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|. GENERALIDADES DEL OIDO

El oido interno de los distintos mamiferos tiene muchas similitudes, y
concretamente el de {a rata y el del humano son muy parecidos, salvo en el tamarno.
El objetivo de la presente Memoria de Tesis Doctoral es el mejor conocimiento del
sistema auditivo humano, pero evidentemente este trabajo se ha realizado en un
modelo animal, que ha sido en este caso la rata.

En el oido se distinguen tres regiones anatémicas: el oido externo, el oido
medio y el oido interno. En el oido interno se ubican dos receptores sensoriales que
son morfolégica y funcionaimente distintos: el receptor auditivo o cdclea, en la
regién anterior, y el receptor del equitibrio o vestibulo, en la regién posterior. La
neuroquimica monoaminérgica de ambos receptores sera objeto de estudio en la

presente Memoria de Tesis Doctoral.

1. EL OIDO EXTERNO

En este apartado seremos muy someros, al no afectar esta parte
significativamente a esta Memoria, aunque algo influye en la interpretacion
funcional.

El oido exteno esta constituido por et pabelldén auditivo y el conducto auditivo
externo (CAE) (Fig. 1). El pabellon auditivo es una estructura cartilaginosa
recubierta de piel. El CAE es un canal tubular que conecta el medio externo con el
oido medio, del que se encuentra separado por la membrana timpanica. Su porcién
mas externa es cartilaginosa y posee foliculos pilosos y glandulas sebaceas y
ceruminosas, mientras gue la pared del tercio interno es 6sea (Rouviére y Delmas,
1987; Moore, 1993; Kahle, 1995).

El oido externo desarrolla un papel fundamental como protector de la
membrana timpanica y las estructuras del oido medio frente a las agresiones del

medio externo. Ademas el pabelién auditivo esta implicado en {a localizacién del



sonido. Esta funcién se encuentra acentuada en los mamiferos como la rata, cuya
audicidn se ampiia hacia las frecuencias agudas, que estan provistos de un
pabelion mavil. Esta funcion se ha perdido progresivamente en los humanos. El cido
externo tiene también un papel de amplificacidon selectiva de las frecuencias

comprendidas entre 1,5 y 7 KHz (Uziel, 1985a).

2. EL OIDO MEDIO

Ei oido medio estd constituido por una cavidad aérea, denominada caja del
timpano, situada en el interior del hueso temporal. Esta cavidad comunica con la
faringe mediante la trompa de Eustaquio (Fig. 1), equilibrandose asi la presidn en el
interior de la caja del timpano con la presion atmosférica (Rouviére y Delmas, 1987,
MacKinnon y Morris, 1993; Moore, 1993; Kahle, 1995). Hacia atras se comunica con
las celdas mastoideas. Esta cavidad se encuentra muy desarrollada en los
mamiferos no primates formando la bulla mastoidea, gque es muy prominente en
roedores y lagomorfos.

La caja del timpano se encuentra atravesada por un sistema de huesecillos
articulados denominados. martillo, yunque y estribo, que se anclan a las paredes de
la caja timpanica mediante ligamentos y musculos. El martillo, se ancla a través de
su mango en la membrana del timpano y por su lado interno se articula con el
yunque. El yunque, a su vez, se articuia por su lado interno con el estribo, el cual
termina en una lamina aplanada (platina) que sella el orificio de la ventana oval del
oido interno (Rouviére y Delmas, 1987, MacKinnon y Morris, 1993; Moore, 1993;
Kahle, 1995) (Fig. 1).

£1 oido medio tiene tres funciones. En primer lugar permite la transmision de las
ondas acusticas al oido interno transformandofas en vibraciones mecanicas. La via
fundamental de transmision del sonido desde el oido externo al interno es a traves
de la cadena de huesecillos del oido medio. Otras dos vias alternativas menos

importantes en la fisiologia normal, pero muy importantes en las patologias que



afectan al oido medio, son: el medio aéreo de la caja del timpano y la conduccion
osea. En segundo lugar, el oido medio actua como un adaptador de impedancias
entre el medio aéreo y el medio liquido del oido interno. Su existencia evita la
pérdida de una parte importante de la energia acustica que alcanza el oido. En
tercer lugar limita la energia que entra en el oido interno gracias al reflejo
estapedial, que supone la confraccion muscular y el bloqueo de la transmisién

sonora en presencia de sonidos de alta intensidad (Uziel, 1985a).

3. EL OIDO INTERNO

El oido interno se encuentra en el seno del pefiasco del hueso temporal,
limitado por una capsula ésea (laberinto 0seo) que forma en su interior un conjunto
de cavidades. Dentro del laberinto dse¢ se encuentra un sistema de vesiculas
interconectadas y canales limitados por membranas (laberinto membranoso), donde
asientan los receptores auditivo y vestibular (Fig. 1).

El espacio entre el laberinto 6seo y el membranoso contiene un liquido
denominado perilinfa de composicion semejante a los liquidos extracelulares, es
decir rico en sodio y pobre en potasio. Por el contrario, en el interior del laberinto
membranoso se encuentra un liquido, denominado endolinfa, de caracteristicas
similares a los liquidos intracelulares, es decir, rico en potasio y pobre en sodio

(Salt y Konishi, 1986).

3.1. EL LABERINTO OSEO

En el [aberinto Oseo se distinguen tres espacios cavitarios: la coclea o caracol
6seo, el vestibulo éseo y los tres conductos semicirculares (Fig. 2).

La coclea es un tubo dseo arrollado en espiral alrededor de un hueso conico
denominado modiolo, que se localiza en la zona anterior del oido interno. En su
zona interna, el modiolo estd horadado y aloja las fibras del nervio auditivo y los

vasos sanguineos gue irrigan la coclea. El modiolo presenta, en su zona externa,



una cresta espiral denominada lamina espiral dsea, bajo |la cual se encuentra un
canal espiral o de Rosenthal que aloja al ganglio auditivo o de Corti. La lamina
espiral 6sea divide el conducto dseo coclear en dos mitades, y continua hacia el
vestibulo dseo (Rouviére y Delmas, 1987; Moore, 1993).

El vestibuiloc 6seo constituye la cavidad central, que comunica con el oido medio
mediante las ventanas oval y redonda, selladas por las membranas oval y redonda
respectivamente. En su pared se localizan los orificios de salida de los nervios
auditivo y vestibular y los orificios del acueducto del vestibulo y el acueducto del
caracol, que son conductos 6seos estrechos que comunican con la cavidad craneal
(Rouviere y Deimas, 1987; Moore, 1993) (Fig. 2).

Del area posterior del vestibulo parten los tres conductos semicirculares. Son
perpendiculares entre si y debido a su orientacion en el espacio se denominan
superior, posterior y externo u horizontal. Uno de sus extremos es tubular y en los
canates superior y posterior se encuentra fusionado. El otro extremo termina en un
ensanchamiento denominado ampolla (Rouviére y Delmas, 1987; Moore, 1993) (Fig.

2).

3.2. EL LABERINTO MEMBRANOSO
En el laberinto membranoso se distinguen dos regiones bien diferenciadas en
cuanto a su estructura y funcién: el laberinto anterior o coclea membrancsa y el

laberinto posterior o vestibulo membranoso.

3.2.1. LA COCLEA MEMBRANOSA

La cociea membranosa es un conducto de seccién triangular que tiene una
zona arrollada en espiral siguiendo el interior del caracol 6seo y una zona lineal en
el interior del vestibulo éseo (gancho coclear). La zona superior de la espiral
coclear, de menor didmetro, se denomina apex y la inferior base coclear (Uziel,

1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993) (Fig. 2).
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Dos membranas separan la céclea 6sea de la membranosa (la membrana de
Reissner y la membrana basilar) dividiendo el caracol éseo en fres rampas. la
rampa superior (vestibular) y la rampa central (media o coclear) se encuentran
sobre la lamina espiral dsea y la rampa inferior (timpanica) por debajo de ella. La
rampa coclear constituye ia coclea membranosa, que se separa de la rampa
vestibular por la membrana de Reissner y de la vestibular por la membrana basilar
(Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993). La rampa coclear esta anclada, por su
zona interna, al modiolo y la lamina espiral ¢sea, sobre la que se apoya la
membrana basilar, y por la externa al laberinto éseo a través del ligamento espiral
(Gil-Loyzaga y cols., 1987).

La rampa cociear es un tubo ciego en el apex coclear, ya que se cierra en una
zona denominada helicotrema, en la que se fusionan las rampas vestibular y
timpanica. En el gancho coclear por una parte se comunica con el vestibuio
membranoso mediante el canalis reuniens, y por ofra parte se cierra en el
denominado el ciego vestibular. La rampa vestibular se abre al vestibulo y comunica
con el oido medio mediante la membrana oval, sobre la que asienta la platina del
estribo. La rampa timpanica, que no comunica con el vestibulo, esté cerrada por la
membrana redonda. Desde la rampa timpanica, a través del acueducto del caracol,
hay una comunicacion perilinfdtica con el espacio subaracnoideo (Rouviére y
Delmas, 1987, MacKinnon y Morris, 1993; Kahle, 1995) (Fig. 2).

Sobre la membrana basilar, hacia el interior de la rampa coclear, asienta el

receptor auditivo u érgano de Corti, que seré objeto de estudio en el apartado Il.

3.2.2. EL VESTIBULO MEMBRANOSO

En el interior del vestibulo 6seo se encuentran dos cavidades membranosas, el
saculo y el utriculo, comunicadas entre si por el conducto utriculo-sacular, y con la
rampa coclear mediante el canalis reuniens de Hensen, que en el adulto suele estar

obliterado. En el conducto utriculo-sacular se origina el conducto endolinfatico, que



recorre el interior del acueducto del vestibulo y termina en un saco ciego,
denominado saco endolinfatico, bajo la duramadre cerebeiosa. El saco endolinfatico
estd implicado en [a renovacion de ia endolinfa (Sans y Raymond, 1985; Rouviére y
Delmas, 1987; MacKinnon y Morris, 1993, Moore, 1993; Kahle, 1995) (Fig. 2).

En el interior de {0s conductos semicirculares 6seos se encuentran los canales
semicirculares membranosos gue conectan con el utriculo. Reciben el mismo
nombre de los canaies dseos que los circundan, y al igual que ellos presentan un
ensanchamiento en un extremo denominado ampolla. El otro extremo, también al
igual que los canales 0seo0s, se encuentra fusionado en los canales superior y
posterior (Sans y Raymond, 1985, Rouviére y Delmas, 1987; MacKinnon y Morris,
1993; Moore, 1993; Kahle, 1995) (Fig. 2).

El utriculo, el saculo y los canales semicirculares membranosos estan fijados al
laberinto 6sec mediante fibras conjuntivas. Constituyen el vestibulo membrancso y
en su interior se encuentran las estructuras receptoras del equilibrio. Estas
estructuras son epitelios sensoriales de dos tipos: las maculas y las crestas
ampulares. Se distinguen dos maculas (utricular y sacular) y tres crestas, una en
cada ampolla de ios canales semicirculares (Sans y Raymond, 1985; Kahle, 1995).

La estructura de estos epitelios sensoriales sera analizada en el apartado lIl.
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Figura 1: Esquema anatémico del oido externo, medio e interno. PA = pabellén auditivo, CAE =
conducto auditivo externo, E = estribo, M = martillo, MT = rmnembrana timpdnica, NC = nervio coclear,
NV = nervio vestibular, TE = trompa de Eustaquio, VO = ventana oval, VR = ventana redonda, Y =
yunque.

cus
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Figura 2: Esquema del laberinto dseo (en negrb) y el laberinto membranoso (en el interior del bseo)
del oido interno. A = ampolla, AC = acueducto de [a ciclea, AV = acueducto del vestibulo, CE =
conducto endolinfatico, CR = canalis reuniens de Hensen, CV = ciegoe vestibular, CUS = conducto
utriculo-sacular, E/VO = estribo apoyado en la ventana oval, S = saculo, SE = saco endolinfatico, U =
utrfculo, VR = ventana redonda (modificada de lurato, 1967).



Il. EL RECEPTOR AUDITIVO U ORGANO DE CORTI

1. ESTRUCTURA DEL ORGANO DE CORTI

La rampa coclear, como se indicd en el apartado |, es un conducto de seccidn
triangular que recorre ia espiral coclear desde la base hasta ef apex. La base del
triangulo esta constituida por la membrana basilar que es una membrana fibrosa
sobre la que asienta el receptor auditivo. La cara superior del triangulo ia forma la
membrana de Reissner que separa las rampas coclear y vestibular. Y la cara lateral
del tridngulo esta constituida por un epitelio multiestratificado, denominado estria
vascular, entre cuyas células circulan gran cantidad de vasos sanguineos. La estria
vascular esta implicada en el mantenimiento de la homeostasis del receptor
auditivo. Es la responsable de la renovacion idnica de la endolinfa que liena la
rampa cociear (Merchan y Ludefia, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993)
(Figs. 3y 4).

Sobre la membrana basilar, en ia porcidn central del conducto, se localiza el
receptor auditivo u organo de Corti (OC) que recorre toda la espiral coclear. A
ampbos lados del OC se encuentran distintos tipos celulares que mantienen la
estructura y la funcionalidad del receptor auditivo. En la regién mas préxima al
modiolo, se encuentra una protuberancia denominada limbo espiral, que se continua
con un surco denominado surco espiral interno (Merchan y Ludefa, 1983; Uziel,
1885b; Gil-Loyzaga y Pujoi, 1993; Kahie, 1995). Al limbo espiral se encuentra
anclada una membrana acelular constituida fundamentalmente por proteoglicanos
(la membrana tectoria), la cual esta implicada en el proceso de transduccion del
mensaje auditivo (Gil-Loyzaga y cois., 1985, 1991; Remezal y Gil-Loyzaga, 1993,
Thalmann y cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1997; |bafiez y cols., 1997). La porcion laterai
de la membrana basilar la ocupan las células de Hensen y las células de Claudius,

que constituyen el surco espiral externo (Merchan y Ludeia, 1983, Uziel, 1985b;

Kahle, 1995) (Fig. 4).
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El OC esta constituido por células de soporte y por células sensoriales: célutas

ciliadas internas (CCls) y células ciliadas externas (CCEs).

1.1. CELULAS DE SOPORTE DEL ORGANO DE CORTI

El soporte del OC lo constituyen fundamentalmente: las células de los pilares,
las células de soporie internas y las células de Deiters.

Las células de los pilares (Corti, 1851) se encuentran entre las CCls y las
CCEs constituyendo dos hileras paralelas a lo targo de la espiral coclear: los pilares
internos y los externos. Estas céluias tienen un ensanchamiento en la base, en el
cual se localiza el nucleo celular, un cuerpo muy estrecho y un segundo
ensanchamiento en la region apical o cabeza. La base y la cabeza de los pilares
internos y externos estan en contacto, y los cuerpos separados dejando entre ellos
un espacio de seccidn triangular denominado tunel de Corti (TC) (Merchéan y cols.,
1982). Las fibras nerviosas procedentes del modiolo pasan entre los pilares internos
y atraviesan el TC por las zonas media y basal para acabar contactando con las
CCEs (Merchan y cols., 1982; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Kahle, 1995)
(Fig. 4).

Las céluias de soporte internas se disponen en una hilera bajo las CCls. Las
CCls quedan de esta forma cubiertas por su lado mas externo por los pilares
internos, por su base por las células internas de soporte y por su lado interno por
otro tipo de células epiteliales de soporte menos especializadas, las denominadas
celulas marginales internas, que forman el limite entre el 6rgano de Corti y el surco
espiral interno (Merchan y Luderia, 1983).

Las células de Deiters o falangicas se disponen en tres hileras paraielas bajo
los polos basales de las CCEs. Estas células tienen una prolongacién que se dirige
hacia la superficie del OC donde se expande a modo de sombrilla. Entre las CCEs y
tas prolongaciones de las celulas de Deiters quedan espacios, los espacios de Nuel,

que comunican con el TC a través de l0s espacios que existen enitre los cuerpos de
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los pilares externos (Merchan y Ludefia, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol,
1993; Kahle, 1995) (Fig. 4).

El TC y los espacios de Nuel estan llenos de perilinfa (Salt y Konishi, 1586)
procedente de la rampa timpanica, ya que la membrana basilar y las células basales
del OC permiten su circulacion (Merchan y cols., 1982). Sin embargo, la perilinfa no
difunde a la rampa media porque toda la superficie del OC, al igual que el resto de
la rampa media, se encuentra sellada por uniones intercelulares de tipo ocluyente
{Merchan y cols., 1982), io cual impide el intercambio libre de iones entre endolinfa

y perilinfa,

1.2. CELULAS SENSORIALES DEL ORGANO DE CORTI
1.2.1. CELULAS CILIADAS INTERNAS

Las CCls se situan en la region interna del OC, rodeadas por las expansiones
de las células de soporte internas. Constituyen una hilera a io largo de la espiral
coclear (Merchan v Ludefa, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Kahle,
1995) (Fig. 4).

Son células con forma de matraz. El nicleo es medial aunque la mayoria de los
organulos citoplasméticos se encuentran en la regiéon basal. En el polo apical
presentan estereocilios, cilios sin motilidad autdnoma, anclados en una estructura
glicoproteica denominada placa cuticular. Los estereocilios de las CCls estan
alineados en hileras paralelas a la linea espiral coclear y conectados entre si por
puentes glicoproteicos (Evans y cols., 1985; Furness y Hackney, 1986; Remezal y
cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1997), lo cual permite el movimiento al unisono de todos
los cilios de una célula. La iongitud de los estereocilios aumenta hacia el lateral de
la espira (Uziel, 1985b; Corwin y Warchol, 1981; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

Las CCls son las verdaderas células sensoriales del receptor auditivo, es decir

son las células que se estimulan mecanicamente por la onda sonora y traducen el



mensaje mecanico en un mensaje bioeléctrico que llega al sistema nervioso central

(Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

1.2.2. CELULAS CILIADAS EXTERNAS

Las CCEs se situan en la region externa del drganc de Corti, sustentadas sobre
las células de Deiters. Se disponen en tres o cuatro hileras paralelas que recorren
la espiral coclear (Merchan y Ludefia, 1983; Uziel, 1985b; Gil-Loyzaga y Pujol,
1993; Kahle, 1995) (Fig. 4).

Son células cilindricas con el nucleo en la regidn basal. Al igual que en las
CCls, en el polo apical tienen una placa cuticular con estereocilios dispuestos en
hileras y conectados entre si por puentes glicoproteicos. Pero en este caso, las
hileras de estereocilios forman una V o W con el vértice orientado hacia la pared
lateral de la rampa media. La longitud de los estereocilios aumenta hacia el exterior
de la espiral y los mas externos, y mas largos, estan anclados en fa membrana
tectoria, a diferencia de los estereocilios de las CCls que no contactan con dicha
membrana (Kimura, 1965; Uziel, 1985b; Furness y Hackney, 1986; Corwin y
Warchol, 1991; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

Las CCEs son células contractiles. Las células de Deiters sobre las que se
apoyan estan en contacto directo con la membrana basilar, por lo tanto la vibracion
de las CCEs puede ser transmitida a través de la membrana basilar al resto del
receptor. Se les ha asignado un papel fisioldgico como moduladores de la energia
mecanica que recibe el receptor auditivo, participando en la selectividad frecuencial
de las CClIs. También han sido relacionadas con la proteccion del sistema auditivo
frente a elevadas intensidades acusticas (Corwin y Warchol, 1991; Gil-Loyzaga y

Pujol, 1993).
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Figura 3: Esquema de un corte transversal de dos de las espiras del conducto coclear. Dicho
conducto se encuentra dividido en tres rampas (RC = rampa coclear, RT = rampa timpanica y RV =
rampa vestibular) mediante dos membranas (MB = membrana basilar y MR = membrana de
Reissner). (NC = nervio coclear, OC = érgano de Corti).
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Figura 4: Esquema de la rampa coclear y del receptor auditivo u drgano de Corti. La rampa coclear
esta delimitada por: la membrana basilar (MB}, la membrana de Reissner (MR) y la estria vascular
(EV). Sobre la MB asienta el érganc de Corti, constituido por células de soporte (D, células de
Deiters; PE/P! pilares externo e interno que delimitan e TC, tinel de Corti), y células sensoriales
(CCI, célula ciliada interna; CCE, células ciliadas externas). En los laterales del receptor se localizan
el surco espiral interno (SEl), las células de Hensen (H) y ias célutas de Claudius (C), y sobre &l la
membrana tectoria (MT). (FN = fibras nerviosas, HP = habenula perforata, LE = ligamento espiral,

LEO = lamina espiral dsea).
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2. INERVACION DE LA COCLEA
La coclea recibe tres tipos de fibras nerviosas: aferentes y eferentes, que

alcanzan el OC, y simpaticas, que no inervan directamente a las células receptoras.

2.1. INERVACION AFERENTE

Las neuronas aferentes cocleares son las encargadas de transmitir la
informacion auditiva desde ef receptor hacia e! sistema nervioso central, donde es
procesada. Constituyen el primer eslabdn de ia via auditiva.

Sus cuerpos celulares se encuentran localizados en el ganglio espiral o de
Corti. Este ganglio se sitia en el canal espiral de Rosenthal, que es un canal
excavado en la region lateral del modiclo desde la base hasta el apex coclear. Los
axones de estas neuronas recorren el interior del modiolo y salen de la coclea por la
espira basal constituyendo el nervio coclear. Estos axones contactan con neuronas
de los nucleos cocleares, en el tronco cerebral, constituyendose la segunda
sinapsis de la via auditiva. La primera sinapsis se encuentra en el propio receptor
auditivo como se comentara méas adelante. Las dendritas de las neuronas aferentes
salen del modiolo atravesando la lamina espiral dsea, cruzan unos orificios
perforados en dicha {amina denominados habenufa perforata y alcanzan las células
sensoriales (Brodal, 1981; Uziel, 1985b; Brown, 1987, Brown y cols., 1988; Brown y
Ledwith, 1990; Eybalin, 1993, Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

Se distinguen dos tipos de neuronas aferentes: neuronas de tipo | que inervan

la base de las CCls y neuronas de tipo Il gue inervan la base de las CCEs.

2.1.1. INERVACION AFERENTE DE TIPO | *

Las neuronas de tipo | son bipolares y mielinizadas hasta la habenula perforata.
Sus dendritas alcanzan las CCls de manera radial desde el centro de la espira sin
ramificarse. Cada dendrita aferente tipo | inerva una unica CCI, sin embargo cada

CCl esta inervada hasta por treinta dendritas de tipo | (Fig. 5). Las neuronas tipo |
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constituyen del 90 al 95% de las neuronas del ganglio espiral, mientras que las
CCls, cuyo polo basal inervan, suponen sélo el 25% de las células ciliadas
(Spoendlin, 1969, 1984; Brodal, 1981; Kiang y cols., 1982; Uziel, 1985b; Berglund y
Ryugo, 1987; Brown, 1987; Dannhof y Bruns, 1993; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993). Funcionaimente este hecho supone que cada zona puntual del
receptor estd representada de forma amplia en el ganglio espiral. Esta
representacion divergente de la informacion se incrementa en niveles mas altos de
la via auditiva por la existencia de numerosas colaterales en cada nivel.

Hoy en dia esta aceptado que las neuronas de tipo ! son las responsables de la
transmisién del mensaje auditivo a los nudcleos cocleares (Liberman, 1982ab;
Liberman y Oliver, 1984: Robertson, 1984; Uziel, 1985b; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga
y Pujo), 1993). Dentro de estas neuronas se han caracterizado dos subpobiaciones
con distinta frecuencia de descarga y distintas caracteristicas morfolégicas
(Liberman, 1978, 1980a, 1982a,b; Liberman y Oliver, 1984; Ryugo y Rouiller, 1988;
Liberman y cols., 1990; Merchan-Pérez y Liberman, 1996; Rosbe y cols., 1996).

