
bromocriptina; para disolver 6 mg de este farmaco se emplea 1 ml de una solucién de
CINa (0,9 %) y acido ascérbico (0,1 %), y se usa a dosis de 6 mg/kg de peso. Se ha
realizado un estudio morfoldgico de la céclea y un estudio electrofisioldgico tras la
administracion de 1 ml. de esta solucion por via intraperitoneal (Dis/Apomorfina P0) y
se comparan con los resultados obtenidos tras la administracion de apomorfina
intraperitoneal y antes de perfundir ninguna perilinfa (Apomorfina P0O) y con los
obtenidos antes de perfundir ninguna perilinfa (Perilinfa P0). Tras el estudio estadistico
mediante el test del andlisis de la varianza (ANOVA), donde se comparan las medias de
la latencia y de la amplitud, se observa que no existen diferencias estadisticamente
significativas y que los valores obtenidos tras el empleo del vehiculo de apomorfina

(Dis/Apomorfina P0), de la apomorfina (Apomorfina PO) o la perilinfa (Perilinfa PO),
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tanto en lo referente a la latencia como a la amplitud, estan muy proximos (gréfico 6 de
la pagina 159 y gréafico 9 da la pagina 162). En el estudio morfoldgico no se aprecian
diferencias en los 6rganos de Corti que se han comparado (Fig. 19. Pag. 163).

Por lo tanto, igual que en el caso de la bromocriptina, se puede concluir que
cualquier efecto detectado electrofisiolégicamente o morfoldgicamente en la cdclea, tras
el empleo intraperitoneal de apomorfina, se debera atribuir al empleo del principio
activo y no al vehiculo empleado para disolverlo.

En el caso del agonista dopaminérgico D;, SKF 77434, no se ha hecho el mismo
estudio ya que para su administracién intraperitoneal se puede disolver facilmente en
agua destilada, considerandose que la cantidad y el vehiculo empleados tienen nula
repercusion en los registros, ya que al comparar los resultados electrofisiol6gicos
obtenidos entre el control sin perilinfa (Perilinfa PO) con los obtenidos tras la
administracion de SKF y sin perfundir perilinfa (SKF P0), se aprecia que no existen
diferencias estadisticamente significativas, y que los valores obtenidos de las medias de
la latencia y de la amplitud son muy similares (grafico 7 de la pagina 160 y gréafico 10
de la pagina 163).

Del analisis estadistico y del estudio morfologico y descartando un posible
efecto de los vehiculos de los agonistas dopaminérgicos, se puede concluir que
todos los efectos derivados del empleo de las sustancias dopaminérgicas se deberan
Gnica y exclusivamente al uso de las mismas y no a los diferentes disolventes
empleados para vehiculizarlas.

Una vez concluido el andlisis de los resultados obtenidos con el empleo de los
agonistas de la dopamina, se aprecia que con la utilizacion de la apomorfina se
consiguen mejores respuestas que empleando aisladamente un agonista D; 0 un

agonista D,, y ademads los resultados son estadisticamente significativos, a
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diferencia de lo ocurrido con la bromocriptina o el SKF, donde se aprecian
mejoras en los resultados electrofisioldgicos e incluso morfoldgicos, pero estos no
son significativos segun el test de andlisis de la varianza (ANOVA). De ello se
puede deducir que el mayor efecto protector conseguido con el uso de los agonistas
dopaminérgicos, frente a la ototoxicidad inducida experimentalmente, se lograria
actuando conjuntamente sobre dos tipos de receptores dopaminérgicos, los D; y los
D,.

La localizacién de estos receptores estd en discusién, habiendo autores que
defienden que ambos tipos de receptores podrian tener localizacién postsinéptica
(Drescher y cols.,1994; Safieddine y Eybalin, 1994; D’Aldin y cols.,, 1995),
consiguiendose mayores efectos con la estimulacion sinérgica de los mismos (Fig. 20.
Pag.175). Al potenciar la actividad conjunta de los receptores dopaminérgicos D1 y D,
mediante el empleo de los agonistas correspondientes, se lograria evitar las lesiones
morfologicas y las alteraciones electrofisioldgicas debidas a la sobreestimulacion
ocasionada con el empleo de altas concentraciones de un agonista sintético del
glutamato (&cido kainico), que generaria una cascada de alteraciones ionicas, que
acabaria con la pérdida de la homeostasis del calcio y con la muerte celular. La
sobreestimulacion lograda con el empleo de altas dosis de acido kainico o con la
liberacion excesiva del neurotransmisor que se produce en situaciones patoldgicas
(hipoxia-isquemia, trauma acustico, etc.), podria estimular la liberacién de dopamina del
sistema eferente lateral de manera dosis-dependiente (Gil-Loyzaga y cols., 1992 y 1993;
Vicente-Torres y cols., 1993; Gil-Loyzaga y cols., 1994-a).