2.1.2. INERVACION AFERENTE DE TIPO il

Las neurcnas de tipo I son pseudomonopolares y amielinicas. Sus dendritas
alcanzan el receptor desde el ganglio espiral paralelamente a las aferentes de tipo |,
atraviesan el TC por la zona basal, ascienden apoyadas en las células de Deiters
hasta las CCEs y emiten varias ramificaciones. Una dendrita tipo || puede establecer
contactos sinapticos con varias CCEs (de 6 a 20) situadas en distintas filas. Sin
embargo, una CCE es inervada solamente por aproximadamente dos dendritas tipo
il (Fig. 5). Las neuronas de tipo I! constituyen del 5 al 10% de las neuronas del
ganglio espiral, y este bajo numero inerva a todas las CCEs (es decir al 75% de las
células ciliadas de la céclea) (Spoendlin, 1969, 1984; Brodal, 1981; Kiang y cols.,
1982; Uziel, 1985b; Berglund y Ryugo, 1987; Brown, 1887; Simmons y Liberman,
1988, Liberman y cois, 1990; Dannhof y Bruns, 1993, Eybalin, 1993). Este patrén de
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inervacion representa, contrariamente a {0 expuesto para las neuronas tipo |, un
ejemplo de convergencia, es decir cada neurona tipo 1l recibe informacién
procedente de un amplio sector cociear.

{ as neuronas de tipo il, cuyas dendritas establecen contactos sinépticos con la
base de las CCEs, no parecen responder a estimulos sonoros (Robertson, 1984).
Se ha sugerido que estas neuronas informan al SNC sobre |a actividad mecanica de
fas CCEs o que pueden constituir un sistema de alarma frente a situaciones de

stress acustico (Cody y Russell, 1985, Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

2.2, INERVACION EFERENTE

Las neuronas eferentes cocleares actiuan como moduladores del receptor
auditivo y del mensaje auditivo. Es un sistema de control procedente del sistema
nervioso central que se activa dependiendo de la informacidn que reciben los
centros superiores.

Los cuerpos celulares de estas neuronas se encuentran situados en el tronco
cerebral, concretamente en el complejo olivar superior (COS) (Warr, 1975; Warr y
Guinan, 1979; Guinan y cols., 1983; White y Warr, 1983; Schwarz y cols., 1986;
Thompson y Thompson, 1986; Aschoff y Ostwald, 1987, Campbell y Henson, 1988).
Sus axones constituyen el haz olivococlear o de Rasmussen que sale del craneo
acompafando a una rama del nervio vestibular y en la anastomosis de Qort, en el
conducto auditivo interno, se une al nervio coclear y entra en la céclea por la espira
basal (Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995). En la base coclear alcanza el canal
espiral o de Rosenthal y por su parte externa recorre la céclea siguiendo la espiral y
constituyendo el haz espiral intraganglionar (Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995).
Estos axones dejan el canal de Rosenthal a distintos niveles, atraviesan la habenula
perforata y alcanzan el receptor auditivo (Brodal, 1981; Spoendlin, 1984; Wilson y

cols., 1991; Warr, 1992; Eybalin, 1993, Gil-Loyzaga, 1995).
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Segun su nucleo de origen se distinguen dos fasciculos o sistemas: el sistema
eferente olivococlear lateral (SEOL) y ei medial (SEOM).
2.2.1. SISTEMA EFERENTE OLIVOCOCLEAR LATERAL

Los cuerpos celulares de las neuronas del SEOL se encuentran en el nucleo
lateral del complejo olivar superior. Son neuronas pequefias, con axones finos y
amielinicos. Esta inervacién constituye del 50 al 70%, segun la especie estudiada,
de la inervacion olivococlear que recibe el receptor auditivo y es mayoritariamente
ipsilateral. Tras atravesar |a habenula perforata estos axones realizan un recorrido
en espiral, en el que constituyen el haz espiral interno bajo las CCls. Aqui contactan
con varias terminaciones de dendritas aferentes de tipo | realizando sinapsis
axodendriticas en passant y/o terminales (Warr y Guinan, 1979; Liberman, 13980b;
White y Warr, 1983, Ginzberg y Morest, 1984; Guinan y cols., 1984; Spoendlin,
1984; Pujol y Lenoir, 1986, Schwarz y cols., 1986; Robertson y cols., 1987;
Liberman y cols, 1990; Wilson y cols., 1991; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995;
Satake y Liberman, 1998) (Fig. 5).

La estimulacion eléctrica de las fibras del SEOL disminuye la amplitud del
potencial de accién compuesto (PAC) del nervio auditivo, que es la suma de las
respuestas unitarias de las fibras del nervio coclear (Brodal, 1981, Aran y Harrison,
1985). Por lo tanto parece que estas neuronas modulan el mensaje auditivo
inhibiendo las fibras aferentes primarias (Gil-Loyzaga y Pujol, 1993). También se ha
sugerido la misma modulacién sobre los nucleos cocleares, ya que estas neuronas
envian colaterales a las zonas de los nucleos cocleares en las que terminan los
axones de las neuronas aferentes primarias {(Godfrey y cols., 1987a, 1987b; Ryan y

cols., 1987, 1990; Winter y cols., 1989; Shore y cols., 1991).

2.2.2. SISTEMA EFERENTE OLIVOCOCLEAR MEDIAL
Los cuerpos celulares de las neuronas del SEOM se encuentran

fundamentalmente en el nucleo ventromedial del cuerpo trapezoides y su entorno.



Son neuronas grandes y con axones mielinizados que proyectan a la céclea con
una importante componente contralateral. Tras atravesar la habenula perforata
estas fibras tienen una distribucion radial cruzando el TC por la regién central hasta
contactar con el polo basal de, aproximadamente, una decena de CCEs de distintas
hileras formando sinapsis axo-somaticas (Warr, 1975, 1992; Warr y Guinan, 1979;
White y Warr, 1983; Ginzberg y Morest, 1984; Guinan y cols., 1984; Spoendlin,
1984; Pujol y Lenoir, 1986, Schwarz y cols., 1986; Robertson y cols., 1987;
Liberman y cols., 1990; Wilson y cols., 1991; Eybalin, 1993) (Fig. 5). '

La estimulacién eléctrica de las fibras del SEOM produce un aumento de los
potenciales microfénicos cocleares, lo cual refleja un aumento de la actividad de las
CCEs. Se podria sugerir por tanto que el SEOM esta implicado en la regulacién de
la contractilidad de las CCEs (Aran y Harrison, 1985; LePage, 1989; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993). Al igual que las fibras del SEOL, las fibras del SEOM envian
colaterales a los nucleos cocleares (Godfrey y cols., 1987a, 1987b; Winter y cols.,
1989; Ryan y cols., 1990; Brown y cols., 1991; Shore y cois., 1991). Sin embargo, el
efecto modulador de estas neuronas en los nucleos cocleares permanece aun sin

aclarar.

2.3. INERVACION SIMPATICA

Las fibras simpaticas que proyectan sobre la coclea tienen una distribucion
periférica dual. La mayoria de las fibras son perivasculares, pero algunas no estan
relacionadas con los vasos sanguineos sino que terminan en la regién de la
habenula perforata entre las fibras aferentes y eferentes. Estos dos grupos de fibras
simpédticas se caracterizaron en los aflos '60 mediante técnicas de
histofluorescencia y microscopia electronica (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966;
Terayama y cols., 1966, 1968; Vinnikov y cols., 1966; Ross, 1971; Densert, 1974;
Densert y Flock, 1974; Spoendlin, 1981, 1984). Estudios mas recientes de

inmunocitoquimica (Jones y cols., 1987; Usami y cols., 1988, Hozawa y Kimura,
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1990; Eybalin y cols., 1993), degeneracién neuronal tras administracion de 6-
hidroxidopamina (8-OHDA) (Densert, 1975a; Eybalin y cols., 1993) y captacion de
3H-noradrenalina (Eybalin y cols., 1983) han confirmado esta distribucion.

El origen principal de estas fibras parece ser el ganglio cervical superior (GCS)
(Terayama y cols., 1966, 1968; Densert, 1974; Spoendiin, 1981, 1984, Shibamori y
cols., 1994). Sin embargo, mientras algunos autores (Terayama y cols., 1966, 1968,
Shibamori y cols., 1994) defienden el GCS como unico origen, otros (Spoendlin,
1981, 1984; Laurikainen y cols., 1993, 1997; Ren y cols., 1993) afaden el ganglio
estrellado (GE) como origen de algunas de las fibras simpaticas que proyectan a la
céclea con una distribucion exclusivamente perivascular (Spoendlin, 1981, 1984).

Las fibras simpaticas cocleares se han relacionado con el control del flujo
sanguineo coclear (Hultcrantz, 1979; Beausang-Linder y Hultcrantz, 1980;
Laurikainen y cols., 1993, 1994, 1997, Ren y cols., 1993a, 1993b, 1994) y con la
modulacién de la actividad del nervio cocliear a nivel de la habenula perforata
(Pickles, 1979; Hultcrantz y cols., 1982, Lee y Moller, 1985; Hildesheimer y cols.,
1991).

3. NEUROTRANSMISORES DE LA COCLEA

Las sinapsis neurosensoriales presentes en el receptor auditivo son de tipo
guimico, es decir mediadas por un neurotransmisor. Las sinapsis implicadas en la
via ascendente, via de entrada de informacion al sistema nervioso central, son en
primer lugar las constituidas por las CCls y las dendritas aferentes tipo | vy, en
segundo lugar, las constituidas por las CCEs y las dendritas aferentes tipo Il. Las
implicadas en la via descendente, via moduladora procedente del sistema nervioso
central, estan constituidas, en primer lugar, por los axones del SEOL y las dendritas
aferentes tipo | y, en segundo lugar, por los axones del SEOM y las CCEs. ‘Por lo
tanto, en la via ascendente el polo presindptico esta constituido por las células

ciliadas y el postsindptico por ias neuronas aferentes, mientras que en la via
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descendente el polo presindptico lo constituyen las fibras eferentes otivococleares y
el postsinaptico las aferentes primarias o las CCEs.

A continuacidén desglosaremos la localizacion y el papel funcional de diversos
tipos de neurotransmisores detectados en las sinapsis aferentes y eferentes,
mientras que los neurotransmisores con estructura quimica de monoaminas son
tratados de forma conjunta en un capitulo especifico (el capitulo 4), ya que son los

compuestos en los que esta centrada |la presente Memoria de Tesis Doctoral.

3.1. NEUROTRANSMISORES PRESENTES EN LAS CELULAS CILIADAS

El principal candidato a ser el neurotransmisor de la sinapsis CCl-aferentes
primarias parece ser el glutamato (Fig. 8). Estudios inmunocitoquimicos (Altschuler
y cols., 1989; Usami y cols., 1992) mostraron la presencia de glutamato en las CCls.
Asimismo metodos autorradiograficos pusieron de manifiesto la captacion de
glutamina, precursor de! glutamato, por las CCls (Eybalin y Pujol, 1983). Mas
recientemente, se han identificado, mediante hibridacidn in situ, varias subunidades
de receptores de glutamato en las neuronas del ganglio espiral (Ryan y cols.,
1991a; Safieddine y Eybalin, 1992a, 1995; Kuriyama y cols., 1993; Puel, 1995; Pujol
y cols., 1995).

La perfusién intracoclear de glutamato o sus agonistas altera los potenciales
cocleares y las respuestas de fibras unitarias (Bobbin y Thompson, 1978; Comis y
Leng, 1979; Puel y cols.,, 1991a, 1991b) mostrando un efecto en la fisiologia
coclear. Estos compuestos también modifican ios registros electrofisiologicos in vitro
de las neuronas del ganglio espiral aisladas (Nakagawa y cols, 1991). La
administracion intracoclear de dosis elevadas de glutamato o sus agonistas produce
ademas la degeneracion de las dendritas aferentes primarias (Pujol y cols., 1985,
1991, 1992, 1993, 1995; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990; Juiz y cols., 1989; Puel y cols.,

1991a; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y colis., 1993), asi como un aumento en ia
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expresion de RNAm que codifica receptores glutamatérgicos en las neuronas
aferentes (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).

El neurotransmisor que activa las aferentes tipo 11 ain no ha sido determinado,
aungue estudios inmunocitoquimicos han demostrado la presencia de glutamato y

aspartato en las CCEs (Altschuter y cols., 1989; Usami y cois., 1992).

3.2. NEUROTRANSMISORES PRESENTES EN EL SISTEMA EFERENTE
OLIVOCOCLEAR

En el SEQL se han detectado varios neurotransmisores y neuromoduladores:
acetilcolina (ACh), acido y-aminobutirico (GABA), el péptido relacionado con el gen
de la calcitonina (CGRP), encefalinas, dinorfinas y DA. Sin embargo, en el SEOM
solo se ha descrito la presencia de ACh y CGRP, y en el segmento mas apical

GABA, aunque este Ultimo se desconoce si reaimente pertenece al SEOM (Fig. 6).

3.2.1. ACETILCOLINA

Estudios inmunocitoquimicos a microscopia éptica y electrénica localizaron la
enzima responsable de la sintesis de ACh (colina acetil-transferasa) en las fibras
nerviosas y las neuronas del SEOL y el SEOM (Klinke, 1981; Altschuler y cols.,
1984, 1985a; Schwarz y cols., 1986; Eybalin y Pujol, 1987; Safieddine y Eybalin,
1992b; Merchan-Pérez y cols., 1994; Schrott-Fischer y cols., 1994; Gil-Loyzaga,
1995; Safieddine y cols., 1997). Asimismo se evidencid [a existencia de actividad
ACh esterasa (enzima responsabie de la hidrélisis de ACh) en la céclea y el COS
(lurato y cols., 1971, Warr, 1975; Klinke, 1981, White y Warr, 1983, Godfrey y Ross,
1985; Schwarz y cols., 1986; Sobkowicz y Emmerling, 1989, Hozawa y Kimura,
1980). Recientemente, se ha descrito la presencia de receptores colinérgicos y sus
correspondientes RNAm en las CCEs, las neuronas del ganglio espiral y las
neuronas del COS (Plinkert y cols., 1990; Eybalin, 1993; Puel, 1995; Dulon y Lenoir,
1996; Safieddine y cols., 1996). En las neuronas del COS, el RNAmM que codifica el
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receptor muscarinico M3 colacalizd con el RNAm que codifica la enzima colina
acetil-transferasa (Safieddine y cols., 1996, 1997).

La perfusion intracoclear de ACh y agonistas colinérgicos, disminuye la
amplitud del PAC del nervio auditivo y altera fa actividad de ias fibras aferentes
auditivas unitarias (Comis y Leng, 1979, Felix y Ehrenberger, 1992; Hunter y cols.,
1992; Eybalin, 1993; Puel, 1995), lo cual sugiere una accién de la ACh sobre las
fibras aferentes primarias. En este sentido, se ha observado que la administracion
intracoclear de dosis toxicas de &cido  «-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA), un aminoacido analogo del glutamato, y el trauma
acustico producen un aumento de los niveles del RNAmM que codifica la enzima
colina acetil-transferasa en el COS (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).

Por otra parte, {a administracién ACh y agonistas colinérgicos aumenta la
amplitud de los potenciales microfénicos cocleares (Hunter y cols., 1992; Kujawa y
cols., 1992; Pujol, 1994; Puel, 1995; Pujol y cols., 1995) y regula la motilidad in vitro
de las CCEs (Brownell y cols., 1985; Slepecky y cols., 1988; Le Page, 1989, Plinkert
y cols., 1990, Sziklai y cols., 1996). De aqgui se deduce que la ACh podria tener
actividad sobre el SEQL y el SEOM.

3.2.2. ACIDO y-AMINOBUTIRICO _

El GABA y la enzima responsable de su sintesis, la decarboxilasa de acido
glutamico (GAD), han sido localizados inmunocitoquimicamente en el haz espiral
interno, lo cual indica que este neurotransmisor esta presente en las fibras del
SEQOL (Fex y Altschuler, 1984; Fex y cols., 1986; Eybalin y cols., 1988; Usami y
cols., 1988, Eybalin y Altschuler, 1990; Merchan-Pérez y cols., 1990a y b, 1993; Gil-
Loyzaga, 1995; Nitecka y Sobkowicz, 1996). Tanto el GABA, como la GAD, como el
RNAmM que codifica dicha enzima han sido descritos ademas, mediante
inmunocitoquimica e hibridacion in situ respectivamente, en el nucleo lateral del

COS (Moore y Moore, 1987; Helfert y cols., 1989; Vetter y cols., 1991; Eybalin y
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cols., 1995; Safieddine y cols., 1997). En el apex coclear también se han observado
fibras GABAérgicas cruzando el tine! de Corti y contactando con el polo basal de
las CCEs (Fex y cols., 1986; Usami y cols., 1988; Merchan-Pérez y cols., 1990a y b,
1993; Gil-Loyzaga, 1995; Nitecka y Sobkowicz, 1996), y receptores GABAp en el
polo basal de las CCEs (Plinkert y cols., 1989). Sin embargo, la procedencia de
estas fibras que contactan las CCEs aun no ha quedado establecida
definitivamente.

Varios estudios no han detectado maodificaciones significativas en los reg'istros
electrofisiolégicos tras la administracion intracoclear de GABA (Bobbin y Thompson,
1978; Hunter y cols., 1992; Eybalin, 1993; Puel, 1985). Sin embargo, se ha
observado que el GABA disminuye la actividad de las fibras aferentes primarias
inducida por aminodcidos excitotdxicos (Felix y Ehrenberger, 1992). Ademas el
GABA hiperpolariza las CCEs (Gitter y Zenner, 1992) y disminuye su motilidad
(Sziklai y cols., 1996). Por otra parte, la estimulacién sonora induce fa liberacion de
GABA a la perilinfa en concentracidn proporcional a la intensidad aplicada
(Drescher y cols., 1983). Asimismo el trauma acustico y la neurotoxicidad inducida
por AMPA aumentan la expresion del RNAmM que codifica la GAD en las neuronas

del COS (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).

3.2.3. PEPTIDO RELACIONADO CON EL GEN DE LA CALCITONINA

El CGRP se ha identificado mediante inmunocitoquimica en varicosidades del
haz espiral interno y en fibras que proyectan sobre ias CCEs (Eybalin y Pujol, 1989;
Sliwinska - Kowalska y cols., 1989; Kuriyama y cols., 1990; Merchan-Pérez y cols.,
1990¢c y d; Safieddine y Eybalin, 1992b; Gil-Loyzaga, 1995). También se ha
observado su presencia (Takeda y cols., 1986; Lu y cols., 1987; Vetter y cols., 1991;
Safieddine y Eybalin, 1992b; Simmons y Raji-Kubba, 1993; Safieddine y cols.,
1997), asi como la del RNAm que lo codifica (Eybalin y cols., 1995; Safieddine y

cols., 1997), en neuronas del COS. Por ofra parte, se ha descrito la presencia de
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fibras que contienen CGRP inervando la arteria basilar modiolar (arteria terminal de
la céclea) (Carlisle y cols., 1990), y las ramas de la misma (Merchan-Pérez y cols.,
1990¢ y d).

Excluyendo una comunicacion preliminar que describié que la perfusion
intracociear de CGRP disminuia ia amplitud del PAC del nervio auditivo, no existen
mayores evidencias del pape! funcional del CGRP en la céclea (Hunter y cois,,
1992; Eybalin, 1993; Puel, 1995). Tampoco los niveles del RNAm que codifica el
-CGRP se madificaron en el COS tras la administracion de AMPA o tras someter ios

animales a trauma acustico (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995).

3.2.4. ENCEFALINAS

En las terminaciones cocleares del SEOL se han detectado
inmunocitogquimicamente los péptidos: Met-encefalina, Leu-encefalina y el
octapéptido Met-encefalina-ArgB-Gly’-Leu8 (Fex y Altschuler, 1981; Altschuler y
cols., 1984; Eybalin y cols., 1984, 1985; Gil-Loyzaga y cols., 1988, Eybalin y
Altschuler, 1990; Safieddine y Eybalin, 1992b; Gil-Loyzaga, 1995). Asimismo,
mediante técnicas de HPLC vy radicinmunoensayo se cuantificaron las
concentraciones cocleares de Met-encefalina y del octapéptido Met-encefalina-
ArgB-Gly”-LeuB (Eybalin y cols., 1984, 1985, 1987). En el COS solamente algunas
neuronas del nucleo lateral expresan estos péptidos, lo cual concuerda con la
reducida poblacién de fibras que contienen encefalinas detectada en [a céciea
(Altschuler y cols., 1984, 1988; Safieddine y Eybalin, 1992b; Safieddine y cols.,
1997).

La concentracién de Met-encefalina en perilinfa aumenta debido a la
estimulacion acustica con ruido blanco, igual que sucede con el GABA (Drescher y
cols., 1983). Al mismo tiempo, la estimulacion acustica provoca una disminucion de

la cantidad total de Met-encefalina coclear (Eybalin y cols., 1987). Ambos resultados



considerados conjuntamente podrian sugerir que el neuropéptido es liberado debido

a la estimulacion acustica y catabolizado.

3.2.5. DINORFINAS

Estas sustancias, al igual que las encefalinas son péptidos opioides, aunque
actuan sobre distintos receptores (Hunter y cols., 1992). Las dinorfinas Ay By la -
necendorfina han sido identificadas inmunocitoquimicamente en la region del haz
espiral interno (Altschuler y cols., 1985b; Abou-Madi y cols., 1987), asi como en
neuronas del nucleo lateral del COS (Abou-Madi y cols., 1987; Altschuler y cols.,
1988).

Los Unicos datos disponibles en la actualidad acerca del papel funcional de las
dinorfinas en |la coclea se deben a Sahley y cols. (1991). Estos autores observaron
que la amplitud de!l PAC del nervio auditivo aumentaba tras la administracion

intravenosa de agonistas de receptores kappa (Hunter y cols., 1992; Puel, 1995).

4. LAS MONOAMINAS EN LA COCLEA
4.1. DOPAMINA

Los primeros estudios que sugieren la existencia de catecolaminas en ias fibras
del sistema eferente olivococlear son los trabajos de histofluorescencia de Vinnikov
y cols. (1966) vy los de neurotoxicidad de 6-OHDA realizados por Densert (1975a).
Ambos estudios describieron fibras de tipo catecolaminérgico proyectando hacia el
OC que no coincidian con la distribucién conocida de las fibras simpaticas
cocleares.

Posteriormente se identificé dopamina (DA) en homogeneizados cocleares de
ratas, adultas y en desarrollo, mediante cromatografia liquida de ailta resolucién
acoplada a deteccion electroquimica (HPLC-ED) (Gil-Loyzaga y Parés-Herbute,

1986, 1989). La existencia de esta monocamina en el receptor auditivo habia sido
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negada en estudios previos de HPLC que determinaron la presencia de NA en la
coclea y la ausencia de DA, 5-HT y adrenalina (Rarey y cols., 1981, 1982).

La presencia de DA en la coclea ha sido demostrada mediante métodos
inmunocitoguimicos, utilizando anticuerpos contra la tirosina hidroxilasa (TH) y la
aminodcido aromatico decarboxilasa (AAD). La localizacion de estas enzimas,
implicadas en la sintesis de catecolaminas a partir de tirosina, en el haz espiral
interno, bajo las CCls, indicd la existencia de una catecolamina en las fibras del
SEQL. La ausencia en ese haz de inmunorreactividad positiva al uso de anticuerpos
contra dopamina-B-hidroxilasa (DBH) y feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT),
enzimas que catalizan la transformacion de DA en NA y de ésta en adrenalina
respectivamente, sugirid que la catecolamina presente en ias fibras del SEOL es
DA, descartandose la presencia de NA y adrenalina en esta ubicaciéon (Jones y
cols.,, 1987; Usami y cols., 1988). Estudios inmunocitoquimicos a microscopia
electrénica han corroborado |la presencia de TH en estas fibras, indicando que dicha
reaccion positiva desaparece tras la administracion de la neurotoxina 6-OHDA
(Eybalin y cols., 1993). En el COS también se ha encontrado inmunorreactividad
positiva usando anticuerpos contra TH en neuronas que, por su localizacion,
podrian pertenecer al SEQL (Jones y Beaudet, 1987; Vincent, 1988; Safieddine y
cols., 1997).

Recientemente, estudios de hibridacion in situ han aportado nuevos datos que
apoyan la existencia de DA en el SEOQL, identificando el ARNm que codifica la TH
en las neuronas de la oliva superior lateral. Ademas se han detectado los ARNm
que cadifican l0s receptores dopaminergicos D1 y D2 en las neuronas aferentes del
ganglio espiral (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols., 1995; Safieddine y cols., 1997).

El papel funcional de la DA en la cdclea en un principio parecié inexistente, ya
que su administracién por via intracoclear apenas alterd los potenciales cocleares
(Bobbin y Thompson, 1978). Sin embargo, estudios posteriores han mostrado que la

administracion intracoclear de piribedil, un agonista dopaminérgico, disminuye |a
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amplitud del PAC del nervio auditivo (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995,
Pujol, 1994) y evita |la degeneracién de las dendritas aferentes tipo | por efecto del
trauma acustico y la hipoxia (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995, Pujol,
1994; D'Aldin y cols., 1995). Ademas se ha observado que el trauma acustico
produce un aumento en la expresion del ARNm del receptor dopaminérgico D2 en
las neuronas aferentes y del ARNm de la TH en las neuronas de la oliva superior
lateral (Eybalin y cois., 1995; Pujol y cois., 1995). Asimismo la expresion del ARNm
que codifica la TH aumento en la oliva superior lateral tras someter la coclea a un
proceso de neurotoxicidad inducida por AMPA (Eybalin y cols., 1995; Pujol y cols.,
1995). Todos estos estudios permiten implicar la DA en el proceso de
neurotransmision coclear, sugiriendo que podria participar en la regulacién de las
aferentes primarias en situaciones de stress auditivo como son la hipoxia, el trauma

acustico o {a neurotoxicidad.

4.2. NORADRENALINA

L.os estudios de histofluorescencia y microscopia electronica que establecieron
la distribucion de fibras simpaticas en la céclea (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966;
Terayama y cols., 1966, 1968, Vinnikov y cols., 1966; Ross, 1971; Densert, 1974,
Densert y Flock, 1974; Spoendlin, 1981, 1984), sugirieron a su vez la presencia de
noradrenalina (NA) en dichas localizaciones. Este hecho es apoyado por la
captacion de 3H-NA por dichas fibras (Eybalin y cols., 1983). La degeneracion
neuronal producida por la administracién de 6-OHDA (Densert, 1975a; Eybalin y
cols., 1993) también indica la presencia de catecolaminas en las fibras simpaticas
cocleares.

La NA no ha sido localizada inmunocitoquimicamente en la coéclea. Sin
embargo, la presencia de TH y DBH y la ausencia de PNMT en |as fibras simpaticas
cocleares sugiere que la NA es el candidato mas probable a ser el neurotransmisor

liberado por estas fibras, aunque no se puede descartar la presencia de DA en las
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mismas como precursor de la NA (Jones y cols., 1987, Usami y cols., 1988, Hozawa
y Kimura, 1990).

La concentracién de NA fue cuantificada mediante HPLC-ED en la céclea de
distintos mamiferos observdndose variaciones debidas a la especie animal y la
pigmentacién (Rarey y cols., 1981) y al momento del desarrollo (Gil-Loyzaga vy
Parés-Herbuté, 1986, 1989). Sin embargo, la simpatectomia cervical superior 48
horas después de |a intervencién quirdrgica no afectd las concentraciones de NA
(Rarey y cols., 1981). Las variaciones debidas a la pigmentacién parecen deberse a
una distinta concentracion de NA en el modiolo y la pared lateral de la céclea
(Rarey y cols., 1982).

La administracion intracociear de NA inhibié la actividad espontanea de
algunas fibras del nervio auditivo (Comis y Leng, 1979). Por otra parte la
administracion intravenosa o intraarterial de NA modificod el flujo sanguineo coclear
(Suga y Snow, 1969; Suga, 1976). Tanto el efecto sobre los potenciales auditivos
como el efecto sobre el flujo sanguineo coclear han sido relacionados con las fibras
simpaticas que inervan la coclea (Hultcrantz, 1979; Pickles, 1979, Beausang-Linder
y Hultcrantz, 1980; Hultcrantz y cols., 1982; Lee y Moller, 1985; Hozawa y cols.,
1990; Hildesheimer y cols., 1991; Laurikainen y cols., 1993, 1994; Ren y cols.,
1993a, 1993b, 1994). |

4.3. SEROTONINA

Estudios previos de HPLC han descrito la ausencia de serotonina (5-HT) en la
céclea (Rarey y cols., 1981). Asimismo fa SH-5HT no resulté captada por las céiuias
cocleares in vitro (Eybalin y cols., 1983).

Sin embargo, al igual gue sucedid con la DA en su dia, existen algunos indicios
que podrian inducir a pensar en la 5-HT como otro de los neurotransmisores
cocleares, o al menos como un compuesto presente en la céclea. En primer lugar, la

administracion intracoclear de 5-HT redujo el PAC del nervio auditivo (Bobbin y
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Thompson, 1978). Ademas en la coclea se ha detectado melatonina, un derivado de
la 5-HT, mediante radioinmunoensayo (Biesalski y cols., 1988), lo cual sugiere la
presencia de 5-HT como precursor. Otros derivados de la 5-HT se produjeron tras {a
incubacidn de cocleas con 14C-5HT. Entre ellos se encuentra el acido 5-
hidroxiindotacético (5-HIAA), que es el principal producto de degradacion de la 5-HT
(Biesalski y cols., 1988). Otro indicio a favor de la presencia de 5-HT en el receptor
auditivo es la localizacion del ARNm que codifica la subunidad A del receptor 5-HT3
. en el epitelio sensorial de la rata embrionaria (Johnson y Heinemann, 1995).

Por otra parte existen estudios inmunohistoquimicos (Chang y cols., 1988;
Cohen y cols., 1992) y bioguimicos (Bonvento y cols., 1991) que sugieren la
presencia de 5-HT en fibras simpaticas procedentes del GCS qué proyectan a
territorios distintos de la coclea. Estas fibras son capaces de captar y liberar 5-HT
(Chang y cols., 1989). También algunas neuronas del GCS contienen y sintetizan 5-
HT (Happdia, 1988).

Otra opcidn que debe ser considerada es la posibilidad de encontrar 5-HT
relacionada con los vasos sanguineos cocleares, ya que este compuesto esta
presente en el torrente circulatorio. La mayoria se encuentra en las plaquetas,
aungue una pegqueha parte aparece libre en el plasma (Anderson y cols., 1987,
Kumar y cols., 1990; Pussard y cols., 1996).

Estudios recientes de nuestro laboratorio (Gil-Loyzaga y cols., 1997a) han
identificado fibras serotoninérgicas proyectan a la coclea y contactan con las CCis y
las CCEs. La distribucién en la céclea de estas fibras no corresponde con las fibras
simpaticas, sin0 que se ajusta mas a la del sistema eferente olivococlear. Sin
embargo, presenta diferencias respecto a la distribucion de fibras de este sistema,

como son la inervacion de ambos tipos de células sensoriales (Fig. 8).
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Figura 5: Esquema de la distribucién de las fibras nerviosas aferentes y eferentes en el receptor
auditivo (modificado de Warr, 1992). CCE = células ciliadas externas, CCl = células ciliadas internas,
GE = ganglio espiral, NOL = neurona olivococlear lateral, NOM = neurona olivococlear mediai, TC =

tinel de Corti.
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Figura 6: Esquema de los neurotransmisores localizados en el receptor auditivo. Las células ciliadas

intemas (CCl) contienen glutamate (Glu) que activa las neuronas aferentes de tipo |. Estas neuronas
son moduladas por las fibras eferentes olivococleares laterales que contienen: acetiicolina {ACh),
CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina), acido gamma-aminobutirico (GABA),
encefalinas (Enk), dinorfinas (Dyn) y dopamina (DA). E! neurctransmisor que liberan las células
ciliadas externas (CCE) para activar el sistema aferente de tipo |l se desconoce en la actualidad. En
el sistema eferente olivococlear medial se ha descrito la presencia de: ACh, CGRP y en el apex
coclear GABA. Fibras que contienen 5-HT han sido identificadas contactando con el polo basai de las
CCl y las CCE, pero se desconoce si pertenecen al sistema olivococlear.



5. FISIOLOGIA DE LA AUDICION
5.1. RECORRIDO DE LA ONDA SONORA

Las ondas sonoras que son captadas por el pabelién auditivo recorren el oido
externo hasta la membrana timpanica y producen su vibracién. Esta vibracidn se
transmite a la cadena de huesecillos del oido medio desde el martillo al estribo. El
estribo, a su vez, hace vibrar la ventana oval, que separa ¢l oido medio del interno,
y en la porcion coclear del oido interno, como se comentara mas adelante, dichas
vibraciones son transformadas en un mensaje neural que es enviado al sistema
nervioso central (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

La vibracién de la membrana oval genera una onda de presion en la periiinfa
coclear. Esta onda circula por la rampa vestibular desde (a base coclear hasta el
apex, alcanza el helicotrema, zona en que se fusionan las rampas vestibular y
timpanica, y regresa a la base por la rampa timpanica. En la base coclear la onda de
presion es eliminada mediante el desplazamiento de la ventana redonda, en sentido

inverso al de la ventana oval (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

5.2. ACTIVACION DEL RECEPTOR AUDITIVO

En su recorrido por fa rampa timpanica hacia la base coclear, la onda de presion
produce el abombamiento de la membrana basilar, aproximandola a la membrana
tectoria en zonas especificas segun la frecuencia de la onda circulante. Las
frecuencias graves producen el movimiento de los segmentos mas apicales, las
agudas de los mas basales, y a 10 largo de la espiral coclear se encuentran
codificadas las frecuencias intermedias. Esta distribucion tonotopica de frecuencias
se puede explicar en base a las diferencias morfolégicas entre la base y el apex
cocleares. Uno de los factores mas determinantes es la estructura de la propia
membrana basilar, que es progresivamente mas delgada y larga a medida se

avanza hacia el apex coclear (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).



Se considera que la estructura del receptor, y concretamente de la membrana
basilar, constituye un filtro pasivo de la frecuencia de la onda sonora. Existe un
segundo filtro activo debido a las CCEs. Las CCEs de [a region del receptor que se
desplaza por la llegada de la onda sonora son presionadas contra la membrana
tectoria. Los estereocilios mas externos de estas células, que estan anclados en la
membrana tectoria, modifican su inclinacion, y arrastran a los estereocilios menores.
Este movimiento produce [a apertura de canales idnicos en ia superficie apical de
las células y su activacidn. La activacion de las CCEs provoca rapidas
contracciones de las mismas, que permiten la amplificacion de la sefal en la zona
central del segmento del receptor estimulado por la onda sonora, es decir aumentan
la selectividad frecuencial (LePage, 1989; Dulon y Aran, 1990; Corwin y Warchol,
1991, Fuchs, 1992; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

Mientras que la frecuencia de la onda recibida queda reflejada en la coclea por
el movimiento selectivo de un pequefo segmento de membrana basilar, la
intensidad de la onda se refleja en la anchura de dicho segmento. Por lo tanto, a
intensidades elevadas disminuye la discriminacion frecuencial (Gil-Loyzaga y Pujol,

1993).

5.3. ACTIVACION DE LAS CELULAS CILIADAS INTERNAS

La aproximacién de la membrana basilar hacia la tectoria debido a la
circulacion de la onda sonora por la perilinfa de la rampa timpanica produce el
movimiento del OC, y concretamente de las CCls, hacia la membrana tectoria. Las
CCls desplazadas por cada frecuencia recibida son pocas debido a los dos filtros
antes citados (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

Los estereocilios de las CCls desplazadas son inclinados por [a corriente de
endolinfa que se genera entre la membrana tectoria y el receptor debido al
movimiento de ta membrana basilar. Al igual que en las CCEs, el desplazamiento de

los estereocilios en determinada direccion conlleva la apertura de canales idnicos y
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la activacion celular, que a su vez se traduce en la liberaciéon del neurotransmisor
glutamato por su polo basal (Dulon y Aran, 1990; Corwin y Warchol, 1991; Fuchs,
1992; Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

5.4. ACTIVACION DE LAS NEURONAS AFERENTES Y LA VIA AUDITIVA
ASCENDENTE

El glutamato liberado por las CCls actia sobre receptores especificos
focalizados en la membrana de fas dendritas de las neuronas aferentes tipo 1 y
produce su activacion. A su vez la activacion de las CCEs se refleja en la activacion
de las neuronas aferentes tipo ll, aunque el neurotransmisor que media este
proceso aun no esta plenamente establecido (Gil-Loyzaga y Pujol, 1993).

Las neuronas aferentes proyectan sobre los nutcleos cocleares, que son la
primera estacidon de relevo en la via auditiva. Desde los nucleos cocleares, el
mensaje auditivo circula por la via auditiva ascendente realizandose contactos
sinapticos en varios nucleos (COS, lemnisco lateral, coliculo inferior y cuerpo
geniculado medial del talamo) hasta alcanzar la corteza auditiva (Uziel, 1985c¢;

irvine, 1986; Gil-Loyzaga y Pujol, 1993; Gil-Loyzaga, 1995).

5.5, MODULACION DEL MENSAJE AUDITIVO POR LAS NEURONAS
EFERENTES

De los distintos nucleos que constituyen la via auditiva ascendente parten
fibras nerviosas que contactan con estructuras inferiores y constituyen la via
auditiva descendente. Estas fibras nerviosas madulan la informacion ascendente a
distintos niveles de la via auditiva (Aran y Harrison, 1985; Irvine, 1986; Gil-Loyzaga
y Pujol, 1993).

En concreto, entre el tronco cerebral y el receptor auditivo se realiza un circuito
de informacién. Este circuito lo componen tres fasciculos nerviosos: 1) las fibras

aferentes, que comunican (as celulas ciliadas con neuronas de los nucieos



cocleares, 2) un haz de fibras que comunica las neuronas de los nucleos cocleares
con neuronas del COS (estas fibras son colaterales de ios axones ascendentes que
parten de los nuicleos cocleares y proyectan al coliculo inferior contralateral) (Cant y
Casseday, 1986; Thompson y Thompson, 1991, Eybalin, 1993) y 3) las fibras
eferentes olivococleares, que comunican neuronas dei COS con las dendritas

aferentes tipo | o las CCEs.

lll. LOS RECEPTORES VESTIBULARES

1. ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES VESTIBULARES

Los receptores vestibulares son de dos tipos: las maculas u érganos otoliticos y
las crestas. Las maculas constituyen superficies ovaladas sobre el suelo del saculo
y el utriculo (Figs. 7 y 8). Tienen una orientacién reiativa perpendicular entre si: Ia
macula utricular es horizontal y 1a sacular vertical. Las maculas son sensibles a las
aceleraciones lineales y a la atraccién de la gravedad. Las crestas son repliegues
del suelo de las ampollas perpendiculares a la luz de los canales semicirculares.
Son sensibles a las aceleraciones angulares (Sans y Raymond, 1985; Sans, 1993).

Ambos epitelios sensoriales constan de celulas de soporte y células
sensoriales. En las maculas, el epitelio sensorial constituye uné superficie plana y
en las crestas se distribuye a lo largo de la superficie externa de las mismas,
quedando en el interior de las crestas las fibras nerviosas (Sans y Raymond, 1985)
(Figs. 7 y 8).

Las células sensoriales, al igual que en el receptor auditivo son de dos tipos: |,
con forma de matraz, y i, alargadas. Ambos tipos presentan en su superficie apical
estereocilios dispuestos en varias hileras paralelas constituyendo un hexagono y
anclados a una placa cuticular. Estos estereocilios se encuentran libres entre si,
pero el espacio que los separa es muy pequeno. A diferencia de las células ciliadas

del receptor auditivo, las células ciliadas del vestibulo tienen ademas un
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quinetocilio, o cilio verdadero, extrinseco al penacho de estereocilios, que esta
unide a los estereocilios adyacentes mediante finas trabéculas. Las hileras de
estereocilios tienen una longitud creciente segun se encuentran mas proximas al
quinetocilio (Sans y Raymond, 1985).

Sobre los epitelios sensoriales del vestibulo se localizan unas estructuras
gelatinosas de composicion semejante a {a membrana tectoria coclear (Gil-Loyzaga
y cols., 1985, Gil-Loyzaga, 1997): la membrana otoconial sobre los epitelios
maculares y [a cdpula sobre las crestas (Figs. 7 y 8). La membrana ofoconial esta
anclada al epitelio de las maculas por estrechos filamentos. En su zona inferior hay
unos alvéolos en los cuales penetran los cilios de las células sensoriales,
contactando con la membrana otoconial unicamente los quinetocilios (Sans, 1993).
Sobre su superficie superior se encuentran cristales de carbonato calcico que se
denominan otoconias (Fig. 8). Las cupulas estan ancladas por sus extremos
infericres a las células de soporte de las crestas mediante finos filamentos. Por el
extremo superior se fijan al techo de las ampollas, de manera que se farma un
tabique que es flexible y permite el flujo de endolinfa en algunos puntos (Sans y
Raymond, 19835). Al igual que en las maculas, los quinetocilios de las céiulas
sensoriales de las crestas contactan con la superficie inferior de las cipuias (Sans y

Raymond, 1985; Sans, 1993).
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Figura 7: Esquema de un corte transversal de una ampolla vestibular. En su interior se observa el
epitelio sensorial (cresta) recubierto por la clpula.

UTRICULO / SACULO

CELULAS SENSORIALES

FIBRAS NERVIOSAS

Figura 8: Esquema de un corte transversal del utriculo o el saculo vestibulares. En su interior se
observa el epitelio sensorial {macula) recubierto por la membrana otoconial.



2. INERVACION DEL VESTIBULO
Et vestibulo, al igual que la coclea, recibe tres tipos de inervaciones: aferente,
que proyecta al sistema nervioso central, eferente, proveniente dei sistema nervioso

central, y simpatica.

2.1. INERVACION AFERENTE

Las neuronas aferentes son bipolares. Sus cuerpos celulares se encuentran en
el ganglio vestibular o de Scarpa, que realimente estd constituido por dos masas
ganglionares independientes situadas en segmentos distintos del conducto auditivo
interno. Las neuronas de la masa ganglionar superior proyectan a las crestas
ampulares de los conductos semicirculares superior y lateral, a la macula utricular y
a una parte de la macula sacular. Mientras que las de la inferior proyectan a la
cresta del canal semicircular posterior y a una parte de la macula sacular (Kahle,
1995).

Los axones de las neuronas aferentes forman el nervio vestibular y proyectan a
los nucleos vestibulares, en el tronco cerebral (Brodal, 1981; Sans y Raymond,
1985). Las dendritas vestibulares aferentes contactan con la base de las células
ciliadas. Las terminaciones que contactan con las células ciliadas tipo 1 las
envuelven formando cdlices. Entre las células ciliadas tipo | y estas dendritas se
constituyen sinapsis conjugadas, es decir, la célula ciliada libera un neurotransmisor
por su zona basal que actua sobre la fibra aferente, y la dendrita libera un
neurotransmisor en la zona apical que actua sobre la celula ciliada. Las
terminaciones aferentes que proyectan a las células ciliadas tipo !l son de tipo botdn
terminal (Sans y Raymond, 1985; Sans, 1993; Lysakowski y Goldberg, 1997; Ross,
1997} (Fig. 9).



2.2. INERVACION EFERENTE

Las fibras nerviosas eferentes que alcanzan los receptores vestibulares tienen
sus cuerpos celulares en el tronco cerebral, distribuidos bilateralmente en una
region localizada entre los nacleos vestibulares y abducens (Gacek y Lyon, 1974,
Warr, 1975; Goldberg y Fernandez, 1980; White y Warr, 1983; Dechesne y cols.,
1984; Shumilina y cols., 1986; Schwarz y cois., 1986; Parker y cols. 1988; Perachio
y Kevetter, 1989, Tanaka y cols., 1989; Ohno y cols. 1991; Marco y cols., 1996).

Los axones del sistema eferente vestibular (SEV) contactan en el receptor
periférico, con los calices de las aferentes que envuelven las células ciliadas tipo |
y/ 0 con el polo basal de las células ciliadas tipo 1l (Brodal, 1981; Sans y Raymond,
1985; Sans, 1993; Lysakowski y Goldberg, 1997) (Fig. 9).

El papel funcional del SEV no ha sido aclarado aun, aunque se ha sugerido que
tiene un efecto modulador sobre |a via aferente, actuando sobre las células ciliadas
tipo |l o sobre los calices aferentes. Sin embargo, aun se discute si su efecto es
inhibidor o activador, ya que se han obtenido resultados opuestos en distintas

especies (Sans y Raymond, 1985).

2.3. INERVACION SIMPATICA

Las fibras simpéticas que proyectan al vestibulo, al igual gue las que proyectan
a la céclea, tienen una distribucidn periférica doble. Un grupo se localiza alrededor
de los vasos sanguineos y oftro es independiente de éstos y termina bajo los
epitelios sensoriales de las maculas y las crestas. Estas fibras se identificaron
inicialmente usando el método de histofluorescencia de Falck y Hillarp (Spoendlin y
Lichtensteiger, 19686, Terayama y cols., 1973; Densert, 1975b), y mediante
microscopia electronica (Spoendlin y Lichtensteiger, 1966; Densert, 1975b).
Posteriores estudios inmunocitoquimicos, tanto a microscopia optica y electrénica,
(Hozawa y Kimura, 1989; Ylikoski y cols., 1989; Hozawa y cols., 1991; Hozawa y

Takasaka, 1993a) mostraron la presencia de fibras inmunorreactivas cuando se
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utilizaron anticuerpos contra TH y DBH en ambas localizaciones periféricas, lo cuai
corrobora la distribucién doble de las fibras simpéticas vestibulares. Recientemente,
también se ha observado una inmunorreactividad similar en el saco endolinfatico
(Hozawa y cois., 1991; Hozawa y Takasaka, 1993b).

El origen de estas fibras se ha establecido en el GCS ipsilateral. Asi lo
demuestran los estudios realizados tras simpatectomia quirtrgica {Terayama y cols.,
1973: Densert, 1975b; Hozawa y Kimura, 1989), y el empleo de un anticuerpo contra

DBH como trazador retrogrado (Hozawa y Kimura, 1989).

3. NEUROTRANSMISORES DEL VESTIBULO

El neurotransmisor implicado en las sinapsis entre las células ciliadas y las
fibras aferentes parece ser un neurotransmisor excitador como el glutamato y/o el
aspartato (Demémes y cols., 1984, 1990; Sans, 1993; Harper y cols., 1995; Fujita y
cols., 1994; Smith y Darlington, 1996; Usami y Ottersen, 1996). Por otra parte, el
neurotransmisor liberado por las fibras aferentes y que actla sobre las células
ciliadas también podria ser el glutamato (Sans, 1993) (Fig. 10).