Las lesiones provocadas por los aminoécidos excitotdxicos se producirian al
superarse la actividad de todo el sistema eferente lateral, ya sea por la falta de reservas

suficientes de neurotransmisores, por falta de afinidad por los receptores ionotrdpicos
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correspondientes, o por la incapacidad de estos para ser activados o bien, si son
activados, son incapaces de mantener a su través un flujo suficiente de CI° que
hiperpolarice la célula, evitando con ello la despolarizacion neuronal y la génesis de un

potencial de accion, logrando la homeostasis celular.

INTERES CLINICO-EXPERIMENTAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Diversas patologias cocleares como la hipoxia-isquemia, el trauma acustico, la
presbiacusia y la sordera brusca, parecen tener un mecanismo fisiopatolégico comdn
con las lesiones observadas tras la administracion de aminodcidos excitotoxicos
derivados del &cido glutdmico (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993; Puel y cols.,
1994, 1995 y 1997). El glutamato est4 considerado el neurotransmisor excitador mas
abundante en las sinapsis excitatorias rapidas del sistema nervioso central, y sus
propiedades excitotdxicas son usadas con mucha frecuencia para explicar algunas de las
lesiones cerebrales relacionadas con la hipoxia y con la isquemia, sobre todo aquellas
que ocurren con la edad (Maragos y cols., 1987; Pujol y cols., 1991).

Ciertas patologias neuroldgicas parecen tener una fisiopatologia coman, con un
origen excitotdxico, como es el caso de la hipoxia-isquemia cerebral aguda (Benveniste
y cols., 1984; Meldrum, 1985), algunas crisis comiciales, la enfermedad de Alzheimer
(Maragos y cols., 1987), donde se objetiva una elevacion de los niveles del glutamato
tras un periodo de isquemia. Las &reas mas afectadas por la isquemia serian las que
reciben un mayor nimero de aferencias mediadas por aminoécidos excitotoxicos, y las
consecuencias patoldgicas se evitarian mediante la lesion de estas fibras.

Los procesos hipoxico-isquémicos producirian una elevacion de los niveles del K*
extracelular que provocaran una despolarizacion y activacién neuronal, que acabaria

con la liberacién del glutamato de las vesiculas presinapticas, en cantidades elevadas
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(Drejer y cols., 1985; Jenison y cols., 1985), lo que provocaria la despolarizacion de la
fibra aferente tipo 1, al actuar sobre receptores glutamatérgicos postsinapticos.
Habitualmente el sistema eferente lateral, sistema inhibitorio, a través de sus
neurotransmisores y neuromoduladores (dopamina, GABA, acetil-colina, CGRP,
serotonina, encefalinas y dinorfinas), evitaria la lesion del sistema aferente al producir
una hiperpolarizacion de la terminal postsindptica mediante la apertura de los canales
ionicos para el CI” (Fig. 20. Pag. 175), permitiendo el paso de este ion al interior de la
neurona, restableciéndose la homeostasis celular; a su vez, existiria un sistema de
limpieza del exceso del neurotransmisor liberado a la hendidura sinaptica, bien por
recaptacion a la célula presinaptica, bien por metabolizacién enzimética en la hendidura
sinaptica, o bien por captacion por las células gliales (Schousboe, 1981), con lo que se
evitarian las estimulaciones excesivas de las células postsinapticas (Fig. 4. Pag. 79).

Durante las crisis comiciales, en los episodios de hipoxia-isquemia y en las
hipoglucemias se produciria una disminucion de la recaptacion del glutamato liberado
(Drejer y cols., 1985) y un aumento en su liberacion (Kauppinen y cols., 1988), ya que
al tratarse de un proceso activo precisaria de un aporte elevado de ATP, que se obtiene
de la glicolisis, que es un proceso aerobio y por lo tanto precisa de un aporte adecuado
de glucosa y de oxigeno para su produccion.