Los principales neurotransmisores identificados, mediante inmunocitoquimica o
hibridacién in situ, en los cuerpos celulares de las neuronas eferentes vestibulares y
en sus proyecciones periféricas son la ACh (Warr, 1975; Goldberg y Fernandez,
1980; Godfrey y cols., 1984; Schwarz y cols., 1986; Perachio y Kevetter, 1989; Ohno
y cols.,, 1991; McLamb y Park, 1992; Usami y cols., 1995; Smith y Darlington, 1996),
y el péptido CGRP (Perachio y Kevetter, 1989; Silverman y Kruger, 1989; Tanaka y
cols., 1989; Ohno y cols., 1991, Wackym y cols., 1991a, 1991b; Matsubara y cols.,
1995; Usami y cols., 1995; Marco y cols., 1996; Scarfone y cols., 1996; Smith y
Darlington, 1996). También se ha descrito la presencia de Met-encefalina, y el
ARNm que la codifica, en las neuronas eferentes vestibulares (Perachio y Kevetter,

1989; (Ryan y cols., 1991b) (Fig. 10).
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Figura 9: Esquema de los epitelios sensariales def vestibulo y de su inervacion. Se distinguen dos
tipos de células sensoriales: de tipo | y de tipo ii. Las terminaciones aferentes que contactan con las
primeras tienen forma de caliz, mientras que las que contactan con las células de tipo Il tienen forma
de boton (modificado de Sans, 1993).
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Figura 10: Esquema de los neurotransmisores localizados en el receptor vestibular, Las células
sensoriales liberan glutamato (Glu), que activa las neuronas aferentes. Las fibras eferentes
contienen: acetilcolina (ACh), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y Met-
encefalina (Met-Enk). El 4cide gamma-aminobutirico (GABA) ha sido descrito por distintos autores en
las células sensoriales, las dendritas aferentes y las fibras eferentes. Las dendritas aferentes tipo |
liberan Glu y/o GABA por su zona apical como mecanismo de retrocontrol.
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La localizacion de GABA o su enzima de sintesis en la periferia vestibular
resulta mucho mas confusa. En distintos mamiferos se observa inmunorreactividad
positiva en las células ciliadas, los calices aferentes o en las fibras eferentes (Usami
y cols., 1987; Lépez y cols.,, 1990; 1992; Matsubara y cols., 1995, Smith y
Darlington, 1996) (Fig. 10).

4. LAS MONOAMINAS EN EL VESTIBULO

Los estudios inmunocitoquimicos mencionados en el apartado anterior
destinados a identificar las enzimas implicadas en la sintesis de NA (Hozawa y
Kimura, 1989; Ylikoski y cols., 1989; Hozawa y cols., 1991; Hozawa y Takasaka,
1993a, 1993b) permiten sugerir la presencia de este neurotransmisor en las fibras
simpéticas vestibulares, sin descartar la presencia de DA. A diferencia de la NA, en
el momento actual, no existe ninguna evidencia de la presencia de DA o 5-HT en el

vestibulo.

5. FISIOLOGIA VESTIBULAR

El vestibulo transforma [as aceleraciones a las que se encuentra sometido un
organismo en un mensaje neural que es enviado al sistema nervioso central,
obteniéndose informacién de la posicién estatica de la cabeza, asi como de sus
desplazamientos. Las aceleraciones lineales estimulan las macuias, mientras que
las aceleraciones angulares estimulan |las crestas.

Los movimientos de la cabeza producen el desplazamiento de la endoiinfa que
se encuentra en el interior del laberinto membranoso vestibular. Este
desplazamiento a su vez genera el desplazamiento de las clpulas y las membranas
otoconiales arrastrando los estereocilios de las células ciliadas (Sans y Raymond,
1985; Sans, 1993). Ei desplazamiento de los estereocilios hacia el guinetocilio
conlteva la apertura de canales ibnicos en la superficie apical de las células ciliadas

y su activacion (Pickles y Corey, 1992). Esta activacion se traduce en la liberaciéon



42

de un neurotransmisor (glutamato y/o aspartato) por el polo basal de las células
ciliadas (Sans y Raymond, 1985; Sans, 1993).

El neurotransmisor liberado por las células ciliadas actua sobre receptores
especificos en la membrana de las dendritas aferentes produciendo su
despoilarizacion y la transmisién del mensaje a los nucleos vestibulares (Sans y
Raymond, 1985; Sans, 1993). Desde estos nucleos parten proyecciones a distintos
centros nerviosos: la médula espinal, el cerebelo, la corteza cerebral a través del
talamo, los nucleos oculomotores y la formacion reticular (Brodal, 1981, Sans y
Raymond, 1985).

A su vez, estos centros nerviosos envian informacidon a los nucleos
vestibulares. Y al igual que en la céclea, existe un sistema de retrocontrol
procedente de los nucleos vestibulares eferentes (Brodal, 1981; Sans y Raymond,
1985). Ademas se ha sugerido la existencia de un segundo sistema de control local
debido a la liberacién de un neurotransmisor por las propias dendritas aferentes, el

cual modula el estado de las células ciliadas (Sans, 1993).
V. LAS MONOAMINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO

En la presente Memoria de Tesis Doctoral se analizan tres monoaminas: dos
catecolaminas, la DA y la NA, y una indolamina, la 5-HT. En este apartado se
expone el metabolismo de estos compuestos y su modo de actuacion en el sistema

nervioso.

1. LAS CATECOLAMINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO
1.1. BIOSINTESIS Y SECRECION

En las neuronas dopaminérgicas la DA (3,4-dihidroxifeniletilamina) se sintetiza
a partir del aminoacido tirosina circulante, el cual se obtiene de la dieta o del

metabolismo hepatico de la fenilalanina. La enzima TH, que es el paso limitante



sujeto a regulacién, convierte la tirosina en dihidroxifenilalanina (L-DOPA), la cual
es transformada en DA mediante la enzima decarboxilasa de aminoacidos
aromaticos (AAD). En las neuronas noradrenérgicas la DA es posteriormente
convertida en NA (B-hidroxi-3,4-dihidroxifeniletilamina) mediante la enzima DBH
(Miras-Portugal, 1985a; Costentin, 1988; Alonso-Solis, 1993) (Fig. 11).

La DA es sintetizada mediante enzimas citosélicas y almacenada en vesiculas
sinapticas. En esas vesiculas se realiza ila transformacién de DA en NA en las
neuronas noradrenergicas. Las vesiculas sinapticas migran a lo largo de los axones
hasta los botones terminales. Cuando estas neuronas son despolarizadas, las
vesiculas sinapticas se fusionan con la membrana plasmatica y el neurotransmisor
es liberado a la hendidura sinaptica (Miras-Portugal, 1985a, 1985b; Alonso-Solis,

1993),

1.2. ACCION POSTSINAPTICA

Las catecolaminas liberadas al espacio sinaptico actian sobre receptores
especificos localizados en la membrana de la neurona postsindptica. En la
actualidad se distinguen cinco tipos de receptores dopaminérgicos (D1, D2g y D2,
D3, D4 y D5 o D1p) y cinco tipos de receptores adrenérgicos (a1, o2, p1, B2 y B3)
dentro de ios cuales, a su vez, se han identificado subtipos. Estos receptores
presentan diferentes estructuras, perfiles farmacoiégicos, localizaciones vy
mecanismos de accién.

Los cinco tipos de receptores dopaminérgicos identificados en la actualidad
pueden agruparse en dos subfamilias seglin sus caracteristicas estructurales y
farmacolégicas: receptores tipo D1 (D1 y D5) y receptores tipo D2 (D2, D3 y D4).
Todos ellos parecen ser receptores acoplados a proteinas G, ya que su estructura
molecular presenta siete a-hélices transmembrana unidas por lazos intra y
extracelulares, el extremo amino terminal extracelular y una cola carboxi-terminal

intracelular (Reisine, 1992; Lefkowitz y cols., 1993; O'Dowd, 1993; Strange, 1993;
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Strader y cols., 1994). Se ha sugerido que la zona de interaccién con las proteinas
G implica el tercer lazo intracelutar y el extremo carboxi-terminal. Los receptores
tipo D1 presentan el tercer lazo intracelular corto y una cola carboxi-terminal larga,
mientras que en los tipo D2 el tercer |lazo intracelular es largo y la cola carboxi-
terminal corta, io cual refleja el acoplamiento a distintas proteinas G. Los receptores
tipo D1 interaccionan con proteinas Gs, que activan la adenilato ciclasa
produciendo un aumento de AMPc intracelular. Al contrario, los receptores D2 estan
acoplados a proteinas Gi, que producen una inhibicién de la adenilato ciclasa y por
lo tanto una disminucion de!l AMPc intracelular. EI mecanismo de transduccion de
los receptores D3 y D4 aun se encuentra en estudio. Ademas del éfecto sobre la
adenilato ciclasa, se han descrito otras vias alternativas de transduccion intracelular
de la sefal que dependen del tipo de receptor (Vallar y Meldolesi, 1989; Grandy y
Civelli, 1992; Reisine, 1992; Sibley y Monsma, 1992; Strange, 1993, 1994; Castro y
Strange, 1993; Civelli y cols., 1993; Gingrich y Caron, 1993; O'Dowd, 1993; Seeman
y Van Tol, 1994; Sokoloff y Schwartz, 1995).

Los receptores adrenérgicos tambien estan acoplados a proteinas G: los (-
adrenérgicos a proteinas Gs, los a1 a proteinas Gq que activan la fosfolipasa C que
produce diacilglicerol e inositol trifosfato como segundos mensajeros celulares, y los
o2 a proteinas Gi (Fisher y cols., 1992, Reisine, 1992; Lefkowitz y cols., 1993;
Bloom, 1996).

1.3. DEGRADACION

El mecanismo fundamental para finalizar la transmisibn monoaminérgica
consiste en |la recaptacidén del neurotransmisor mediante proteinas transportadoras
especificas. Esta recaptacion se realiza desde el espacio sinaptico hacia las
neuronas presindpticas o las células gliales (Amara y Kuhar, 1993; Giros y Caron,

1993, Lester y cols., 1994). Las catecolaminas, tras ser recaptadas, pueden ser
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almacenadas de nuevo en vesiculas sinapticas en la neurona presinaptica o
degradadas obteniéndose metabolitos inactivos. El catabolismo intracelular se lleva
a cabo en las mitocondrias mediante la enzima monoamino oxidasa (MAQ). Existe
ademas una segunda via de degradacion extraneuronal, que tiene lugar en el
espacio sinaptico, en la cual esta implicada fundamentalmente la enzima catecol-O-
metiltransferasa (COMT) (Kopin, 1985; Miras-Portugal, 1985c; Wood y Altar, 1988).

En el catabolismo de la DA, {a via principal de degradacion produce &acido 3,4-
dihidroxifenitacético (DOPAC) como producto de ia MAQO mitocondrial. La segunda
via extraneural tiene como metabolito intermedio la 3-metoxitiramina, producto de ia
COMT. Ambas vias convergen en la produccibn de acido 4-hidroxi-3-
metoxifenilacético 1 homovanilico (HVA) en el espacio extracelular (Fig. 12). La
existencia de estas dos vias permite considerar la cantidad de DOPAC como un
indice de la recaptacion presinaptica de DA, y la cantidad de HVA como un indice
de ia degradacién total de DA (Jonason y Rutledge, 1968; Kopin, 1985; Westerink,
1985, Saligaut y cols., 1986; Wood y Aitar, 1988; Cumming y cols., 1992).

En el catabolismo de la NA, la via mitocondrial produce como principal producto
el acido 3,4-dihidroximandélico (DOMA). Tras ia degradacion por ias vias intra y
extraneuronales, los metabolitos finales que se obtienen en mayor concentracién a
partir de NA son el acido 4-hidroxi-3-metoximandélico o acido vanililmandélico
(VMA) y el 4-hidroxi-3-metoxifenilglicol (MHPG) (Jonason y Rutledge, 1968; Kopin,
1985; Miras-Portugal, 1985¢) (Fig. 13).

1.4. REGULACION DE LAS NEURONAS CATECOLAMINERGICAS

La sintesis y la liberacion de catecolaminas depende diversos factores, como
son |a disponibilidad del precursor, la actividad de las neuronas catecolaminérgicas
y las influencias hormonales, de factores de crecimiento y de otros
neurotransmisores (Langer, 1981; Chesselet, 1984; Cheramy y cols., 1986; Acworth

y cols., 1988; Raynaud y cols., 1988; Alonso-Solis, 1993).
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Ademas, la DA y la NA actuan como inhibidores de la TH. Cuando la
concentracion de catecolaminas aumenta en el terminal sinaptico, debido a una
disminucidn en la actividad de las neuronas catecolaminérgicas y por consiguiente a
una disminucion en la liberacion del neurotransmisor, la sintesis de nuevas
moléculas disminuye (Miras-Portugal, 1985a; Alonso-Solis, 1993).

Otro mecanismo de regulacién de la sintesis y la liberacion de catecolaminas
se debe a la existencia de autorreceptores en las membranas presinapticas. Estos
autorreceptores son receptores catecolaminérgicos que cuando son activados por el
neurotransmisor presente en el espacio sinaptico inhiben la liberacion y la sintesis
de dicho neurotransmisor. Los autorreceptores que se han identificado en las
membranas presinapticas de neuronas catecolaminérgicas son: D2 y D3 en las
neuronas dopaminérgicas y o2 en las noradrenérgicas (Farmebo y Hamberger,
1971, Langer, 1977, 1981, Skirboll y cols., 1979, Westfall y cols., 1982; Chesselet,
1984, White y Wang, 1984, Parker y Cubeddu, 1985; llles, 1986; Galloway y cols.,
1986, Altar y cols., 1987, Mayer y cols., 1988; Racké y cols., 1988; Wood y Altar,
1988, Starke y cols., 1989; Bulloch y Starke, 1990; Palij y cols., 1990; Timmerman y
cols., 1990; Alonso-Solis, 1993; Civelli y cols., 1993).
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2. LA SEROTONINA EN EL SISTEMA NERVIOSO
2.1. BIOSINTESIS Y SECRECION
En las neuronas serotoninérgicas la 5-HT es sintetizada a partir de triptéfano
mediante dos reacciones enzimaticas. La enzima triptéfano hidroxilasa, que es el
paso limitante sujeto a regulacion, transforma el triptofano en 5-hidroxitriptéfano,
que es descarboxilado y transformado en serotonina mediante la enzima AAD
(Culebras-Poza, 1985, Alonso-Salis, 1993; Sanders-Bush y Mayer, 1996) (Fig. 14).
La 5-HT sintetizéda es almacenada en vesiculas sinapticas. Estas vesiculas se
fusionan con la membrana plasmatica debido a la llegada del impulso nervioso y
liberan el neurotransmisor es liberado al espacio sinaptico (Culebras Poza, 1985;

Alonso-Solis, 1993).

2.2. ACCION POSTSINAPTICA

Como el resto de los neurotransmisores, la 5-HT tras ser liberada al espacio
sinaptico actia sobre receptores especificos localizados en la membrana de la
neurona postsinaptica. Se han descrito varios tipos de receptores serotoninérgicos
(6-HTq, 5-HT9, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HTg y 5-HT7), que a su vez presentan con
varios subtipos.

Todos los receptores serotoninérgicos, excepto los 5-HT3, tienen la estructura
caracteristica de los receptores ligados a proteinas G, es decir presentan siete
dominios transmembrana. Los receptores 5-HT3 son ionotropicos y presentan
cuatro dominios transmembrana en cada una de sus subunidades. Los receptores
5-HT+4 producen una disminucién del AMPc intracelular entre otros efectos, los 5-
HTo utilizan como via de transduccion la formacién de inositol trifosfato y
diacilglicerol, los 5-HT3 modifican la permeabilidad cationica y los 5-HT4, 5-HTg v
5-HT7, producen un aumento del AMPc intracelular. Los receptores 5-HTsp
parecen inhibir la adenilato ciclasa, pero el mecanismo de accidén de los receptores

5-HT5 se encuentra aun en estudio. (Julius, 1991; Fisher y cols., 1992; Hartig y
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cols., 1992, 1996, Oksenberg y cols., 1992; Reisine, 1992; Hope y cols., 1993;
Boess y Martin, 1994, Hoyer y cols., 1994; Martin y Humprey, 1994, Baxter y cols.,
1995; Sanders-Bush y Mayer, 1996, Buhot, 1997).

2.3. DEGRADACION

Al igual que las catecolaminas, la mayor parte de la 5-HT liberada al espacio
sinaptico es captada de nuevo por el terminal presinaptico o por las células gliales
acompanantes. Este proceso de captacion del neurctransmisor se lleva a cabo por
un mecanismo activo que implica un transportador localizado en la membrana
celular. (Amara y Kuhar, 1993; Giros y Caron, 1993; Lester y cols., 1994).

Tras ser recaptada, la 5-HT puede ser almacenada de nuevo en vesiculas
sinapticas o degradada en las mitocondrias mediante ia MAQ, produciéndose como
metabolito final acido 5-hidroxiindolaceético (5-HIAA). Se han descrito también otras
vias de degradacion minoritarias (Saligaut y cols., 1986; Culebras Poza, 1985;

Cumming y cols., 1992; Alonso-Solis, 1993; Sanders-Bush y Mayer, 1896).

2.4. REGULACION DE LAS NEURONAS SEROTONERGICAS

De forma similar a las neuronas catecolaminérgicas, la sintesis y la liberacion
de 5-HT esta controlada por distintos mecanismos: la disponibilidad de triptéfano, la
actividad de las neuronas serotoninérgicas, ia concentracién intraneuronal de 5-HT
y las influencias hormonales, de factores de crecimiento y de otros
neurotransmisores (Chesselet, 1984; Culebras Poza, 1985; Alonso-Solis, 1993).

Otro importante mecanismo de regulacién de la sintesis y la liberacion de 5-HT
se basa en ia existencia de autorreceptores presinapticos, que inhiben la sintesis y
la liberacion de 5-HT. Solamente algunos subtipos de receptores 5-HT¢ han sido
identificados en las membranas presinapticas funcionando como autorreceptores
(Chesselet, 1984; Auerbach y cols., 1989; Starke y cols., 1989; Alonso-Solis, 1993;
Starkey y Skingle, 1994; Sanders-Bush y Mayer, 1996).



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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De Ia Introduccion previa se deduce gue son numerosos los neurotransmisores
qgue han sido involucrados en la fisiologia coclear y vestibular. Entre ellos se
distinguen fundamentalmente neurotransmisores que han sido implicados en la
transmision de los mensajes auditivo y del equilibrio hasta el sistema nervioso
central, y otros neurotransmisores implicados en la modulacion de dichos mensajes.

Las monoaminas dopamina (DA), noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT)
actdan como neurotransmisores en diversas areas del sistema nervioso. Sin
embargo fos conocimientos que poseemos en la actualidad acerca del papel de
estos compuestos en el oido interno son escasos.

De estas tres monoaminas, la NA ha sido la mas estudiada, sobre todo
mediante técnicas morfoldgicas, identificandose su localizacién coclear y vestibular.
No obstante, su metabolismo y su fisiologia - estan en fase de estudio.
Concretamente, se ha sugerido que pueda participar en el control del flujo
sanguineo del oido interno y en la modulacion de las fibras aferentes cocleares,
aungue se desconoce si su concentracion sufre modificaciones en funcién de la
estimulacién sonora.

La presencia de DA en la céclea fue identificada por primera vez por nuestro
grupo mediante técnicas de HPLC (Gil-Loyzaga y Parés-Herbuté, 1986, 1989).
Posteriormente la DA ha sido localizada indirectamente, a través de las enzimas
implicadas en la sintesis de catecolaminas, en las fibras eferentes cocleares. No
obstante, al inicio de esta Memoria de Tesis Doctoral no se conocia ningun papei
funcional para la DA, aunque se habia sugerido que podia participar en la
modulacion auditiva.

La serotonina ha sido recientemente localizada en la coclea por métodos
inmunocitoquimicos (Gil-Loyzaga y cols., 1997). Sin embargo, su papel funcional
permanece sin dilucidarse.

Por ofra parte, a presencia de DA y 5-HT no ha sido descrita previamente en el

receptor vestibular.



La presente Memoria pretende avanzar en el conocimiento deil papel fisiologico
de las monoaminas NA, DA y 5-HT en el oido interno. Sus objetivos concretos son:

1. Desarrollar un método que permita analizar las concentraciones de
monoaminas cocleares excluyendo ias que provienen del torrente circulatorio.

2. Analizar el efecto que produce ia estimulacidén acustica sobre el metabolismo
de estas monoaminas en la coclea.

3. Anglizar la proporcion de estas monoaminas que procede del ganglio
cervical superior frente a las procedentes de otras fuentes: sistema eferente
olivococlear, torrente sanguineo, gangtio estrellado, etc..

4. Cuantificar las concentraciones basales de estas moncaminas en el

vestibulo.



MATERIAL Y METODOS



1. ANIMALES

Los estudios incluidos en la presente Memoria de Tesis Doctoral han sido
realizados en dos cepas de ratas: ratas Long-Evans (pigmentadas) y ratas Wistar
(albinas). Se han seleccionado dos cepas con distinta pigmentacion con el fin de
identificar posibles modificaciones en las concentraciones de monoaminas en el
oido interno relacionadas con la pigmentacién. De hecho, en los nucleos cocleares
y los nucleos vestibulares se han observado diferencias en las concentraciones de
monoaminas entre animales pigmentados y albinos (Cransac y cols., 1996), y en la
coclea estudios previos han descrito diferencias en la concentracion de NA (Rarey y
cols., 1982). Por otra parte, los animales albinos presentan alteraciones congénitas
de ia audicién (Bock y Steel, 1984; Moore y Kowalchuk, 1988).

Se han empleado animales machos y hembras adultos, de aproximadamente
200 g de peso, que fueron analizados entre las 10:00h y las 12:00h, ya que ias
hormonas sexuales, la edad y los ritmos circadianos afectan la sintesis, liberacién y
recaptacion de monoaminas en distintas areas del sistema nervioso (Dluzen y
Ramirez, 1985; Esquifino y cols., 1987; Arbogast y Voogt, 1991; Gayrard y cols.,
1992; Castner y cols., 1993, Cerrito y cols., 1993; McDermott, 1993; Morissette y Di
Paolo, 1993; Pasqualini y cois., 1993; Rastegar y cols., 1993). Asimismo, se ha
descrito que la coclea humana posee mayor longitud en los machos (Sato y cols.,
1991) y que tanto el sexo como la edad afectan la actividad coclear (Jerger y Hall,
1880; Church y cols., 1984; Shaw, 1988).

Los animales se obtuvieron de Charles River (USA) o del Animalario Central de
la U.CM.. Hasta ser analizados, fueron estabulados en habitaciones con
temperatura controlada (22 + 19C) y ciclos de luz-oscuridad de 12h (luz a partir de
las 08:00h). En todo momento tuvieron libre acceso a agua y comida.

En los distintos trabajos incluidos en la presente Memoria de Tesis Doctoral se
han empleado un total de 201 animales, que fueron distribuidos en varios grupos

segun se muestra en |a tabla 1.



Tabla 1

Resumen de los animales y procedimientos empleados.