El glutamato seria liberado de la reserva intraneuronal de neurotransmisor,
localizado en las vesiculas presinapticas, y no desde las células gliales, como lo
demuestra el que la liberacion de glutamato neuronal es Ca-dependiente, mientras que la
liberacion de glutamato desde los astrocitos es K-dependiente y Ca-independiente y no
se modifica por la isquemia (Drejer y cols., 1985). En modelos experimentales de
isquemia en secciones de hipocampo, la liberacion de glutamato se hallaria

completamente abolida al perfundir el modelo con medios sin Ca** y que contengan
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Co?* (Benveniste y cols. 1984), o elevando la concentracién de iones Mg, que
actuarian de modo semejante al Co®*, disminuyendo la liberacién sinaptica del
neurotransmisor (Schurr y Rigor, 1993). A su vez, el aumento de este aminoacido en el
espacio extracelular provocaria la liberacion de acido araquidénico que también inhibe
la recaptacion de aquel.

La suma de todos estos factores produciria una despolarizacion prolongada de la
terminal postsinaptica, que tendria como consecuencia la apertura prolongada de los
canales iénicos asociados a los receptores postsinapticos, induciendo un gran influjo de
cationes (Na*, K* y Ca?") y una entrada pasiva de CI". La modificacion del flujo de
iones Na*, K*, CI' y Ca® a través de la membrana hace desaparecer el equilibrio
osmético celular, y el resultado final de este proceso seria la entrada masiva de agua,
con el consiguiente edema de dendritas y soma neuronal (Rothman, 1985; Olney y cols.,
1986; Mayer y Westbrook, 1987; Choi, 1987 y 1988; Hernandez-Ortiz, 1992).

Parece probable que la neurotoxicidad aguda (edematizacion de la terminal
postsinaptica) debida a los aminoéacidos excitotoxicos analogos del glutamato sea
dependiente del CI, mientras que el Ca** seria el responsable de una neurotoxicidad de
desarrollo méas lento (pérdida de las neuronas del ganglio espiral), probablemente
debido a una entrada excesiva de Ca®* a través de los canales NMDA (Rothman y
Olney, 1987). Se ha postulado también la posibilidad de que descargas sincronicas en
los canales NMDA provocadas por pequefias disminuciones de la eficacia del sistema
inhibidor puedan ocasionar la muerte celular (Luhmann y Prince, 1990).

Diversos estudios morfoldgicos realizados con microscopia dptica y electronica
permiten observar los cambios degenerativos producidos por los fendmenos hipoxico-
isquémicos agudos, consistentes en edema dendritico, rotura de las membranas

celulares, degeneracion edematosa aguda de los cuerpos celulares neuronales y cambios
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picndticos nucleares (Puel, 1995). Estas lesiones son indistinguibles de las generadas
por los procesos degenerativos producidos por la administracion exdgena de glutamato
o0 alguno de sus agonistas, el acido kainico o el AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propionico), ya sea durante el desarrollo (Ikomidou y cols., 1989; Janssen y
cols., 1991; Janssen, 1992), o en el adulto (Pujol y cols., 1985; Gil-Loyzaga y Pujol,
1990 a y b; Puel y cols., 1991), lo cual favorece la hipétesis de que estos efectos
degenerativos serian debidos a la liberacion masiva de glutamato en dichas sinapsis
(Fadeny cols., 1989).

Por dltimo, la administracion de MK-801, un antagonista especifico de los
receptores NMDA (Fig. 5. Pag. 81), protegeria de la neurotoxicidad inducida por la
administracion exdgena de NMDA y de la degeneracion neuronal demostrada en un
modelo hipobérico/isquémico (Gill y cols., 1987; Kochhar y cols., 1988; Olney y cols.,
1989). También se plantea la hipdtesis de que los efectos neuroprotectores de la
hipotermia, bien documentados en condiciones experimentales (Bertman y cols.; 1981),
sean debidos a los mecanismos celulares que implican disminucién de la excitabilidad
neuronal y disminucién de la liberacién de glutamato (Busto y cols., 1989; Duhaime y
Ross, 1990).