ESTUDIO

ANIMALES

Dopamina en la coclea;
Efecto de la estimulacion aclstica

Efecto del tratamiento con piribedil

20 machos LE y 20 hembras LE
5 machos y 5 hembras: silencio
5 machos y 5 hembras: 70dB SPL
5 machos y 5 hembras: 90 dB SPL
5 machos y 5 hembras: 110 dB SPL
24 machos LE tratados con piribedil y
24 machos LE tratados con el vehiculo
6 tratados y 6 controles: silencio
6 tratados y 6 controles: 70 dB SPL
6 tratados y 6 controles: 90 dB SPL
6 tratados y 6 controles: 110 dB SPL

Noradrenalina en la coclea:
Efecto de [a estimulacidon aclstica

24 machos LE* y 24 machos Wistar
6 LE y 6 Wistar sin perfusion aortica: silencio
6 LE y 6 Wistar sin perfusion adrtica: 90 dB SPL
6 LE y 6 Wistar con perfusion aértica: silencio
6 LE y 6 Wistar con perfusion aortica: 90 dB SPL

Dopamina y noradrenalina en la coclea:
Efecto de la GCSx

18 machos LE con GCSx y operacion simulada contralateral
6 analizados 4h después de la intervencion
6 analizados 24h después de la intervencion
6 analizados 6 dias después de la intervencion

3 machos LE controles

Serotonina en la coclea
Efecto de la estimulacién acistica

Efecto de la GCSx

24 machos LE*

6 sin perfusion adrtica: silencio

6 sin perfusion aortica: 90 dB SPL

6 con perfusion adrtica: silencio

6 con perfusion aortica: 90 dB SPL

24 machos LE con GCSx y operacion simutada contralateral
12 analizados 24h después de la intervencion

12 analizados 6 dias después de la intervencién

Monoaminas en el vestibulo

5 machos LE, 5 hembras LE
5 machos Wistar y 5 hembras Wistar

* indica el mismo grupo de animales
LE: Long-Evans
GCSx: ganglionectomia cervical supertor




2. TRATAMIENTO CON PIRIBEDIL

El tratamiento con piribedil ((metilen-dioxi-3-4-bencit)-4-piperacinil-1)-2-
pirimidina) (laboratorios SERVIER, Francia) se realizd mediante una unica inyeccién
de 20mg/Kg por via intraperitoneal. Ei piribedil es un agonista dopaminérgico que
lleva utilizandose en clinica desde hace tiempo aungue su mecanismo de accion no
esta completamente dilucidado. La dosis seleccionada es relativamente baja y se ha
descrito que dicha dosis probablemente sdélo actiua sobre [os receptores
presinapticos (Corrodi y cols., 1972; Costall y Naylor, 1973, Ladinsky y cols., 1974;
Kelly y Naylor, 1975).

El piribedil se disolvié en agua destilada a una concentracion de 20mg/ml. El
volumen de administracion fue 1mi/Kg. Los animales control recibieron el mismo
volumen del vehiculo correspondiente.

Se comprobd que ni el piribedil, ni tres de sus metabolitos, S-584, 5-3284 y S-
3473 (laboratorios SERVIER, Francia), eran detectados por el sistema

cromatografico de medida.

3. GANGLIONECTOMIA CERVICAL SUPERIOR

El ganglio cervical superior izquierdo fue extirpado totalmente en animales de
dos meses de edad, y en el lado derecho se realizé una simulaéién de la operacion.
Las dos cocleas fueron procesadas 4h, 24h o 6 dias despues de la intervencion.
Las dos cdcleas de tres animales sin intervencion quirurgica se emplearon como
controles externos, sin ningun tipo de manipulacion.

La intervencion se llevo a cabo bajo anestesia general con tribromoetanol {25
mg/ml; 1mi/100g peso}. Al ganglio se accede a través de una incisién ventral en el
cuello que permite localizar las glandulas salivares. Dichas glandulas se retiran
dejando al descubierto 10s musculos del cuello. Se realiza una incisién en dichos
musculos, con control al microscopio estereoscopico, hasta observar la bifurcacion

de la arteria car6tida comun. El ganglio cervical superior se localiza entre las ramas
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interna y externa de dicha arteria. En el lado izquierdo se extirpa el ganglio, y en el
derecho se realizan todas las manipulaciones excepto la extirpacion, para someter
ambos lados al mismo tipo de stress quirdrgico (Arce, 1994).

Los animales en los que la ganglionectomia es total presentan: 1) ptosis
palpebral ipsilateral en las primeras 12 horas siguientes a la intervencion, 2)
retraccion palpebral ipsilateral entre las 12 y las 30 horas después de la operacion,
y 3) ptosis palpebral ipsilateral irreversible a partir de las 30 horas posteriores a fa
intervencién (Arce, 1994). Los animaies que no presentaron estos signos fueron
descartados del estudio por considerar que se les habia practicado solamente una

ganglionectomia parcial.

4. ESTIMULACION ACUSTICA

La estimulacién acustica se realizd en una cabina insonorizada disefiada
especificamente para nuestro laboratorio. Dicha cabina insonorizada esta
construida con panel acustico Stoc ST-PA-80, formado por una chapa galvanizada
de 1,2 mm, dos paneles acusticos de lana mineral de 80 mm de espesor, y
terminado interiormente con una chapa galvanizada perforada. La base esta
formada por una chapa de 5 mm de espesor. El interior esta recubierto con espuma
de poliuretano en forma de piramide de 50 mm de altura total. La puerta de acceso
es una puerta acustica, con dobie cierre de presién y junta para realizar un cierre
hermético. La cabina se encuentra montada sobre cuatro amortiguadores de muelle
de cuero para evitar la transmisién de las frecuencias graves. Esta cabina esta
colocada en una habitacién con doble pared y aislamiento acustico entre ambas. En
estas condiciones la intensidad de sonido que se detecta en su interior es menor de
20dB SPL (determinados con un sonémetro SI-131A, Promax). Esta es la situacion
que consideramos como silencio en nuestros estudios.

Los animales fueron sometidos a ruido blanco (ruido que incluye frecuencias

desde 200 hasta 10.000Hz) de distintas intensidades: 70, 90 o 110dB SPL, o
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mantenidos en silencio durante una hora. El ruido blanco fue producido por un
generador de funciones Elit 815 (ltalia) conectado a un amplificador Technics SU-
VZ220 (Japdn). Este procedimiento se llevd a cabo bajo anestesia general con
uretano al 28% (p/v) por via intraperitoneal (0,7mi / 100g peso).

Los animales a los que se extrajeron los vestibuios fueron mantenidos en
silencio durante la hora previa a la obtencién de las muestras. Este proceso se
realizd para evitar posibles interferencias del ruido en la fisiologia vestibular, lo cual
ha sido descrito previamente (Cazals, 1983; Cazals y cols., 1983, 1987).

En el estudio en que se analiza el efecto del tratamiento con piribedil, los
animales fueron sometidos a silencio o estimulacién acustica una hora después de
la administracion del farmaco. Mientras que los animales a los que se practico la
ganglionectomia fueron mantenidos en silencio durante una hora antes de la

extraccion de las cocleas.

5. PERFUSION INTRACARDIACA

Debido a la elevada concentracion de 5-HT presente en la sangre y
fundamentalimente en las plaquetas (Anderson y cols., 1987; Kumar y cols., 1990;
Pussard y cols,, 1996) desarrollamos un método para cuantificar las
concentraciones de 5-HT y 5-HIAA cocleares no procedentes del torrente
circutatorio, el cual consistié en someter a los animales a perfusién aodrtica para
eliminar la sangre que irriga la coclea.

Se analizaron distintas condiciones de perfusién: 1) temperaturas de 37, 26 o
40C, 2) flujos de 120, 55 o 4,5 mi/min con bomba peristaltica o caida por gravedad,
3) tiempos de 10, 8, 4 y 2 min, 4) clampado de la aorta descendente y 5)
disoluciones compuestas por &cido perclorico, cloruro sédico al 0,9%, tampén
fosfato salino (PBS) 0,1M (pH=7,4) o tampdn citrato 0,1 M con 20g/l de glucosa
(pH=7,4 0 4,8). En estas distintas condiciones se analizaron tres parametros: 1) la

presencia de sangre en las arterias estapediales, que bordean el estribo del oido
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medio, y en el cerebro, 2) la existencia de alteraciones organicas, debidas a la
perfusion (por ejemplo, edemas generalizados), en los animales y 3) las
concentraciones cocleares de 5-HT y 5-HIAA. Los resultados de estos andlisis se
exponen y discuten en los epigrafes | de los apartados correspondientes a
Resultados y Discusion respectivamente. A continuacion se relata el meétodo
seleccionado tras estos analisis y que fue empleado en los trabajos que constituyen
las publicaciones 5y 6.

La perfusién se llevé a cabo bajo anestesia general con uretano al 28% (p/v)
por via intraperitoneai (0,7ml / 100g), al término de la estimulacién acustica. Se
realizé con una solucidn tamponadora compuesta por acido citrico-citrato sédico
(Merck) 0,1M (pH=4,8) que contiene 20¢/I de glucosa (Merck), preparada con agua
procedente de un sistema Milli-Q 185 Plus (Millipore). Esta solucién se ha empleado
como anticoagulante en la recogida de muestras sanguineas en las que se
analizaron ias concentraciones de 5-HT y 5-HIAA en los distintos compartimentos
sanguineos (Kumar y cols., 1990; Li Kam Wa y cols., 1995). La perfusién se realizd
a traves de la arteria aorta, con la salida del liquido por la auricula derecha y
clampando la aorta descendente. El liquido de perfusi_c')n se administré mediante una

bomba peristaltica a un flujo de 4, 5ml/min, durante 2 minutos, y a 26°C.

6. RECOGIDA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Después de una hora de estimulacion acustica o silencio, aun bajo anestesia
general, los animaies fueron sacrificados por decapitacion y las dos cécleas o los
dos vestibulos fueron extraidos rapidamente (mencs de 1,5 minutos las dos
muestras). Las muestras se recogieron por separado en acido perclérico (Merck)
0,2M frio (200ul para las cocleas y 400ul para los vestibulos), y se trituraron con
ayuda de una varilla metdlica recubierta de plastico. El acido perclérico produce la

desnaturalizacién de las enzimas, congelando asi las reacciones gque éstas



63

catalizan, lo que permite disminuir el error debido al catabolismo no asociado con el
experimento.

Las muestras fueron sonicadas para terminar de romper el hueso modiolar en
el que se alojan las fibras nerviosas, asi como las membranas celulares. De este
modo conseguimos que las monoaminas y sus metabolitos pasen a la disolucion.
Los tubos fueron centrifugados (11.000rpm / 4CC / 10 min para las cocleas y
12.000rpm / 49C / 15 min para los vestibulos). En el sedimento quedan los restos
membranosos y en el sobrenadante distintos compuestos entre los que se
encuentran las monoaminas y sus metabolitos.

Los sobrenadantes fueron filtrados a través de membranas hidrofilas Millex GV-
4 (Millipore) de 0,22 um de tamafio de poro y congelados a -809C, durante no mas
de tres dias. Para llevar a cabo la determinacidn bioquimica, los sobrenadantes
fueron descongelados a 4°C durante 30min e inyectados en el sistema
cromatografico.

Tanto la temperatura como la luz provocan la degradacién de las monocaminas
y sus metabolitos observandose en los cromatogramas la aparicion de picos no
identificados y la disminucidn del area de los picos correspondientes a los
compuestos que nos interesan (Eriksson y Persson, 1982; Palazzolo y Quadri,
1990; Yi y Brown, 1990). Por o tanto todas las manipulaciones que se realizan
hasta el momento de la determinacién bioquimica deben ser rapidas y las muestras

deben estar en todo momento protegidas de la luz y en frio.

7. DETERMINACION BIOQUIMICA

Para determinar las concentraciones de monoaminas y sus metabolitos
presentes en los distintos sobrenadantes cocleares y vestibulares se ha elegido
como sistema de medida la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a
deteccién electroguimica (HPLC-ED). Este método fue introducido en 1973 en la

determinacion de monoaminas (Kissinger y cols., 1973). Y hoy en dia se ha
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impuesto frente a los métodos utilizados anteriormente (deteccién fluorimétrica,
cromatografia de gases-espectrometria de masas y radioinmunoensayos) por las
ventajas que presenta: mayor sensibilidad, facilidad de manejo y aplicabilidad a
todas las monoaminas y sus metabolitos (Kempf y Mandel, 1981; Parés-Herbuté y
cols., 1989; Matsumoto y cols., 1990).

La cromatografia es un método bioquimico que permite identificar compuestos
presentes en una disolucidén compleja tras una separacion previa de los mismos.
Para una determinacién cromatografica adecuada deben por tanto ajustarsé dos
parametros. las condiciones de separacion y las condiciones de deteccion.
Asimismo, cuando se emplea la cromatografia no solo con fines cualitativos sino
ademas cuantitativos, debe establecerse un método de cuantificacidn adecuado.

Estos tres parametros seran analizados en los epigrafes siguientes.

7.1. MODO CROMATOGRAFICO DE SEPARACION

La separacion en un sistema de HPLC se lleva a cabo en una columna. En ella
los compuestos son retenidos mas o menos tiempo en funcidén de su interaccidon con
la fase estacionaria, que constituye el refleno sélido de la columna, y con la fase
movil liquida que circula por la misma. En la HPLC, el relieno de la columna esta
finamente dividido y empaquetado de forma compacta, por lo ténto el sistema debe
estar provisto de una bomba gque ejerza una elevada presion para hacer circular {a
fase mévil a través de la estacionaria. Las bombas utilizadas en estos estudios
fueron: 1) constaMetric R 3200, Milton Roy, USA o 2) 422 Master, Kontron
Instruments, Espana.

El modo cromatografico seleccionade para los estudios gque componen la
presente Memoria es la cromatografia de pares iénicos. Esta cromatografia
constituye una modificacion de la cromatografia en fase reversa. En la
cromatografia en fase reversa, el relleno de la columna es apolar y la fase moévil que

circula por ella es polar. Por lo tanto, los compuestos mas polares son los primeros
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que eluyen, quedando mas tiempo retenidos en el interior de la columna los
compuestos mas apolares. Las fases estacionaria y moévil en la cromatografia de
pares iGnicos son en esencia iguales a fa cromatografia en fase reversa. Pero a
diferencia de ésta, la cromatografia de pares idnicos incluye en la composicién de la
fase movil un compuesto, denominado contraién, que interacciona con los
compuestos de la muestra que deseamos analizar constituyendo un par idnico.
Asimismo el confraion interacciona con la fase estacionaria y modifica ef tiempo de
retencién de los compuestos a analizar (Yost y cols., 1980).

La columna empleada en estos estudios tiene 150mm de longitud y 4,6mm de
diametro interno. La fase estacionaria es nucleosil 5 C18 100A (Phenomenex, USA).
Esta fase estd constituida por particulas esféricas de silice, las cuales tienen un
diametro de Sum y un tamario de poro de 100A, con una fase enlazada formada por
cadenas hidrofobicas lineales de 18 carbonos (Kaibara y cols., 1990).

La fases moviles utilizadas fueron soluciones tampédn acetato (Merck) 0,1M /
citrato (Merck) 0,1M con EDTA-4Nat (Sigma) 0,6mM y 10% (v/v) de metanol
(Panreac). El pH de estas fases moviles fue fijado a 4, lo cual permite la retencién
de los metabolitos acidos de las monoaminas, que tienen el grupo carboxilo
protonado (Nagao y Tanimura, 1989). Como contraién se ha empleado octil suifato
sodico (Sigma). El grupo sulfato presenta carga negativa, la cual interacciona con la
carga positiva de los grupos amino de las monoaminas, que sS& encuentran
parcialmente protonados a pH 4 (Mefford y cols., 1987; Nagao y Tanimura, 1989,
Husek y Malikova, 1990). La cadena lineal de 8 carbonos del contraion interacciona
con las cadenas de 12 carbonos de la fase estacionaria alterando los tiempos de
retencién de los compuestos a analizar. Para las determinaciones de DA y sus
metabolitos, ia fase movil incluye 45mg/l de octil sulfato sodico, mientras que para
las determinaciones de NA, 5-HT y 5-HIAA, se utilizaron 200mg/l del contraién. Esta

segunda fase mdvil, con mayor concentracién del contraidon, permitio: 1) sacar la NA
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del frente de elucién al aumentar su tiempo de retencion y 2) separar la 5-HT y el 5-
HIAA gue coeluian parciaimente con 45mg/mi de octil sulfato sédico.

El agua empleada en la preparacion de las fases méviles, asi como el agua que
se utiliza en la preparacion de disoluciones que van a ser inyectadas en el
cromatégrafo, fue de calidad ultrapura (Milli-Q 185 Plus, Millipore) y fue
desgasificada mediante ultrasonidos y vacio, para eliminar burbujas de aire que
pueden interferir en el ensayo y dafar la columna. Asimismo el metanol fue de
calidad HPLC. La pureza de los disolventes es un factor importante a tener en
cuenta para evitar dafios en Jos distintos componentes del sistema cromatografico.
La botella que contiene la fase modvil permanecic cerrada en todo momento para
evitar contaminaciones bacterianas que danarian el sistema, la disolucion de gases
en la fase movil y la evaporacion del metanol que alteraria los tiempos de retencidn
(Kempf y Mandel, 1981; Eriksson y Persson, 1982).

La elucidn se lievd a cabo en modo isocratico, es decir sin modificar la
composicion de la fase movil a lo largo de la eilucion. La fase mévil recirculé a la
botella de origen, la cual fue cambiada tras medir aproximadamente 50 muestras. El
flujo fue fijado a 1ml/min y la presidn de trabajo resultante fue de aproximadamente
140 bar. La temperatura de la habitacion se mantuvo constante a 209C. La fase
movil antes de entrar en la columna de separacion atraviesa un amortiguador de
pulsos (Damper), ya que los detectores electroquimicos son sensibles a los cambios
de presion producidos por el movimiento de los pistones de fa bomba.

La inyeccidn de las muestras se realizé mediante una vaivula manual de dos
posiciones (Rheodyne, USA) conectada a un lazo de 50ui. El volumen de inyeccidon
fue 150yl, tres veces el volumen del lazo, para asegurarnos de llenar dicho lazo

barriendo correctamente las paredes del mismo.
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7.2. METODO DE DETECCION

La deteccion de las monoaminas y metabolitos separados por la columna
cromatografica se llevd a cabo electroquimicamente. El sistema empieado se
compone de dos células electroquimicas conectadas en serie a |a salida de la
columna y un detector que amplifica la intensidad de corriente producida en las
células y la transforma en una sefal eléctrica que es reconocida, en el sistema de
registro (registrador, integrador u ordenadorj como un pico en un cromatograma.

En las células electroquimicas se fija una diferencia de potencial constante
entre el electrodo de trabajo y la fase movil conductora, produciendose asi la
oxidacién o reduccion de las sustancias electroactivas cuyo potencial redox es
menor o igual en valor absoluto al aplicado. Se colocan tres electrodos en serie
(uno en la primera célula y dos en la segunda), actuando los dos primeros como
filtros, lo cual permite mejorar la selectividad de la detecciéon. En estas células cada
electrodo de trabajo lleva asociado un electrodo de referencia normal de hidrogeno
(Mefford, 1981; Kilpatrick y cols., 1986).

La primera célula es una célula de acondicionamiento {modelo 5021, ESA Inc.,
Massachusetts, USA) con un unico electrodo de frabajo, en ei cual se fijé un
potencial negativo (-0,40 0 -0,45 V) que permite reducir todas las sustancias con un
potencial de reduccién menor ¢ igual en valor absoluto a -0,40 o -0,45V
respectivamente. Este potencial negativo permite asegurar que todos los
compuestos de interés que alcanzan la segunda celula se encuentran en estado
reducido y por lo tanto es factible su oxidacion y deteccion.

La segunda célula es una célula analitica (modelo 5011, ESA Inc.,
Massachusetts, USA) con dos electrodos de trabajo colocados en serie. En el primer
electrodo de esta célula se realiza una preoxidacion (+0,10 V) de los compuestos
que circulan disueltos en |la fase movil. De este modo podemos eliminar posibles
interferencias debidas a compuestos que coeluyan con ios compuestos en ios que

estamos interesados pero que posean un potencial redox menor o iguai a +0,10V. El
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segundo electrodo de la célula analitica es realmente el electrodo de deteccion que
da origen en ultima instancia al cromatograma. Los potenciales fijados en este
electrodo han sido +0,35 o +0,40 V, que son potenciales adecuados para la
oxidacion de todos los compuestos en los que estamos interesados. En este
electrodo se oxidan compuestos con un potencial de oxidacién entre +0,10 y +0,35
o +0,40V respectivamente.

Las reacciones de oxidacion que sufren las monocaminas y sus metabolitos
implican la transferencia de dos electrones al electrodo de trabajo, al tiempo que los
catecoles se oxidan a ortoguinonas y los indoles a forma quinona-imina. El producto
final de los compuestos vanilicos {(HVA) es también una ortoquinona, pero su
potencial electroquimico es mayor que el de los catecoles porgue la hidrolisis del
grupo metoxi requiere mayor energia de activacion (Fig. 15) (Kempf y Mandel, 1981,
Mefford, 1981; Nagao y Tanimura, 1989).

La intensidad de corriente generada en las células electroquimicas y registrada
en el detector es proporcional a la concentracién de sustancia que experimenta el
proceso redox. La ecuacion que rige esta relacion fue desarrollada por Levich
(1962) y es la siguiente;

iL=KnFVC

donde: ii=corriente limite (es decir, intensidad maxima obtenible de la oxidacion
o reduccién de una concentracion determinada de una especie); K=constante de la
célula, la cual depende del coeficiente de difusidn de las especies de interés, de la
viscosidad del disolvente y de la geometria y el area del electrodo; n=numero de
electrones implicados en la oxidacidn o reduccion de una molécula de las especies
implicadas; F=constante de Faraday; VV=velocidad de la solucién que circula por la
superficie del electrodo; y C=concentracion de las sustancias electroactivas
presentes en la solucion. Para compuestos determinados, bajo cond_iciones
Isocraticas y a flujo constante, n, V, F y K son constantes, y la ecuacion se puede

simplificar a: i =BC donde B es una constante que engloba todas las anteriores.
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Figura 15: Reacciones de oxidacion de las moncaminas y sus metaholitos. A) Reacciones de
oxidacién de los compuestos con anillos catecol. B) Reacciones de oxidacion de los compuestos con
anilios indol. C) Reacciones de oxidacion de los compuestos con anillos catecol O-metilados.
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Los detectores electroquimicos empleados en estos estudios fueron. 1)
Coulochem 5100A, ESA Inc., USA, 2) Coulochem 5200, ESA Inc., USA 0 3)
Coulochem Il, ESA Inc., USA.

7.3. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS PICOS CROMATOGRAFICOS

En los distintos estudios se han empleado como sistema de registro: 1) un
registrador Knauer, Atemania, 2) un integrador Spectra Physics o 3) un ordenador
acoplado a un programa de integracién de areas version 3.90 (Kontron Instruments,
Esparnia). Estos sistemas de registro, que se encuentran conectados al detector,
dibujan un pico por encima de la linea base cuando una sustancia experimenta un
proceso redox en las células electroquimicas. £l vértice del pico representa el
tiempo de retencién del compuesto en la columna, y la altura / area del pico es
proporcional a la concentracién de dicha sustancia en la solucion inyectada (Fig.
16).

La identificacion de los picos cromatogréficos se realizd en base a su tiempo de
retencion. Estos tiempos de retencion fueron corroborados mediante la coinyeccion
de muestras y soluciones patron con los compuestos en los que estamos

interesados disueltos en una concentracion conocida.
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Figura 16: Cromatogramas corespondientes a disoluciones patrén de monocaminas {I) © a muestras
de céclea de rata aduita (ll). Las fases méviles empleadas en la separacion incluyeron 45 mg/l (A) o
200 mg/l (B) de octil sulfato s6dico. Tanto en las disoluciones patrén como en las muestras se
observa una adecuada separacion y deteccién de las monoaminas y sus metabolitos. NA =
noradrenalina, A = adrenalina, NM = normetanefrina, DA = dopamina, DOPAC = acido 34-

dihidroxifenilacético, 5-HT = serotonina, HVA = acido homovanilico y 5-HIAA = acido 5-

hidroxiindolacético.



La cuantificacién de las concentraciones de monoaminas presentes en las
muestras se llevd a cabo en funcion de la altura de ios picos correspondientes,
cuando se empled un registrador, 0 de sus areas, cuando se emplearon un
integrador o un ordenador. La cuantificacion se realizd por el método del patrén
externo, es decir se relaciond directamente la altura/area de un pico en el
cromatograma de una muestra con la altura/drea de dicho pico en el cromatograma
de una solucion patron (reactivos obtenidos de Sigma, excepto HVA que procede de
Merck) de concentracion conocida. Se ha utilizado este método de cuantificacion en
lugar del método del patrén interno porque los patrones internos testados
presentaron probiemas de elucion en las condiciones seleccionadas. De este modo,
la 3,4-dihidroxibencilamina (Sigma) coeluia con un pico de las muestras no
identificado, el acido 5-hidroxiindol-2-carboxilico (Sigma) coeluia con la DA y la N-
metil-5-hidroxitriptamina (Sigma) eluia con un tiempo de retencidn propio pero por
efecto de los ultrasonidos producia metabolitos que coeluian con compuestos de las
muestras.

Se han inyectado patrones al principio y al final de cada jornada,
comprobandose que no existen variaciones en la sefial recibida. E} limite de
deteccion de monoaminas y sus metabolitos es del orden de picogramos con este
sistema, aunque se observan diferencias en los distintos compuestos analizados
(Kempf y Mandel, 1981). La respuesta del detector resuitd lineal para todos los
compuestos analizados en el rango de concentraciones presentes en las muestras
(Fig. 17).

Los resultados han sido expresados en pg de sustancia / coclea o pg /
vestibulo, ya que tanto la cdclea como el vestibulo son entidades bien delimitadas.
Las concentraciones no se han relacionado respecto a la masa de proteinas o la
masa de las muestras porque dichos parametros se ven muy afectados por la masa

de hueso presente en el oido interno, que es variable de unos animales a otros.
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Figura 17: Representacién de la linealidad de la respuesta del detector para concentraciones en &l

rango de las encontradas en las muestras de oido interno. A} Lineaiidad en ia medida de DA, DOFAC
y HVA con una fase movil que contiene 45mg/l de octil sulfato sodico. B) Linealidad en la medida de
NA, DA, DOPAC, HVA, 5-HT y 5-HIAA con una fase moévil que contiene 200mg/! de octil sulfato

sodico.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico ha sido realizado comparando media t error standard
medio, usando el test de ia "t" de Student, en los estudios incluidos en las
Publicaciones 1,2, 3,4y 7.

En {a Publicacion 5 se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de tres vias:
cepa x perfusién x sonido (2 x 2 x 2). Las interacciones significativas fueron
estudiadas mediante un ANOVA de una via.

En fa Publicacion 6 se emple6 un test de |a "t" de Student para compafar las
concentraciones cocleares de 5-HT y 5-HIAA presentes en las cécleas denervadas
respecto a las no denervadas. Para analizar los efectos de |la perfusion adrtica y de
la estimulacién acustica sobre dichas concentraciones se utilizé un ANOVA de dos
vias de grupos independientes: perfusién x sonido (2 x 2). Las interacciones

significativas fueron estudiadas mediante un ANOVA de una via.



RESULTADOS



. METODO PARA ELIMINAR DE LA COCLEA LA
SEROTONINA SANGUINEA MEDIANTE PERFUSION
AORTICA

1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE PERFUSION

Cuando ia disolucion de perfusién se empled a temperatura baja (4°C), fue
necesario un mayor tiempo de perfusion para eliminar la sangre de las arterias
estapediales y el cerebro. Sin embargo, cuando la temperatura de perfusion fue la
fisiologica (37°C), se observd una disminucion en la concentracion coclear de 5-HT
y un aumento en la concentracion de su metabolito 5-HIAA, incluso con tiempos de

perfusion reducidos (2 min.).

2. EFECTO DE LA VELOCIDAD DE PERFUSION

Cuando se emplearon velocidades de perfusion elevadas (120 ml/min) los
animales mostraron edemas marcados de distintos drganos, como (a fengua vy el
timo, y de tejidos blandos, como los muasculos intercostales. Sin embargo, cuando la
perfusion se realizd por gravedad, fue necesario aumentar el tiempo de perfusion
(mas de 10 min.) para conseguir eliminar la sangre de las arterias estapediales y el

cerebro.

3. EFECTO DEL TIEMPO DE PERFUSION

Cuando se emplearon tiempos de perfusion elevados (8 min.), se observé una
disminucion en la concentracidon de 5-HT y un aumento en la concentraciéon de 5-
HIAA en la céclea. Con tiempos de perfusidon bajos (2 min. sin clampar la arteria
aorta descendente) no se consigui¢ eliminar la sangre de las arterias estapediales

ni del cerebro.



4. EFECTO DEL CLAMPADO DE LA AORTA DESCENDENTE
Esta maniobra supuso la reduccidn del tiempo necesario para eliminar la

sangre de las arterias estapediales y del cerebro a 2 min.

5. EFECTO DE LA DISOLUCION DE PERFUSION

El acido perclorico, como disolucion unica, produjo la coagulaciéon rapida de la
sangre, lo cual impidié llevar a término la perfusion. Cuando el acido perclorico se
administro tras un lavado de la sangre con cloruro sodico al 0,9% ¢ tampén citrato
0,1 M con 209/ de giucosa (pH=7,4) se observd una reduccion en la concentracion
de 5-HT en la céclea y un aumento en la de 5-HIAA.

Cuando se perfundieron los animales unicamente con cloruro sddico al 0,9%,
tampén citrato 0,1 M con 209/l de glucosa (pH=7,4) o tampon fosfato salino (PBS)
0,1M (pH=7,4) se detectd también una disminucién en la concentracion de 5-HT en
la coclea y un aumento en la de 5-HIAA. Sin embargo cuando se empled en la
perfusiéon tampoén citrato 0,1 M con 20g/l de glucosa a pH acido (4,8) no se

observaron esas modificaciones,



Il. LAS CATECOLAMINAS EN LA COCLEA

1. EFECTO DE LA ESTIMULACION ACUSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE

LAS CATECOLAMINAS EN LA COCLEA

1.1. EFECTO DE LA ESTIMULACION ACUSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LA DOPAMINA COCLEAR

Ver Anexo: Publicacion 1.

Los animales expuestos a estimulaciéon acustica con ruido blanco durante una
hora presentaron concentraciones cocleares de DA menores que [0s animales
mantenidos en silencio, y concentraciones de DOPAC y HVA (los metabolitos de la
DA estudiados) mayores.

La concentracion coclear de DA disminuyd a medida que aumentaba ia
intensidad del ruido blanco ai que fueron expuestos los animales. Esta disminucidn
fue de aproximadamente un 28%, un 38% o un 58% cuando las intensidades de la
estimulaciéon fueron 70, 90 o 110 dB SPL respectivamente (Fig. 18). Asimismo, las
concentraciones de los metabolitos de la DA estudiados, DOPAC y HVA,
aumentaron con la estimulacién con ruido blanco (Fig. 18).

La disminucién de la concentracion de DA y el aumento de las concentraciones
de DOPAC y HVA debidos a la exposicién a ruido blanco se produjeron tanto en los
animales machos como en las hembras (Fig. 18). Sin embargo, las hembras
presentaron una mayor concentracion de HVA que los machos en condiciones
basales (silencio), y tras la estimulacion acustica dicha concentracion de HVA

aumenté de forma mas pronunciada que en los machos (Fig. 18).
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Figura 18: Concentraciones de dopamina (A), DOPAC (B) vy HVA (C) en cdcieas de animales
expuestos a silencio o estimulacion aclstica con 70, 90 o 110 dB SPL. Las barras blancas

representan los animales machos y las rayadas las hembras. Las comparaciones entre las distintas

intensidades sonoras y el silencio estan expresadas como * p<0,05, ** p<0,01 y ™ p<0,001. Las

comparaciones entre los animales machos y las hembras estan expresadas como # p<0,05, B4
p<0,001. Los valores estan representados como X £ SEM (n = 10 en cada grupo).



1.2. EFECTO DEL PRETRATAMIENTO CON PIRIBEDIL SOBRE EL
METABOLISMO DE LA DOPAMINA COCLEAR

Ver Anexo: Publicacién 2 y 3.

Cuando los animales fueron pretratados con 20 mg/Kg del agonista

dopaminergico piribedil y mantenidos durante una hora en silencio no se detectaron
modificaciones en las concentraciones cocleares de DA, DOPAC y HVA respecto a
los controles tratados con el vehiculo (Fig. 19). Sin embargo, los animales
-sometidos a distintas intensidades de ruido blanco presentaron concentraciones
cocleares de DA superiores a las de los controles expuestos a las mismas
intensidades, y concentraciones de DOPAC y HVA inferiores a las de dichos
controles (Fig. 19).

En los animales control, !a concentracion de DA disminuyd a medida que
aumentaba la intensidad de |a estimulacion acustica. Sin embargo, en los animales
pretratados con piribedil no se observo esta reduccion cuando los estimulos fueron
de 70 0 90 dB SPL. Cuando la intensidad de |la estimulacién acustica fue de 110 dB
SPL se produjo una ligera reduccion en la concentracion de DA coclear
(aproximadamente el 25%) en comparacion con la concentracién de DA presente en
los animales mantenidos en silencio. Las concentraciones de DOPAC y HVA
aumentaron con la estimulacién acustica en los controles, mientras que en los

animales pretratados con piribedil no se detectaron estas modificaciones (Fig. 19).
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piribedil estan expresadas como # p<0,05, ## p<0,01 y ## p<0,001. Los valores estan
representados como X £ SEM (n = 12 en cada grupo).



1.3. EFECTO DE LA ESTIMULACION ACUSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LA NORADRENALINA COCLEAR

Ver Anexo: Publicacion 4.

El efecto de la estimulacidon acustica sobre la concentracion de noradrenalina
coclear se analizd estadisticamente de forma conjunta con la influencia de la
perfusion por via adrtica de una disolucion anticoagulante y con la influencia de la
cepa de los animales. El ANOVA de tres vias realizado (ruido x perfusion x cepa) (2
X 2 x 2) detectd variabilidad debida unicamente a la variable estimulacidén acustica.
Y no se observaron interacciones entre las tres variables (ruido, perfusion y cepa).
El ANOVA de una via para la variable estimulacién acustica mostré diferencias
significativas en las concentraciones cocleares de NA entre los animales
mantenidos en silencio y los expuestos a 90 dB SPL de ruido blanco. Esta
variabilidad resulté independiente de la eliminacion de la sangre coclear mediante
perfusién aodrtica y de la cepa de los animales. Las diferencias en las
concentraciones de noradrenalina coclear debidas a la estimulacion acustica fueron
p<0,05 excepto en el grupo de los animales Wistar perfundidos por via adrtica, en el
cual la diferencia resulté p<0,01 (Fig. 20).

La exposicién a 90 dB SPL de ruido blanco durante una hora produjo una
disminucion significativa de la concentracion de NA en la céclea. La magnitud de
esta disminucion no fue elevada; sélo aproximadamente el 18% de la NA coclear
desaparecid con la intensidad sonora estudiada. Sin embargo, no se detectaron
modificaciones en la concentracion coclear de NA entre las distintas cepas
estudiadas, ni tampoco cuando se elimind la sangre de la cdclea mediante perfusion

adrtica (Fig. 20)
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Figura 20: (A) Concentracidén de noradrenalina en cécleas de ratas Long-Evans y Wistar mantenidas
en silencio (barras blancas) o expuestas a 90 dB SPL de ruido blanco (barras railadas) durante una
hora. (B) Concentracién de noradrenalina en cécleas de ratas perfundidas por via adrtica con una
disclucién anticoagulante tras la estimulacién acuistica, Las comparaciones entre silencio y 90 dB
SPL estan expresadas como * p<Q,05 y ™ p<0,01. Los valores estan expresados como X £ SEM (n =

12 en cada grupo).
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2. EFECTO DE LA GANGLIONECTOMIA CERVICAL SUPERIOR SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS EN LA COCLEA

Ver Anexo: Publicacion 5.

Cuando se llevd a cabo una operacion simulada de la ganglionectomia cervical
superior sin realizar la reseccion del ganglio, las cécleas ipsilaterales a la operacion
simulada no presentaron diferencias en la concentracion de NA (Fig. 21), DA,
DOPAC o HVA (Fig. 22) respecto a las cécleas de los controies externos, que no
sufrieron ningun tipo de manipuilacion previa a la obtencidn de las muestras.

Cuando se realizd la reseccion del ganglio cervical superior, las cocleas
ipsilaterales a la intervencién que fueron analizadas 4h después de la misma no
presentaron modificaciones en las concentraciones de NA respecto a las cocleas
contralaterales no denervadas. Cuando el analisis de las cocleas se llevo a cabo
24h o 6 dias después de la intervencién, la concentracion de NA coclear fue menor
(aproximadamente un 82%) en las cocleas denervadas que en las no denervadas
(p<0,001). Seis dias después de ia intervencién, las cécleas ipsilaterales
mantuvieron aproximadamente un 18% de NA (Fig. 21). Sin embargo, no se
detectaron diferencias en las concentraciones de DA, DOPAC o HVA entre las
cocleas denervadas y las no denervadas, ni 4h, ni 24h, ni 6 dias después de la

reseccion del ganglio cervical superior o su operacion simulada (Fig. 22).
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Figura 21: Concentracion coclear de noradrenalina 4h, 24h o 6 dias después de realizarse la
reseccion del ganglio cervical superior ipsilateral (barras ralladas) o una operacion simulada (barras
blancas). La barra blanca localizada a la izquierda de ia grafica representa la concentracion coclear
de noradrenalina en los controles externos {animales no operados). Las comparaciones entre las
cocleas denervadas y las no denervadas analizadas a distintos tiempos después de la intervencion
estan expresadas como *** p<0,001. Los valores estan expresados como X + SEM (n = 6 en cada

grupo).
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Figura 22: Concentraciones de dopamina (A), DOPAC (B) y HVA (C) en cOcleas de animales a los
que se practico una ganglionectomia cervical superior ipsilateral (barras ralladas) o una operacion
simutada (barras biancas). Las barras blancas localizadas a la izquierda de las graficas representan
las concentraciones de DA, DOPAC y HVA en las cécleas de los controles externos (animales no
operados). Las comparaciones entre las c6cleas denervadas y las no denervadas analizadas a
distintos tiempos después de la intervencidon no resultaron significativas. Los valores estan

expresados como X £ SEM {n = 6 en cada grupo).
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Ill. LA SEROTONINA EN LA COCLEA

Ver Anexo: Publicacién 6.

La 5-HT y el 5-HIAA fueron detectados en todas las muestras analizadas.

Cuando se analizé la concentracion coclear de 5-HT estadisticamente mediante
un ANOVA de dos vias considerando como variables la estimulacion acustica y la
perfusion por via aodrtica (2 x 2) se obtuvieron efectos principales altamente
significativos {(p<0,001) para la variable perfusion, y no se detectaron interacciones
significativas entre las dos variables. EIl ANOVA de una via para la variable
perfusién mostrd diferencias altamente significativas (p<0,001) tanto en ios animales
mantenidos en silencio como en los expuestos a ruido blanco (Fig. 23). La perfusion
por via aoértica de una disolucidn anticoagulante produjo una disminucion de
aproximadamente el 768% de ia concentracibn de 5-HT en la coclea
independientemente de la estimufacion acustica (Fig. 23).

Cuando se analizd la concentracion de 5-HIAA presente en la coclea mediante
un ANOVA de dos vias (ruido x perfusion, 2 x 2} no se detectd ninguna variabilidad
entre fos grupos estudiados, ni tampoco se observaron interacciones entre ambas
variables. Por lo tanto no se realizaron ANOVAs de una via (Fig. 23).

La reseccion del ganglio cervical superior no produjo ninguna modificacién en
la concentracién de NA coclear en las cocleas ipsilaterales denervadas respecto a
las contralaterales no denervadas, ni 24h ni 6 dias después de la intervencion (Fig.

24).
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Figura 23: Concentraciones de serotonina y 5-HIAA en coécleas de animales perfundidos por via
adrtica con una disotucién anticoagulante (P} o no perfundidos (NP), tras ser expuestos a silencio
(barras blancas) o ruido blanco de 90 dB SPL (barras ralladas). Las comparaciones entre los
animales perfundidos y los no perfundidos estan expresadas como *** p<0,001. La estimulacién
acustica no produjo diferencias significativas respecto al silencio. Los valores estan expresados como
X + SEM (n = 12 en cada grupo).
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Figura 24: Concentraciones de serotonina y 5-HIAA en cécleas tras reseccion del ganglio cervical
superior ipsilateral (barras ralladas) o tras una operacién simulada (barras biancas), 24h o 6 dias
después de la intervencion. Las comparaciones entre tas cocleas denervadas y 1as no denervadas no
resultaron significativas ni 24h ni 8 dias después de ia intervencion. Los valores estan expresados
como X + SEM (n = 12 en cada grupo).
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IV. LAS MONOAMINAS EN EL VESTIBULO

Ver Anexo: Publicacion 7.

Todos los compuestos analizados fueron detectados con el método elegido de
HPLC-ED en todas las muestras vestibulares.

Los vestibulos de los animales pigmentados (Long-Evans) machos presentaron
concentraciones mayores de DA, DOPAC y HVA gue los de los animales albinos
(Wistar). Las hembras de la cepa Long-Evans también presentaron concentraciones
mayores de DOPAC y HVA que los machos de dicha cepa, sin embargo las
concentraciones de DA no fueron significativamente diferentes (Fig., 25). La
relaciones DOPAC / DA y HVA / DA fueron mayores en la cepa pigmentada, tanto
en los machos como en las hembras.

Las concentraciones vestibulares de NA y 5-HT no presentaron diferencias
entre ambas cepas, ni en 1os animales machos ni en las hembras. Sin embargo, la
concentracidon del metabolito de la 5-HT (5-HIAA) resuité mayor en la cepa
pigmentada (Fig. 26). La relacién 5-HIAA / 5-HT fue por lo tanto mayor en dicha
cepa.

Las concentraciones de monoaminas 0 sus metabolitos presentes en machos o
en hembras de la misma cepa no fueron significativamente diferentes, excepto en el
caso del HVA que resultd mayor en los vestibuios de {as hembras (Figs. 25y 26). La

relacién HVA / DA fue mayor en las hembras que en los machos de la misma cepa.
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Figura 25: Concentraciones vestibulares de dopamina, DOPAC y HVA en ratas machos (A) y
hembras (B). Las barras blancas representan ratas Wistar y las ralladas ratas Long-Evans, Las
comparaciones entre las dos cepas se expresan como *** p<0,001. Los valores estan expresados
como X £ SEM (n = 10 en cada grupo).
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Figura 26: Concentraciones vestibulares de noradrenalina, serotonina y 5-HIAA en ratas machos (A)
y hembras (B). Las barras hlancas representan ratas Wistar y las ralladas ratas Long-Evans. Las
comparaciones entre las dos cepas se expresan como * p<0,05 y ™ p<0,001. Los valores estan
expresados comao X + SEM (n = 10 en cada grupo).
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I. METODO PARA ELIMINAR DE LA COCLEA LA
SEROTONINA SANGUINEA MEDIANTE PERFUSION
AORTICA

Los parametros que se consideraron para la seleccion del metodo de perfusion
adrtica fueron: 1) carencia de sangre en las arterias estapediales y en el cerebro, lo
cual permite suponer una carencia de sangre en la cbdclea 2) carencia de
aiteraciones orgéanicas, debidas a la perfusidn (por ejemplo, edemas generalizédos),
en los animales y 3) carencia de alteraciones en el metabolismo de la 5-HT en la
coclea. Respecto al uitimo punto, en varias de las condiciones analizadas (ver
apartado de resultados) se detectd una disminucidn en la concentracion de 5-HT
que iba acompafnada de un aumento en {a concentracion de su principal metabolito
5-HIAA. Este hecho refleja un proceso de degradacion de la DA coclear debido a la

perfusién, por lo tanto estas condiciones fueron desechadas.

1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE PERFUSION

Tras analizar temperaturas de perfusion de 4, 26 y 37°9C, se selecciond 26°C
como temperatura de trabajo. A esa temperatura no fue necesario emplear un
elevado tiempo de perfusidn para eliminar la sangre de las arteriés estapediales y el
cerebro. Ademas, perfundiendo a 26°C no se produjo la degradaciéon de la 5-HT

coclear.

2. EFECTO DE LA VELOCIDAD DE PERFUSION

Se analizaron flujos de perfusion de 120, 55 y 4,5ml/min mediante bomba
peristaltica y también perfusion por gravedad. Se seleccion6é el menor fiujo
proporcionado por la bomba peristéltica (4,5ml/min) porque no ocasioné edemas en

los animales ni alteraciones en el metabolismo de la 5-HT coclear, y permitio
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eliminar la sangre de las arterias estapediales y el cerebro en un tiempo menor que

la perfusién por gravedad.

3. EFECTO DEL TIEMPO DE PERFUSION Y CLAMPADO DE LA AORTA
DESCENDENTE

El tiempo de perfusion resultd ser un factor critico en el desarrollo del método,
ya que tiempos de entre 4 y 10 min provocaron la degradacion de fa 5-HT coclear.
Sin embargo, es necesario un tiempo minimo de circulacion de la disolucion de
perfusion para gue la sangre sea eliminada de la céclea. Mediante el clampado de

la aorta descendente fue posible disminuir el tiempo de perfusion a 2 min.

4. EFECTO DE LA DISOLUCION DE PERFUSION
Como disolucion de perfusidn se seleccioné tampén citrato 0,1 M con 20g/i de
glucosa a pH écido (4,8). Esta disolucién no produjo ia degradacion de la 5-HT

coclear, a diferencia de |las otras disoluciones analizadas.

En resumen, los parametros fundamentales para llevar a cabo la eliminacién la
5-HT sanguinea de la coclea sin generar otras alteraciones son: 1) temperatura de
aproximadamente 269C, 2) flujo y duracion de la perfusiéon minimos pero suficientes
para eliminar la sangre de la coclea, y 3) perfusién con una disolucion

anticoagulante (tampén citrato) a pH acido (4,8).



Il. LAS CATECOLAMINAS EN LA COCLEA

1. EFECTO DE LA ESTIMULACION ACUSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LAS CATECOLAMINAS EN LA COCLEA

La estimulacion acustica produjo una disminucion de las concentraciones
cocleares de los neurotransmisores catecolaminérgicos DA y NA. Asimismo en el
caso de la DA, se detectd un aumento en la concentracidon de sus metabolitos
DOPAC y HVA. Estos resultados sugieren que la estimulacion acustica induce la
liberacion y el catabolismo de ambas catecolaminas (ver Anexo: Publicacién 1)

En condicicnes fisioldgicas, la estimulacidn acustica genera la transmision del
mensaje auditivo hacia los nucleos cocleares (Aran y Harrison, 1985; Gil-Loyzaga y
Pujol, 1993; Gil-Loyzaga, 1995). En la modulacién de esta transmision parecen
estar implicadas la DA y la NA. De hecho, se ha mostrado en el presente trabajo
gque la DA es liberada con una estimulacion de 70 dB SPL (intensidad
conversacional). Ademas, la perfusion perilinfatica de un agonista dopaminérgico
disminuy6 la amplitud del PAC del nervio auditivo (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols.,
1993, 1995; Pujol, 1994). La NA coclear no ha sido analizada en condiciones
fisiologicas de estimulacion acustica. Sin embargo, la reseccidon del ganglio cervical
superior o su estimulacion afectaron la actividad del nervio auditivo (Pickles, 1979;
Huitcrantz y cols., 1982; Lee y Moiler, 1985; Hildesheimer y cols., 1991), lo cual
permite implicar la NA, como neurotransmisor simpético, en la modulacion del
mensaje auditivo en condiciones fisioldgicas.