El dafio coclear producido por la hipoxia-isquemia y el traumatismo acustico
agudo presentan caracteristicas comunes. En ambas situaciones se observan algunas
alteraciones similares, que podrian implicar la intervencion de un proceso patogénico
comun, de hecho se ha propuesto que la exposicion excesiva a ruidos produciria
hipoxia-isquemia coclear (Misrahy y cols., 1958; Hawkins, 1971). La exposicion
durante un periodo superior a 30-60 minutos a sonidos de intensidades por encima de
110 dB produciria una disminucion significativa del flujo coclear (Okamoto y cols.,

1990; Scheibe y cols., 1990) y de la presion parcial de oxigeno en los fluidos del oido
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interno, y en particular de la endolinfa (Scheibe y cols. 1990), sin modificar la presion
arterial en otros territorios del organismo (Okamoto y cols., 1990; Scheibe y cols.,
1990). No existiria sin embargo una correlacion significativa entre la disminucion del
flujo sanguineo coclear, la presion parcial de oxigeno endolinfatica y la extension del
dafio morfoldgico y funcional encontrado (Thorne y Nuttall, 1987).

Diferentes experimentos realizados en ratones (Saunders y Hirsch, 1976), ratas,
(Lenoir y cols., 1979), hamsters (Bock y Saunders, 1977) y gatos (Price, 1976)
demuestran la susceptibilidad de la céclea, de cada uno de estos mamiferos, a los
estimulos auditivos mantenidos durante cierto tiempo, sobre todo en épocas precoces
del desarrollo de la funcion auditiva, considerando que existe un “periodo critico”
donde las lesiones cocleares podrian ser mas importantes. Los estudios morfoldgicos de
estas cocleas demuestran la pérdida de un 80% de las células ciliadas externas en la
espira basal (region de las altas frecuencias), y también degeneracion de las células
ciliadas internas y de las fibras nerviosas (Lenoir y Pujol, 1980). Sin embargo en los
animales adultos la pérdida de la funciéon auditiva o seria menos importante o
Unicamente seria temporal (Henley y Rybak, 1995).

El primer cambio morfolégico que apareceria en la cdclea después de veinte
minutos de isquemia o tras el mismo tiempo sometida a un ruido intenso, consistiria en
una dilatacion de las terminales postsinapticas que se encuentran bajo las células
ciliadas internas, con una balonizacion de las mitocondrias existentes en las neuronas
del ganglio espiral (Nadol y Burgess, 1985; Puel, 1995). Sin embargo, estas lesiones
serian reversibles si cede el estimulo que las ha provocado, y ademas serian similares a
las causadas de manera inmediata con el empleo de aminoécidos excitotoxicos, el
glutamato monosodico, el kainato o el acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-

proponico (AMPA). A los diez dias de la aplicacion de la noxa se producirian lesiones
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en un porcentaje proximo al 33% de las células del ganglio espiral (Juiz y cols., 1988 y
1989; Pujol y cols., 1991).

Todo esto sugiere que debe existir alguna relacion entre el proceso degenerativo
neuronal del ganglio espiral que ocurre en situaciones de hipoxia/isquemia y en el
trauma acustico, con la liberacion de glutamato a la hendidura sinaptica desde la célula
ciliada interna (Eybalin y Pujol, 1989; Eybalin, 1993).

También la liberacion inadecuada de glutamato podria estar relacionada con la
pérdida neuronal que se produce en la presbiacusia (Pujol y cols., 1991). De los cuatro
tipos patoldgicos de presbiacusia existentes, y que dependen de la localizacién de la
lesion, sensorial, neural, estrial o coclear conductiva, el primero es el que se encuentra
con mayor frecuencia, tanto de manera aislada o en asociacion con el resto de lesiones.
Existiria una pérdida de células sensoriales, células ciliadas internas y externas, que
afectaria predominantemente a la region de la base coclear y, por lo tanto, estaria en
relacion con la pérdida de audicion para las frecuencias agudas.

La atrofia de los vasos espirales afectaria predominantemente y de forma maés
intensa al &rea basal coclear, por lo que las células de esta area serian las mas expuestas
a la afectacion hipoxica. De hecho, en la presbiacusia, se observa la pérdida de células
ciliadas internas con una distribucion preferentemente basal que se correlaciona
estrechamente con la distribucion de las lesiones glanglionares en cobayas y en ratas
(Pujol y cols. 1991), o en humanos (Bredberg 1968).