Cuando la estimulacion acustica es de elevada intensidad o duracién se
observan alteraciones en la actividad del nervio auditivo, por ejempic un aumento
en el umbral de audicién (Borg, 1982; Hildesheimer y cois., 1991; Puel y Pujol,
1993, Pujol, 1994; Pujol y cols., 1995; D'Aldin y cols., 1995), alteraciones vasculares
(Borg, 1981) y alteraciones en la morfologia de las dendritas aferentes (Puel y Pujol,

1993, Pujol, 1994; Pujol y cois., 1995, D'Aldin y cols., 1995), las cuales varian tras la
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administracion de agonistas dopaminérgicos, o la reseccion del ganglio cervical
superior. La liberacién de DA y NA en la cdclea debide a estimulaciones acusticas
de elevada intensidad o duracién (90 y 110 dB SPL durante una hora) permite
asignar a ambas catecolaminas un papel protector frente a los efectos nocivos que
la estimulacion acustica produce sobre ia céclea, que pueden acabar generando un
trauma acustico. Asimismo, se puede sugerir que estas catecolaminas o sus
agonistas pueden ser utiles en el tratamiento farmacolégico de patologias
producidas por la exposicion prolongada a ambientes ruidosos (ver Anexo:
Publicaciones 1y 4).

Tanto las fibras dopaminérgicas cocleares como las noradrenérgicas modulan
la actividad de las fibras aferentes del nervio auditivo en situaciones de
estimulaciones acusticas elevadas (Borg, 1982; Hildesheimer y cois., 1991; Puel y
Pujol, 1993; Pujol, 1994; Pujol y cols., 1995; D'Aldin y cols., 1995). Sin embargo, la
mayor movilizacion de DA (aproximadamente 38%) que de NA (aproximadamente
18%) en respuesta a una estimulacion acustica de 90 dB SPL hace pensar que la
mayor parte del papel protector frente a situaciones agresivas como el trauma
acustico proviene del SEQL (ver Anexo: Publicaciones 1y 4).

La estimulacién acustica produce la movilizacion de otros neurotransmisores
implicados en la neurotransmision coclear. A este respecto se ha descrito la
liberacion Met-encefalina y GABA a la perilinfa (Drescher y cols.,, 1983) y la
disminucion de la concentracion total en la coclea de Met-encefalina (Eybalin y
cols., 1987) con intensidades que abarcan desde fas moderadas (70 dB SPL) hasta
las elevadas (115 dB SPL).

La liberacion de DA que presentamos en esta Memoria de Tesis Doctoral
muestra un perfil semejante al de la Met-encefalina y el GABA (Drescher y cols.,
1983; Eybalin y cols., 1987), ya que los tres compuestos se liberan en la coclea con
un amplio intervalo de intensidades acusticas. Sin embargo, la NA se moviliza

escasamente tras la estimulacién con 90 dB SPL durante una hora. Este hecho
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sugiere que la DA y la NA tienen distintos papeles funcionales en la céclea, siendo
el de la DA semejante al de la Met-encefalina y el GABA. De hecho, presentan
distintas localizaciones: mientras que la DA, la Met-encefalina y el GABA son
neurotransmisores del SEOL (revisiones en: Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995; Puel,
1995), 1a NA es el neurotransmisor de las fibras simpéaticas cocleares (Jones y cols.,
1987; Usami y cols., 1988).

La administracion del agonista dopaminérgico piribedil bloqued 1a liberacién de
DA inducida por una estimulacién acustica de 70 0 90 dB SPL de forma total y lo
hizo parcialmente cuando el estimulo fue de 110 dB SPL durante una hora. Este
proceso podria estar mediado por dos mecanismos: 1) la activacion de receptores
dopaminérgicos en fa membranas presinapticas de las neuronas dopaminérgicas,
los cuales inhiben la liberacibn de DA, yfo 2) la activacion de receptores
dopaminérgicos postsinapticos localizados sobre las fibras aferentes primarias, los
cuales modulan la actividad de dichas fibras, y mediante un circuito neural podrian
afectar la actividad de las neuronas dopaminérgicas del SEOL (ver Anexo:
Publicaciones 2 y 3). La disminucion en la amplitud del PAC del nervio auditivo tras
perfusién perilinfética de piribedil (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995,
Pujol, 1994) y Ia proteccidbn de las dendritas aferentes frente a las lesiones
inducidas por el trauma acustico o la hipoxia (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993,
1995; Pujol, 1994; D'Aldin y cols., 1995) son datos a favor del segundo mecanismo.
Sin embargo, el primer mecanismo no puede ser descartado, ya que el piribedil es
un farmaco que actua sobre receptores pre- y postsinapticos, y se ha descrito en
otros sistemas que la dosis empleada en el presente trabajo actua
fundamentalmente a nivel presindptico (Corrodi y cols., 1972; Costall y Naylor,
1973; Ladinsky y cols., 1974; Kelly y Naylor, 1975).

El piribedil se comercializé en los afios setenta como un agonista de receptores
D2 (Costall y Naylor, 1973; Butterworth y cols., 1975; Martres y cols., 1977; Hall y
cols., 1983; Murrin y Roth., 1987; Timmerman y cols., 1990). En |a actualidad se ha



99

comprobado que su afinidad por los receptores D3 es aproximadamente 20 veces
mayor que por {os receptores D2, y que su afinidad por los receptores D1 es muy
baja (Cagnotto y cols., 1996), lo cual sugiere la existencia de receptores D3 y/o D2
en la ¢coclea. Sin embargo este dato no permite aclarar su mecanismo de accién en
la coclea, ya que tanto los receptores D2 como los D3'se han descrito en
membranas presindpticas y postsinapticas (revisiones en: Alonso-Solis, 1993; Civelli
y cols., 1993)). Tampoco resultaron mas esclarecedores los experimentos de
hibridacién in situ en los que se reconocen los ARNm que codifican los recebtores
dopaminérgicos. Estos estudics mostraron la existencia en las neuronas del ganglio
espiral de los ARNm que codifican los receptores D1 y D2 (Eybalin y cols., 1995;
Pujol y cols., 1995; Safieddine y cols., 1997). Sin embargo no se dispone de datos
acerca de la presencia de receptores D3 en |a céclea, ni acerca de la presencia de
receptores D2 en las neuronas dopaminérgicas del SEOL.

En la actualidad, el origen de patologias cocleares como los actfenos esta sin
aclarar. Algunos autores postulan que se relacionan con alteraciones del sistema
aferente (Denk y Ehrenberger, 1998) o del eferente oclivococlear (Gil-Loyzaga,
1994). El tratamiento clinico de los acufenos y la hipoacusia con piribedil supuso
una mejoria de los sintomas, fundamentalmente en el caso de los acufenos (Cazals-
Horner y cols., 1989). La actuacién de! farmaco sobre la Iiberaéién de DA coclear,
sobre ia actividad del nervio coclear y sobre la morfologia de dendritas aferentes
podria explicar la mencionada mejoria e implicaria el sistema dopaminérgico coclear
en dichas patologias.

El turnover de la DA es ligeramente mayor en las hembras que en los machos,
ya que las hembras, tanto en situacion basal como tras estimulacién acustica,
presentan mayores concentraciones del metabolito HVA. Este hecho podria
correlacionarse con las diferentes regulaciones hormonales presentes en machos y
hembras. A este respecto, se ha descrito que las hormonas sexuales afectan la

sintesis, liberacién y recaptacion de DA en distintas areas del sistema nervioso, asi
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como la densidad de sus receptores y el comportamiento relacionado con el sistema
dopaminérgico (Dluzen y Ramirez, 1985; Falardeau y Di Paolo, 1987, Esquifino y
cols., 1987; Palermo-Neto y Dorce., 1990; Arbogast y Voogt, 1991; Gayrard y cols.,
1992; Castner y cols., 1993, McDermott, 1993, Morisseite y Di Paolo, 1993,
Pasqualini y cols., 1993; Rastegar y cols., 1993) (ver Anexo: Publicacién 1).

La concentracion de NA, sin embargo, fue similar en cécleas de ratas de dos
cepas distintas y con diferente pigmentacién, tanto en condiciones basales como
tras estimutacion acustica. Este resultado contradice estudios previos en los cuales
se determind la concentracion de NA coclear en ratas pigmentadas y albinas,
aungue las cepas seleccionadas no fueron las mismas (Rarey y cols.,, 1981). Sin
embargo, concuerda con los resultados obtenidos en el vestibulo en estas mismas
cepas (ver Anexo: Publicacion 4).

Tampoco se modifico la concentracion de NA coclear al eliminar la sangre de la
coclea mediante ia perfusion por via aértica de una disoluciéon anticoagulante. Este
hecho, que se observé en condiciones basales y tras estimulacion acustica, parece
indicar que la cantidad de NA procedente de la sangre es pequena en la cdclea (ver

Anexo: Publicacion 4).

2. EFECTO DE LA GANGLIONECTOMIA CERVICAL SUPERIOR SOBRE LAS
CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS EN LA COCLEA

La reseccion del ganglio cervical superior disminuye la concentracion de NA en
la coclea alrededor del 82%, lo cual indica que la mayoria de la NA coclear procede
de este ganglio (ver Anexo: Publicacion 5). Este resultado concuerda con los
estudios morfoldgicos previos que describieron que el ganglio cervical superior es la
fuente principal de fibras simpaticas cocleares (Terayama y cols., 1966, 1968;
Densert, 1974; Spoendlin, 1981, 1984; Shibamori y cols., 1994). El ganglic cervical
superior constituye un manguito perivascular para la carétida interna que acompana

a esta arteria al interior del craneo (Pérez-Casas y Bengoechea, 1977). Este
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manguito se continta por la comunicante posterior y alcanza la fosa posterior. En
esta region, un grupo de fibras se separa del manguito perivascular y alcanza el
ganglio geniculado, a través del nervio petroso mayor. Y desde aqui las fibras pasan
al nervio facial para alcanzar el nervio auditivo y entrar en la coclea.

E! 18% de NA gque permanece en la coclea 6 dias después de la intervencion
quiruargica debe tener un origen distinto del ganglio cervical superior. La sangre,
como se ha comentado en el apartado anterior, no parece ser una fuente importante
de NA en la céclea. Algunos autores defienden que el ganglio cervical superior es el
Unico origen de las fibras simpaticas cocleares (Terayama y cols., 1966, 1968;
Shibamori y cols., 1994). Sin embargo, otros (Spoendlin, 1981, 1984, Laurikainen y
cols., 1993, 1997, Ren y cols., 1993a) afiaden el ganglio estreliado como origen de
una parte de las fibras simpaticas cocleares. Este ganglio podria ser la fuente del
18% de NA remanente en la céclea tras la simpatectomia cervical superior. Fibras
procedentes de este ganglio forman un manguito perivascular gue envuelve la
arteria vertebral, constituyendo el denominado nervio vertebral (Perez-Casas y
Bengoechea, 1977). Este manguito penetra con la arteria en el craneo y, desde el
tronco basilar se distribuye a todas las ramas intracraneales. Asi alcanza la arteria
coclear donde forma un plexo perivascular que entra por la base de la céclea
alcanzando las arteriolas principales, pero sin llegar a la estria vascular o a los
capilares cocleares (ver Anexo: Publicacion 5).

A diferencia de la NA, las concentraciones de DA, DOPAC y HVA no sufrieron
ninguna modificacion tras la reseccién del ganglio cervical superior. Aunque las
fibras noradrenérgicas deben contener DA como precursor de la NA, la cantidad de
DA debe ser muy baja puesto que no es detectada con el método cromatografico
empleado en este estudio. Por lo tanto, se pueden diferenciar dos poblaciones de
fibras catecolaminergicas que inervan la céclea: las noradrenérgicas y las
dopaminérgicas, las cuales reaccionan de distinta forma a la estimulacion acustica,

como se comentd en el apartado anterior (ver Anexo: Publicacién 5).
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Se puede considerar, por lo tanto, que estos dos neurotransmisores tienen
distintas localizaciones en la cdclea y distintos papeles funcionales. La NA se
localiza fundamentalmente en las fibras simpdticas que proceden del ganglio
cervical superior y actua sobre el flujo sanguineo coclear (Hultcrantz, 1979;
Beausang-Linder y Hultcrantz, 1980; Laurikainen y cols., 1993, 1994, 1997; Ren y
cols., 1993a, 1993b, 1994) y ligeramente sobre la actividad de las fibras aferentes
(Pickles, 1979 Borg, 1982; Hultcrantz y cols., 1982; Lee y Moller, 1985;
Hildesheimer y cols., 1991, Gil-Loyzaga y cols., 1998). Por ofra parte, la DA se
localiza en las fibras dopaminérgicas del SEOL y modula la actividad aferente
actuando directamente sobre las terminaciones dendriticas aferentes (Puel y Pujol,
1993; Pujol y cois., 1593, 1995; Pujol, 1994) y las protege frente a situaciones
agresivas: trauma acustico o hipoxia (Puel y Pujol, 1993; Pujol y cols., 1993, 1995;

Pujol, 1994; D'Aldin y cols., 1995).

Il. LA SEROTONINA EN LA COCLEA

1. PRESENCIA DE SEROTONINA EN DISTINTOS COMPARTIMENTOS
COCLEARES

Estudios previos de HPLC habian negado la existencia de 5-HT en la coclea de
distintos mamiferos (Rarey y cols., 1981). Sin embargo un trabajo reciente de
nuestro grupo demostrd, mediante técnicas inmunocitoquimicas, la existencia de
fibras serotonérgicas que contactan con las células ciliadas internas y externas (Gil-
Loyzaga y cols., 1997). La presente Memoria de Tesis Doctoral corrobora la
presencia de 5-HT en la céclea, ya que tanto la 5-HT como su principal metabolito,
el 5-HIAA, fueron cuantificados mediante HPLC-ED (ver Anexo: Publicacion 6).

El ganglio cervical superior no parece ser una fuente importante de 5-HT en la
coclea, puesto que su reseccion no produjo modificaciones en las concentraciones

totales de 5-HT ni de 5-HIAA (ver Anexo: Publicacion 6). Este mismo efecto se
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observd con la DA coclear: ni su concentracion ni la de sus metabolitos se vieron
afectadas por la reseccion de dicho ganglio. Mientras que la concentracion de NA
coclear disminuyG drasticamente tras la ganglionectomia, como corresponde al
neurotransmisor contenido en fas fibras simpaticas. Aunque en otras areas del
sistema nervioso se ha sugerido [a presencia de 5-HT en fibras simpaticas que
proceden del ganglio cervical superior (Chang y cols., 1988, 1989, Happéla, 1988;
Bonvento y cols., 1991, Cohen y cols.,, 1992), éste no parece ser el caso de la
céclea. Este hecho concuerda con la distribucidn de fibras serotonérgicas puesta de
manifiesto mediante inmunocitoquimica (Gil-Loyzaga y cols., 1997), la cual no
coincide con la distribucidn de las fibras simpaticas en la coclea (revisiones en:
Spoendlin, 1984; Eybalin, 1993), sino que se asemeja mas a la del sistema eferente
olivococlear.

La eliminacion de la sangre de los animales, mediante la perfusién por via
adrtica de una disolucidén anticoagulante, produjo una disminucidn drastica
(aproximadamente el 76%) de la concentracién de 5-HT en la cdclea, sin afectar la
concentracion de 5-HIAA. Este resultado (ver Anexo: Publicacion 86) indica que la
sangre es la principal fuente de 5-HT en la céclea, lo cual concuerda con la elevada
concentracidon de este compuesto presente en ella, localizada fundamentalmente en
las plaquetas (Anderson y cols., 1987; Kumar y cols., 1990; Pussard y cols., 19986).
El 24% de 5-HT que permanece en la cdoclea tras eliminar la sangre, y el 5-HIAA,
cuya concentracion no se modifica por la perfusién, deben estar localizados en el
tejido coclear, probablemente en relacion con las fibras serotonérgicas

recientemente descritas (Gil-Loyzaga y cols., 1997).

2. EFECTO DE LA ESTIMULACION ACUSTICA SOBRE EL METABOLISMO DE
LA SEROTONINA EN LA COCLEA
La estimulacién con 90 dB SPL de ruido blanco durante una hora no produjo

ningun efecto significativo sobre las concentraciones cocleares de 5-HT y 5-HIAA.
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Con esa misma intensidad sonora, las concentraciones cocleares de las otras
monoaminas analizadas en esta Memoria de Tesis Doctoral, la DA y la NA,
disminuyeron en aproximadamente un 38% y un 18% respectivamente (ver Anexo:
Publicaciones 1 y 4). Otros neurotransmisores del sistema eferente olivococlear
(GABA y Met-encefalina) también fueron afectados por [a estimulaciéon acustica
(Drescher y cols., 1983, Eybalin y cols., 1987).

La ausencia de respuesta de las fibras serotonérgicas cocleares a la
estimulacién sonora (ver Anexo: Publicacién 8), podria relacionarse con la
distribucién especial que poseen dichas fibras en la coclea, la cual no coincide
exactamente con ninguno de los sistemas de inervacion previamente descritos en la
coclea (Gil-Loyzaga y cols., 1997). De hecho, estas fibras contactan con las celulas
ciliadas internas y externas, lo0 cual solamente se asemeja a la distribucidén de las
fibras GABAérgicas en el apex coclear, pero no en el resto de las espiras de la
céclea. La distinta respuesta al ruido, junto con la distinta distribucién de las fibras
parece indicar que la 5-HT posee en la cdclea un papel modulador diferente del de

otros neurotransmisores, el cual por el momento no ha sido dilucidado.
IV. LAS MONOAMINAS EN EL VESTIBULO

El estudio de la inervacién vestibular se encuentra mucho menos desarrollado
que el de la coclear. En el vestibulo se han descrito menos compuestos
neurotransmisores y la implicacion fisiolégica de la mayoria de los descritos hasta el
momento permanece sin analizar. Respecto a las monoaminas, solamente la NA ha
sido identificada en |as fibras simpaticas que inervan el vestibulo.

Este es el primer trabajo en el que se cuantifica la concentracion de NA
presente en el vestibulo. Ademas se describe por primera vez la existencia de otras
dos moncaminas en el vestibulo, la DA y la 5-HT, asi como la de sus principales

metabolitos de degradacion, DOPAC, HVA y 5-HIAA (ver Anexo: Publicacion 7).
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Se han encontrado diferencias en el metabolismo de la DA y ia 5-HT
vestibulares dependiendo de la cepa analizada. Y un metabolismo de DA mas
elevado en las hembras que en los machos de la misma cepa, igual que ocurre en la
céclea (Gil-Loyzaga y cols., 1993). Sin embargo la concentracién de NA no se vio
afectada por la cepa ni por el sexo de los animales (ver Anexo: Publicacion 7).

Las localizaciones de la DA y la 5-HT en el vestibulo no se conocen en la
actualidad, y el presente trabajo no permite aclarar este punto porque fue realizado
en homogeneizados de vestibulos completos. En comparacion con la coclea,
podriamos hipotetizar que estos compuestos actien como neurotransmisores de
alguno de los sistemas de fibras eferentes que proyectan al vestibulo: eferente
vestibular, simpatico u otro no descrito en la actualidad. En esas localizaciones
podrian actuar como moduladores de las fibras aferentes vestibulares. Aunque no
se debe olvidar la elevada concentracion de 5-HT que se encuentra en la sangre,
principalmente en las plaquetas sanguineas (Anderson y cols., 1987: Kumar y cols.,
1990, Pussard y cols., 1996).

Trabajos complementarios orientados a identificar la localizaciéon de estas
monoaminas y su actividad en el vestibulo podrian aportar informacién sobre el
tratamiento de patologias vestibulares como el vértigo. De hecho esta alteracion se
ha observado que mejora cuando es tratada con agonistas dopaminérgicos (Cazais-

Horner y cols., 1989), aunque el mecanismo de accion se desconoce.
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1.-La estimulacién acustica con ruido blanco de intensidades comprendidas entre 70
y 110 dB SPL produce la disminucion de la concentracion de dopamina en la
céclea y el aumento de las concentraciones de sus metabolitos DOPAC y acido
homovanilico. Estos resultados indican que el ruido induce la degradacion de la
dopamina coclear y sugieren su liberacion sinaptica. El turnover basal de |a
dopamina coclear y el inducido por el ruido blanco son mayores en las hembras
que en los machos de ia misma cepa. El pretratamiento con piribedil, un
agonista dopaminérgico de receptores D2/D3, disminuye las modificaciones
inducidas por el ruido de las concentraciones cocleares de dopamina y sus
metabolitos. Estos resuitados sugieren que el piribedil bloguea la liberacion de

dopamina coclear inducida por la estimuiacién acustica.

2.-La perfusion por via adrtica de una disolucion anticoagulante es un método eficaz
para eliminar la sangre presente en la coclea. Su utilizacion conjugada con un
metodo de HPLC permite analizar separadamente el metabolismo de la

serotonina tisular de la coclea del metabolismo giobal.

3.-La estimulacién acustica con 90 dB SPL de ruido blanco disminuye la
concentracién de noradrenalina en la céclea, aunque esta reducciéon es menor
{aproximadamente un 18%) que la observada en la dopamina. Sin embargo, el
metabolismo de ia serotonina coclear no se modifica debido a la estimulacion

acustica con ruido blanco de 90 dB SPL.

4.-La ganglionectomia cervical superior disminuye drasticamente (aproximadamente
82%) ia concentracibn de noradrenalina en las cocieas denervadas, sin
modificar las concentraciones de dopamina, o sus metabolitos DOPAC y acido
homovanilico, o de serotonina. Este estudio permite indicar que la inervacion
simpatica coclear proviene mayoritariamente del ganglio cervical superior y

contiene fundamentalmente noradrenalina como neurotransmisor.
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5.-La serotonina presente en la coclea puede provenir de dos fuentes principales:
hematica y neural. La mayor parte de la serotonina coclear (aproximadamente
el 76%) procede de la sangre. El 24% restante podria estar localizado en las
fibras serotoninérgicas que inervan el receptor auditivo, cuyo origen y papel

funcional son actualmente desconocidos.

6.-Los vestibulos de ratas pigmentadas y albinas, machos o hembras contienen
dopamina y serotonina. El turnover de ambas sustancias es mayor en la cepa
pigmentada, y en el caso de la dopamina en las hembras. Sin embargo, la
concentracion de noradrenalina en el vestibulo es independiente del sexo de

los animales y de la cepa estudiada.
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Dopamine (DA) appears 10 be one of the putative neurotransmitters of the laterai efferent olivocochlear fibers. However, its role 1n the cochlenr
physiology remains unknown. [n this study, animals were exposed for 1 h to white noise at 70, 90 or 110 dB SPL or were Kept in silence
conditions. Afterwards, the cochlear content of DA and its metabolites dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid (11VA) were
analyzed using HPLC coupied to electrochemical detection. Cochlear DA concentration decreased with the noise intensity. while cochlear
DOPAC and HVA concentrations increased. Males presented higher cochlear DOPAC contents and lower HVA contents than temales. This
sexual dimorphism could be related to the link between DA and gonadal steroids. Present results show that DA, as other lateral efferent
neurotransmitters, is released and metabolized in relationship with the noise stimulation, and suggest that DA could be involved in the

modulation of the type | afferent fiber activity.