El &rea afectada por este tipo de lesion raramente iria mas alla del &rea basal
(Bredberg 1968), sin embargo en cocleas humanas se observan lesiones en la region
correspondiente, tonotdpicamente, a la frecuencia de 4 kHz., que serian atribuibles a
traumatismos sonoros; esta lesion podria extenderse hacia la region basal, para fundirse

con las alteraciones patoldgicas de la presbiacusia sensorial, no pudiéndose determinar
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la diferencia o frontera entre una y otra. De hecho la etiologia de las diferentes formas
de presbiacusia es desconocida, siendo importante determinar si la presbiacusia es una
consecuencia normal de la edad o el resultado de la exposicion durante toda la vida a
microtraumas sonoros, a fatiga auditiva, 0 a una variedad de eventos ototraumaticos
(Nadol 1980).

La comparacion entre cécleas humanas y las de modelos experimentales de
presbiacusia, con animales mantenidos en ambientes exentos de contaminacion acustica,
demuestra que el dafio encontrado en humanos seria la suma de los efectos de la edad y
de la exposicion a traumatismos sonoros, no pudiendo distinguirse morfolégicamente
unos de otros, ni tampoco de los ocasionados por la hipoxia-isquemia por atrofia de los
vasos espirales o de los modelos neurotoxicos, y en particular de los creados con
aminodcidos excitotoxicos.

Se postula que las alteraciones andxicas o sonoras locales, al afectar a la célula
glutamatérgica, desencadenarian la cascada de eventos neurotdxicos que concluirian con
la muerte celular (Pujol y cols., 1991). Estos eventos podrian ser la produccion de
radicales libres, ya que se ha demostrado que la liberacion de estas moléculas
producirian un aumento de la liberacion de aminoécidos excitotdxicos (Pellegrini-
Giampietro y cols., 1990).

Numerosos estudios demuestran la similitud existente entre los dafios producidos
en modelos creados con neurotdxicos y los presentes en fendmenos hipoxico-
isquémicos (Pujol y cols., 1991, 1992-a y 1993; Puel y Pujol, 1992; Puel y cols., 1994),
en los traumatismos sonoros (Pujol y cols., 1991), y en las lesiones cocleares generadas
en la presbiacusia sensorial, a nivel de las células ciliadas internas (Bredberg, 1968;
Coleman, 1976; Keithley y Feldman, 1982; Schuknecht, 1989; Bohne y cols., 1990;

Pujol y cols., 1991; Schuknecht y Gaceck, 1993). Esta similitud se veria apoyada por la
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proteccion frente el dafio isquémico llevada a cabo por antagonistas de los receptores
glutamatérgicos (Puel y Pujol, 1992; Pujol y cols., 1993; Puel y cols., 1994); con
respecto a esta proteccion, se llega a la conclusion de que la lesion producida por la
isquemia seria bloqueada casi totalmente por la administracion de un antagonista de los
receptores no-NMDA, la DNQX (6-7-dinitroquinoxalino-2, 3-diona), no obstante esta
proteccion no seria total al seguir apareciendo fibras lesionadas en la zona modiolar,
bajo las células ciliadas internas; con la administracion de AP-5 (2-amino-5-
fosfopentanoato), un antagonista de los receptores NMDA, no se conseguia proteccion
ninguna, pero al ser administrados ambos antagonistas conjuntamente, el resultado seria
la ausencia completa de dafios por el fenémeno isquémico (Puel y Pujol, 1992; Puel y
cols., 1994).

Nuestros datos sobre las lesiones producidas por la administracion intracoclear del
acido kainico, agonista del acido glutdmico, nos llevarian a pensar que este método es
valido para modelizar algunos de los mecanismos que se ponen en marcha en sindromes

tanto de hipoxia-isquemia, como de trauma acustico o de presbiacusia.

FUTURAS APLICACIONES CLINICAS DEL PRESENTE ESTUDIO

Aunque las principales aplicaciones clinicas ya han sido comentadas en el
apartado anterior, una vez validado el modelo experimental, seria necesario valorar los
usos potenciales del mecanismo de accion propuesto y su viabilidad para la utilizacién
en la clinica como tratamiento de diversas patologias.

Los fendmenos hipoxicos/isquémicos han sido propuestos durante mucho tiempo
como causa de las hipoacusia cocleares y retrococleares, mediante mecanismos crénicos
en el caso de la presbiacusia, o agudos, en el caso de la hipoacusia subita

neurosensorial; también han sido asociados a la propia presbiacusia coclear y a los
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traumatismos por energia acustica. En numerosos experimentos se ha demostrado que
los traumas acusticos repetidos y de baja intensidad podrian formar parte de la
etiopatogenia de la presbiacusia, siendo evidente que el mecanismo de lesion definitivo
habia de ser comun, o al menos afin para todos ellos.

La hipoacusia subita neurosensorial, aunque de etiologia desconocida, podria
tener un origen virico, relacionado con infecciones recientes por virus de la parotiditis,
citomegalovirus, herpes varicela-zoster, virus de la rubeola o de la gripe, que por via
hematdgena o por contiguidad desde las cavidades craneales podrian llegar a la céclea,
provocando la degeneracion de la estria vascular, de la membrana tectoria y del 6rgano
de Corti (Bosch, 1992); también podria ser originada por la oclusién parcial o total de la
vascularizacion coclear (Quirk y cols., 1991), de hecho los pacientes con by-pass

cardiaco tendrian una incidencia mucho mayor de esta patologia (Plasse y cols. 1980).

Los pacientes con sindromes de hiperviscosidad sanguinea que ocurren en las
macroglobulinemias, pueden sufrir sorderas subitas que serian reversibles con
plasmaféresis; también aparecen obstrucciones reversibles, con su consiguiente
hipoacusia, en la policitemia vera o en la anemia falciforme (Urban, 1973), y en otros
estados de hipercoagulabilidad. En la leucemia pueden ocurrir hemorragias en el oido
interno que provocarian situaciones anoxico-isquémicas (Schuknecht, 1965).

Otra posible etiologia de la hipoacusia subita neurosensorial seria la ruptura de la
membrana de Reissner (Gussen, 1983), que también parece ser la causa de la hipoacusia
fluctuante en la enfermedad de Méniere (Gussen, 1983-a), que daria lugar a una
intoxicacion por K* de las células ciliadas, lo que desencadenaria la liberacion masiva
de neurotransmisores por parte de las células ciliadas internas, inicidndose la cascada de
efectos neurotoxicos descritos con anterioridad (Jenison y cols., 1985; Bobbin y cols.,

1990; Drescher, 1992). Por ultimo, otra causa de sordera brusca neurosensorial podria
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tener un origen autoinmune, en relacion con enfermedades como el sindrome de Cogan,
la policondritis cronica atrofiante, el sindrome de Vogt-Koyanagy-Harada (Bosch,
1992).

En los casos de traumatismos mecanicos, acusticos o barotraumas del oido interno
interactian varios mecanismos, ya que pueden provocar rupturas del laberinto
membranoso y también hemorragias por desprendimiento de la estria vascular (Drescher
y cols., 1983 y 1992); en dichas situaciones el correcto funcionamiento del sistema
eferente podria frenar el proceso patogénico mediante la hiperpolarizacién de las
terminales postsinapticas, evitando la produccion de lesiones permanentes.

El empleo de los agonistas dopaminérgicos en la clinica se limita casi
exclusivamente a ciertas patologias neuroldgicas, como la enfermedad de Parkinson y
ciertos parkinsonismos sintomaticos, donde se han probado los efectos beneficiosos de
la dopamina de manera sobrada. La bromocriptina también estd indicada para el
tratamiento de al enfermedad de Parkinson, aunque puede emplearse para el tratamiento
de la galactorrea, de la amenorrea, del hipogonadismo, de ciertos prolactinomas y de la
acromegalia. La apomorfina se ha empleado con cierta frecuencia para el tratamiento de
algunas intoxicaciones, debido a los intensos vomitos que se provocan con su empleo.

Como efectos secundarios mas destacados, observados en la clinica tras el empleo
de estos agonistas, estan las nauseas y los vomitos, la hipotensién arterial y las arritmias
cardiacas, la excitacion psicomotriz, alucinaciones y reacciones psicéticas, asi como
movimientos anormales involuntarios de tipo coreiforme o atetdsicos.

La potenciacion del sistema eferente como controlador y regulador de la
homeostasis io6nica y del potencial de reposo de membrana, mediante el uso de
agonistas dopaminérgicos, se establece como una posibilidad terapéutica y profilactica,

Unica o coadyuvante frente a patologias cocleares en las que median los canales i6nicos
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y neurotransmisores de la sinapsis auditiva periférica.

Es necesario extender el conocimiento neurobiologico y electrofisiolégico del
sistema eferente, de los neurotransmisores y neuromoduladores de este sistema, de los
receptores para estas sustancias neuroactivas, con el fin de lograr un control lo més
fisioldgico posible de las patologias, evitando asi los efectos secundarios que se

observan en la clinica y que son derivados del uso de estas sustancias neuroactivas.
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1 - El acido kainico, agonista del glutamato, posee una accién excitotoxica muy
potente y de accion rapida, provocando lesiones neurosensoriales en el receptor
auditivo. La excitotoxicidad del acido kainico como sustancia exdgena sirve para
analizar la fisiopatologia de ciertas lesiones cocleares derivadas de la liberacion
excesiva del glutamato. Se aprecian similitudes en las lesiones morfoldgicas del trauma
acustico, las sorderas bruscas y la hipoxia/isquemia coclear con las observadas en el
presente estudio (acido kainico) y tienen como expresion morfoldgica mas caracteristica
la edematizacion de los terminales dendriticos de las fibras aferentes auditivas tipo |
bajo las células ciliadas internas.

2 - Las lesiones morfologicas descritas por la administracion de &cido kainico se
acompafian de alteraciones electrofisiol6gicas como reduccion de la amplitud y aumento
de la latencia de la onda N; del potencial de accion compuesto del nervio auditivo. Estas
caracteristicas permiten presentar este estudio como modelo experimental de sordera de
origen coclear.

3 - La dopamina, neurotransmisor del sistema eferente lateral, podria modular
postsindpticamente la actividad de las fibras aferentes auditivas de tipo | a través de los
receptores D; y Dy, como lo demuestra el presente estudio. Este mecanismo de
regulacion postsinaptico actuaria en situaciones patoldgicas (como la administracion de
acido kainico aqui estudiada) lo que se demuestra por la reduccion de las lesiones en las
dendritas de las fibras aferentes, que se obtiene mediante la administracion de agonistas
dopaminérgicos.

4 - Los resultados obtenidos con el empleo de la bromocriptina, un agonista
dopaminérgico D, demuestran que no existe significacion estadistica en el estudio de la
latencia y de la amplitud, al compararlos con los resultados obtenidos en los

experimentos de los controles y del téxico. En el estudio de microscopia Optica de este
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experimento se aprecia una vacuolizacion intensa bajo las células ciliadas internas, mas
importante en las espiras medias y en el apex coclear.

5 - El estudio de la latencia y de la amplitud tras el empleo de la apomorfina, un
agonista dopaminérgico D,/D,, y al compararlo con los resultados de los mismos
parametros obtenidos de los experimentos del &cido kainico y de los controles, indica
que no existe diferencia estadisticamente significativa con los controles, pero si que
existe esta diferencia con el acido kainico. Las lesiones morfoldgicas del 6rgano de
Corti en este experimento con apomorfina son escasas 0 inexistentes.

6 - En el experimento con el SKF, un agonista dopaminérgico Dy, la significacion
estadistica en el estudio de la amplitud Unicamente se produce a altas intensidades de
estimulacion sonora, al compararla con los resultados obtenidos de los controles y del
ototdxico; no existe significacion estadistica en el estudio de la latencia. Las lesiones
microscopicas en este experimento son evidentes en las espiras basales y medias de la
cdclea.

7 - El estudio estadistico del experimento con los vehiculos de los agonistas
dopaminérgicos no demuestran diferencias con los correspondientes controles de
perilinfa, ni tampoco se aprecian alteraciones morfoldgicas en el estudio microscopico.

8 - Los agonistas de la dopamina que ofrecen mayor proteccion, frente a la
neurotoxicidad inducida experimentalmente por el &cido kainico, son los que ejercen su
accion conjuntamente sobre los receptores Dy y D», a diferencia de los agonistas que
actuan solo sobre uno de los dos receptores (D; 0 Dy) en los que la proteccion sobre la
terminal postsinaptica es incompleta o inexistente.

9 - La localizacion sinaptica mas probable de ambos receptores es en las fibras
aferentes auditivas de tipo | (situacién postsinaptica), con independencia de la existencia

de receptores D, también en la fibra presinaptica.
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