Dopamine {DA) was first detected in the rat cochlea
using high-pertormance liquid chromatography cou-
pled with electrochemical detection (HPLC-ED)™'°.
The presence of tyrosine hydroxylase-like immunoreac-
tivity and the absence of dopamine-B-hydroxylase-like
immunoreactivity within the lateral olivocochlear
(LOC) system suggested that DA was located in these
fibers'>!®  Immunoelectron microscopy using anti-
tyrosine hydroxylase antibodies, together with deple-
tion studies after 6-hydroxydopamine (6-OHDA}) ad-
ministration also supported that some LOC fibers could
be dopaminergic®. Moreover. it has been recently re-
ported that the dopaminergic agonist piribedil protects
the primary afferent dendrites against ischemia'®.

Although the localization of cochlear DA seems
clarified, its physiological role remains controversial. In
fact, previous intracochiear DA perfusions had no ef-
fect on cochlear potentials', while recent studies
showed that the intracochlear administration of
piribedil modified the compound action potential
(CAP) recording”.

Noise stimulation rtesulted in an increase of the

cochlear turnover of GABA and Met-enkephalin, other
putative neurotransmitters ot the LOC efferent system.
suggesting that they could be involved in the modula-
tion of the afferent fiber activity ™. However, cffects of
noisc stimulation on cochlear DA content have never
been previously analyzed.

The aim of the present work was to study the effect
of noise stimulation on the cochlear DA turnover to
provide information on the participation of this neuro-
transmitter in the peripheral auditory process. For that
purpose, the cochlear contents of DA and its metabo-
lites dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) und ho-
movaniilic acid (HVA) were examined using o HPLC-
ED system. Both metabolites were monitored since
DOPAC is an intracellular metabolite of monoamine
oxidase, while HVA is the final metabolite arising from
both intracellular and extracellular DA degrading
pathways* 113199 Therefore, DOPAC levels could in-
form over the DA uptake and over the nmuin DA
degradation pathway, while HVA levels could inform
over the global DA degradation. Both males and te-
males were independently analyzed because cochicar

Correspondence: P. Gil-Loyzaga, Apdo. de Correos 60.075, 28080 Madrid, Spain. Fax: (34) (1) 3941374,
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morphological differences were previously reported'’.
Moreover. recordings of cochlear microphonics (CM)
and brainstem auditory evoked potentials (BAEP)
showed sex-dependent differences”.

Forty Long-Evans adult rats (20 males and 20 fe-
males), about 200 g body weight, were used under deep
general anesthesia (urethane). Animals were divided
into eight experimental groups of five animals. Each of
these groups was independently exposed to white noise
at 70, 90 or 110 dB SPL or kept in silence during an
hour. Noise stimulation was carried out in an anechoic
chamber which filters noise trom the outside of less
than 30 dB SPL. These intensities were previously used
to study the effect of noise stimulus on the cochlear
content of Met-enkephalin®

After | h of noise exposure, cochleas were rapidly
removed and scratched independently in 200 wul of
chilled 0.2 M perchloric acid, then they were sonicated
and centrifugated (11,000 rpm, 10 min, +4°C). Super-
natants were quickly frozen at —80°C, stored for no
more than 3 days, and used for catecholamine determi-
nation.

Cochlear supernatants were injected into a HPLC-
ED system to measure DA, DOPAC and HVA con-
centrations. Catecholamines were separated using a
reversed phase column (Nucleosil 5 C18 100A, 150 x
4.0 mm). The mobile phase was a .1 M acetate /0.7 M
citrate buffer (pH 4) containing 228 mg /| of EDTA, 45
mg/l of sodium octyl sulphate and 10% {v/v} of
methanol. The flow rate was set at 1 ml/ min. Electro-
chemical detection was achieved with a coulometric
detector {Coulochem 3100A, ESA) utilizing three elec-
trodes (conditioning e¢lectrode = —040 V, preoxida-
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tion electrode = +0.10 V and working electrode -
+0.35 V, all vs. H./H" reference electrodes). Cate-
cholamine concentrations were quantified trom the
chromatographic peak heights using external stundards
(DA and DOPAC from Sigma and HVA from Merck),
The linearity of the detector response for DA DOPAC
and HVA was tested within the concentration ranges
detected in the cochlear supernatants.

Statistical analysis was carried out by comparison of
mean = standard deviation using the Student’s r-test

For all noise intensities, the mean values ol the
cochlear DA concentrations in the stimulated cochleas
were lower than in those cochleas kept i sifence
{equivalent to 30 dB SPL). Moreover, ds noise (ntensi-
ties increased, lower cochlear DA concentrations were
found. Differences from exposed animals with respect
to those kept in silence were statisticully more ~lanifi-
cant from 70 dB SPL on (Fig. 13 Males and fonules
presented slight differences in their cochliear DA con-
centration, which were not significant at any intensity
level (Fig. 1).

Cochlear DOPAC concentrations were higher in
noise-cxposed animals than in those kept in silence.
When noise intensity increased. cochlear DOPAC con-
centration also increased, and a significant Jditterenee
from 90 dB SPL on was found (Fig. 2), when compared
to animals Kept in silence. Although statistical copar-
1son between males and females was not significant,
Fig. 2 shows slightly higher concentrations of DOPAC
in males than in females for all levels of naise <stimula-
tion and for silence conditions.

As was for DOPAC, cochlear HVA concentiations
detected in silence conditions were lower than those
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detected in animals exposed to noise stimulation, and
cochlear HVA wvalues increased with noise intensity
{Fig. 3). But, in contrast to cochlear DOPAC concen-
trations, females showed a higher cochlear HVA con-
tent in silence conditions than males. Moreover, the
increase of cochlear HVA concentration with the noise
level was more pronounced in females than in males,
Sex-dependent differences in cochlear HVA concen-
trations were significant at all levels of stimulation and
highly significant at silence and under 110 dB SPL
stimulation (Fig. 3).

Both in males and females, noise exposure produced
a decrease in the cochlear DA content and an increase
in the cochlear content of its metabolites DOPAC and
HVA, which suggested an increase of the cochlear DA
turnover. These modifications seem to indicate that
noise induces the release of DA from the LOC fibers
and its degradation. Thus, an increase Is observed
either in the DA intracellular catabolite (DOPAC) or
in the final metabolite of DA (HVA)*'H1%20 Thege
results are in agreement with data obtained for Met-
enkephalin and GABA, other putative LOC neuro-
transmitters, when animals were exposed to white
noise’®, suggesting that noise stimulation resulted in
the release of efferent neurotransmitters. Also, all these
data could indirectly support the localization of DA in
fibers of the LOC system, and suggest that DA could
participate in the regulation of primary afferent fiber
activity. The mechanism to induce the release of DA
could be a neuronal circuit. It would include fibers
trom superior auditory pathways, that would reach the
lateral nucleus of the superior olivary complex.
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Males showed slightly higher cochlear DOPAC con-
tents and markedly lower cochlear HVA centents. ci-
ther under silence conditions or after noise stimula-
tion. These differences suggest a sexual dimaorphism to
regulate DA turnover in the cochlea. This sexual di-
morphism could be related to the link berween DA and
gonadal sterotds. In this way, it has been reported that
cither ovariectomy or estrogens and/ or progesterone
treatment modify the DA-related behavior. the DA
receptor density and the levels of DA metabolites in
some areas of the nervous system™™ ™. However. fur-
ther investigations are needed to find an explanation to
these sex-dependent differences.

This work has been supported by grants from Spanish DGICYT
(PBY1-0361} and FISss (92/141), and from CEE SCIENCE Plan
(ERBSCCCTY).
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Abstract

Dopamine {DA) is one of the putative neurotransmitters of the lateral efferent
olivocochlear fibers. The cochlear DA content after noise exposure was ana-
lyzed using high-performance liquid chromatography coupled with electro-
chemical detection. Animals were exposed for 1 h to white noise at 70, 90 or
110 dB SPL or were kept in conditions of silence. Half of the animals were
pretreated with pinibedil, a D, agonist, and the other half served as controls. In
control {untreated) animals, noise stimulation rtesulted in a progressive
decrease of cochlear DA concentration. This decrease was scarcely detected
when animals were pretreated with piribedil. Present findings indicate that

piribedil modifies cochlear DA turnover under noise stimulation

SesaBEIEIO LIS IRV ER TS

Introduction

The presence of dopamine (DA) in the rat cochlea was
first detected using high-performance liquid chromatog-
raphy coupled with electrochemical detection (HPLC-
ED) [I, 2]. Immunohistochemical studies demonstrated
the presence of tyrosine hydroxylase and the absence of
DA [-hydroxvlase within the lateral efferent olivococh-
lear system, supgesting that DA could be present in these
fibers [3-5].

The role of DA in the cochlea remains unknown. Effer-
ent dopaminergic fibers could be involved in the control
and/or protection of primary afferent nerve fibers. How-
ever, the intracochlear perfusion of DA produced no
effect on cochlear potentials [6-8]. Recently, it has been
shown that acoustic stimulation modifies the turnover of
cochlear DA [9], indicating that it could be involved in
the auditory neurotransmission process.

Piribedil is a dopaminergic agonist of type D- recep-
tors, which has been used in the treatment of pathologies
related to a decrease of endogenous DA, such as in Par-
kinson's disease [10]. A decrease of DA could be also
involved in the physiopathology of some inner ear dis-
eases, such as vertigo, tinnitus or hypacusia. Thus, the
study of the effect of piribedil in animals exposed to noise
stimulation can provide more tnformation on both co-
chlear DA turnover and the role of D2 agonists (i.¢. piri-
bedil) on this turnover.

Material and Methods

Both cochleas from 48 Long-Evans adult male rats (about 200 ¢
body weight) were used. Haif of the animals were intraperitoneally
injected with 20 mg/kg of piribedil 1 h before the noise stimulation.
The other half served as control, receiving an injection with distil-
lated water. Both groups of animals were exposed, under general
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Table 1. Cochlear DA concentration in
control animals after 1 b in silence or under
white noise exposure (n =12}

Acoustic stimulation pg DA/cochlea
Silence 96.33+10.77
70dB SPL 62.17x7.99*
90 dB SPL 5383 -d4.74%
110dB SPL 3592 5.42%k

Data are expressed as mean + medium
standard error. NS = Not significant.
*p e DO p < 001 p < 0.001.

anesthesia (urethane). to white noise at 70, 9G or 110 dB SPL or kept
in silence during | h in an anechoic chamber. Atfter noise stimula-
tion. while still under general anesthesia. the animals were imme-
diately sacrificed. Both cochleas were rapidly removed and scratched
independently in 200 pl of chilled 0.2 M perchloric acid. They were
then sonicated and centrifugated at 4 °C.

The DA concentranon in each individual cochlea was analyzed
using HPLC-ED. The mobile phase was an acetate-citrate buffer (pH
4)containing 228 mg/l EDTA. 45 mg/l sodium octyl sultate and L 0%
{vol/vol) methanol. The flow rate was set at | ml/min. Detection was
achieved with a coulometric detector (Coulochem 3100A, ESAY and
two electrochemical cells with Hy/H* reference electrodes {analvtical
cell, model 3011, and conditioning cell. model 302!, both ESAj.
Potentials chosen were —=0.40 V in the conditioning cell, +0.10 V in
the first electrode of the analytical cell and +0.35 V in the detection
electirode. Catecholamine concentrations were quantified [rom the
chromatographic peak heights. Neither piribedil nor its three metab-
vlites that were studied were detected in our HPLC-ED conditions.

Statistical analysis was carried out by the comparisen of the
means = standard deviation using Student’s 1 test.

Resuits

Control animals exposed to white noise showed a
lower cochicar DA concentration than animals kept in
silence (table 1). The cochlear DA concentration de-
creased progressively with the noise level. Thus, cochlear
DA concentration decreased 35.5% when animals were
exposed to 70 dB SPL (p < 0.05), 44% {p < 0.01) when
animals were exposed to 90 dB SPL and 63% (p < 0.001)
after an exposure of 110 dB SPL.

Pinbedil-treated animals presented scarcely lower
cochlear DA concentrations after white noise stimulation
~ than those in silence conditions {table 2). Thus, after
70 dB SPL exposure. cochlear DA concentration was 87%
of that 1n silence, after 90 dB SPL 84%, and after 110 4B

Table 2. Cochlear DA concentration
piribedil-treated animals after 1 hap sifence
or under white noise exposure (n =1 2}

Acoustic stimulation pg DA/cochlea

Silence 96.50 = 10.31
70dB SPL %3‘8313.6" NS
90 dB SPL B34 893 N8
110dB SPL 7121 £3.96*

Data are expressed as mean = medium
standard error. N§ = Not significant.
*p o< D05

Table 3. Comparison between cochlear DA concentrations in
control and piribedil-treated animals

Control/ireated Silence  70dB 90 dB 110dB
Silence NS

70 dB < 0,05

90 dB B tRIN]

110dB = (1L00]

Statisucal analysis performed with Student’s ¢ test.

SPL 75%. This decrease was of no significance at 70 and
90 dB SPL. Only thase animals exposed to 110 dB SPL
shawed a slightly significant decrease in cochlear DA con-
centration {p < 0.05).

The statisticai comparison between cochlear DA ¢on-
centrations in control and piribedil-treated animals 1s
shown in 1able 3. Differences were observed onlv in noise-
exposed animals. Thus, cochiear DA concentrations were
significantly difterent at 70 dB SPL and higher. being
highly significant at 110 dB SPL {p < 0.001.

Discussion

The findings of the present paper indicate that co-
chlear DA concentration is dependent on sound stimula-
tion. This finding obtained from pigmented rats fits well
with previously reported data obitained from albine rats
[9]- Thus, DA, a putative efferent neuretransmitter. could
be involved in the auditory process. Met-enkephalin.

-
s



another putative neurotransmitter from the cochlear ef-
ferent system, showed a turnover increase during sound
stimulation [11]. Morcover. met-enkephalin and GABA
concentrations increased in the perilvmph during noise
exposure [12]. The present results indicate that DA has a
simitar turnover to that of other putative lateral efferent
syslem neurotransmitters (e.g. met-enkephalin or GABA)
and could participate in the regulation of the activity of
primary afferent fibers. As met-enkephalin did [11], the
cochlear DA concentration strongly decreased (35.5%)
after |h of a 70-dB exposure. suggesting that the dopa-
minergic lateral olivocochlear fibers may discharge even
with moderate noise stimuli,

Animals pretreated with piribedil, a dopaminergic D,
agonist, and exposed to white noise exhibited a different
cochlear DA turnover from that of control (untreated)
animals. In fact, in piribedil-treated animals, the cochlear
DA concentration did not decrease with noise level. Only
those animals exposed to 110 dB after piribedil treatment
showed a sfight significant decrease in cochiear DA con-
centration (26%; p < 0.05). This finding shows that piri-
bedil diminished the cochlear DA turnover in animals
exposed to white noise.

LR LR R R T R R P D R T R T E R R P T T P P PR TP
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Piribedil. as a D> agonist, might act direcily on D:
cochlear receptors. But. within the cochlea. the presence
of dopaminergic receptors. and their types. remains un-
known. They could be located on afterent dendrites (post-
svhaptic). on efferent dopaminergic ends (presynaptic au-
toreceptors) and on cochlear blood vessels. as 1n other
parts of neural system [ 3-13]. Present results show that
piribedil produces a decrease in cochlear DA turnover
when the auditory system s stimulated. This suggests that
piribedil coutd act on D- receptors located on cochlear
nerve fibers, although we cannot exclude the presence of
D- receptors on cochlear blood vessels,

Acting on cochlear dopaminergic receptors. piribedil
could mimic the effects of endogenous DA in physiologi-
cal and/or pathological conditions and. theretore. could
protect auditory receptors in pathologies aftecting the
cochlear dopaminergic svstem,
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Abstract

The presence of dopamine (DA) within the cochlea has been previously reported., indicating that its turnover increases under
noise stimulation. In the present report, piribedii. a dopaminergic D, agonist, was used in order to provide evidence of the
activity of D, receptors in the turnover of DA under noise stimulation. Long-Evans rats werc intraperitoneally injected with
distulled water or with a solution of piribedil one hour previously to either noisc or silence exposure. Noise stimulation wus
performed in an anechoic chamber at 70, 90 or 110 dB SPL for one hour. The animals were then sacrificed and the cochicar
contents of DA and its metabolites dihvdroxyphenylacetic acid (DOPAC) and homovanillic acid (HVA)Y were guanuficd by
HPLC with electrochemical detection. The administration of piribedil 10 animals kept in silence did not modify the cochlear DA,
DOPAC and HVA content. Noise stimulation resulted in a decrease of the cochlear DA content and an increase of the cochlear
DOPAC and HVA contents in vehicle treated animals. The administration of piribedil resulted in a blockade of this noise
induced cochlear DA turnover. These results suggest that piribedil stimulates cochlear D, receptors controelling the cochlear DA
release. Piribedil action on D, receptors could cxplain the improvement observed in some cochleo-vestibular diseases signs afier
piribedil treatment.

Key words: Dopamine release: White noise; HPLC: D, agonist; Piribedil; Olivocochlear efferent system: Cochlea

1. Introduction

Catecholaminergic systems projecting to the cochlea
were described earlier by using the Falk-Hiliurp fluo-
rescence method (Terayama et al, 1966; Vinnikov et
al.. 1966, Spoendlin and Lichtensteiger, 1966, 1967,
Ross, 197]; Densert, 1974; Yiikowski et al.. 1979a.b)
and electronmicroscopy (Terayama et al., 1968; Ross,
1971: Densert and Flock, 1974). Two of these cate-
cholaminergic systems, from the stellate and the supe-
rior cervical ganglions, were found respectively project-
ing around the blood vessels, and independently of
them. in the vicinity of the habenula perforata (Vinni-
kov et al., 1966; Spoendlin and Lichtensteiger, 1966,
1967 Terayama et al., 1966, 1968; Ross, 1971; Densert,

“ Carresponding author. Fux: + 34 (1) 394-1374,

F3TR-5935 /94 /307.00 & 1994 Elsevier Science B.V. All rights reserved
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1974; Densert and Flock, 1974). A third svstem. carlier
anly observed by Vinnikov ¢t al. (1960) wus tound
within the inner spiral bundle,

The presence of catecholamines within these three
neural bundles has been analyzed using immunocvto-
chemistry, 6-hydroxydopamine toxicity and autoradiog-
raphy. In fact, the presence of tyrosine hvdrovlase
(TH)-like immunoreactivity, and the abscnce of
dopamine-B-hydroxylase (DBH)-like and phenvie-
tanolamine N-methyltransferase (PNMT)-like 1m-
munoreactivities on fibers belonging to the inner and
the tunnel spiral bundles, could suggest that they con-
tain dopamine (DA) (Jones et al., 1987; Usami et al.
1988). Immunoelectronmicroscopic studies ot TH cx-
pression indicated that TH-like immunoreactive fibers
located within the organ of Corti could correspond to
the olivocochlear lateral efferent system (Charachon
and Eybalin, 1990; Eybalin et al., 1993). This result tits
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well with the presence of TH, and the absence of
DBH, within the lateral superior ofiva (Jones aad
Beaudet 1987: Jones et al.,, 1987; Vincent, 19858). More-
over. nerve fibers distributed outside of the organ of
Corti. associated or not to blood vessels, cxhibited
TH-like and DBH-like immunoreactivity, this being
negative DBH-like immunoreactivity, which probably
suggests that they contain noradrenaline (NA) (Jones
ct al., 1987: Usami et al.. 1988}, without excluding the
presence of DA within them.

Results obtained by 6-hydroxydopamine induced
toxicity or autoradiography were consistent with those
observed using immunocytachemistry. The 6-hydroxy-
dopamine is a catecholaminergic isomer of NA selec-
tively taken up by either noradrenergic or dopaminer-
gic fibers. The intra-cochlear {Charachon and Eybalin
1990; Eybalin et al., 1993) or systemic (Densert, 1975)
administration of 6-hydroxydopamine resulted in the
degeneration of sympathetic nerve fibers projecting to
the cochlea, independently or not of blood vessels, and
also of some fibers belonging to the inner spiral and
tunnel olivocochlear efferent bundles {Densert, 1975;
Charachon and Eybalin 1990; Eybalin et al., 1993).

However, the uptake of "H-NA was only reported
on sympathetic terminals, but not on fibers belonging
to the inner spiral and turnel bundles (Eybalin ct al..
1983). Dopaminergic fibers can also take up "H-NA,
however, as was indicated by Eybalin et al, (1983), their
experiments avoided this uptake because of the method
that they used. All these results strongly support the
hvpothesis that, in the cochiea. dopaminergic fibers
could be mainly located in the olivocochlear lateral
system. while blood vessel- and non blood vessel-asso-
clated sympathetic fibers could be mainly noradrener-
gic (Evbalin, 1993).

Cochleuar catecholamine concentrations have been
analyzed using high-performance liquid chromatogra-
phy coupled to elecrrochemical detection (HPLC-ED)
(Rarey et al, 1981, 1982: Gil-Loyzaga and Parés-
Herbuté, 1986, 1989), Earlier studies {(Rarey et al.,
1981, 1982) detected only NA, while more recent stud-
ics also showed the presence of DA (Gil-Loyzaga and
Parés-Herbuté, 1986, 1989) and its metabolites {Gil-
Loyzaga et al.. 1993). This later report has also indi-
cated that noise stimulation increases the turnover of
cochlear DA (Gil-Lovzaga et al., 1993). This result
could be explained by a general effect of noise on all
nerve fibers projecting on the cochlea. However, the
narrow relationship between noise level and the
cochlear content of dopamine, and its metabolites,
most probably indicates a direct effect of noise on
tibers involved in the auditory reception or modulation,
as could be the case of olivocochlear fibers containing
DA {Gil-Loyzaga et al., 1993}

Clinical studies using piribedil, a D, agonist, showed
an improvement of some symptoms {vertigo. tinmitus,

hypoacusia and sudden hearing loss) associated o
cochleo-vestibulur diseases. These cffects were at first
related to the vasodilatator power of piribedil (Greiner
et al., 1973; Bille et al., 1986). Recent related studies
have suggested that piribedil might act on cochlear
dopaminergic receptors (Gallet and Ané, T1989), All
these data suggest that the before mentioned diseases
might be associated with lower cochlear levels of DAL

The aim of the present experimental work was to
analyze the effect of piritbedil on the cochlear DA
metabolism under noise stimulation, trying to add in-
formation to the aforementioned clintcal results. For
that purpose, the cochlear contents of DA and its
metabolites dihvdroxyphenvlacetic acid (DOPACY and
homovaniliic acid (HVA) were quantificd after white
noise stimulation, under piribedil or vehicle treatment.
Preliminary results of the present manuscript were
reported in a short form (Vicente-Torres ¢t al., 1993).

2. Materials and methods

Forty eight Long-Evans aduit male rats (hody weight
approx. 200 g) were used. Haif of the amimals were
intraperitoneally injected with 20 mg/kg of piribedil
(Servier Laboratories, France) one hour before the
beginning of the noise stimulation. The other half
remained as control being injected with distilled water.
Animals were divided in several groups and, under
general anesthesia (Urethane), exposed to white noise
at 70, 90 or 110 dB SPL or kept in silence for one hour.
Noise stimulation was carried out in an anechoic cham-
ber which allowed a maximum of 3(t dB SPL of exterior
noise to pass. After noise stimulation, still under gen-
eral anesthesia, the animals ware immediately decapi-
tated. Both cochleas were removed in less than ninety
seconds. Each whole cochlea was independently
crushed in 200 w1 of chilled 0.2 M perchloric acid. then
they were sonicated and centrifugated (11000 rpm, 10
min, + 4°C). Supernatants were quickly frozen at — 80°C
and stored for no more than three days.

Cochlear supernatants were injected into a HPLC-
ED system for quantifying DA, DOPAC und HVA
concentrations. The separation of catechalamines wus
achieved by a reverse phase column (Nucleosit 3 Cis
100A, 150 X 4.6 mm) wsing a 0.1 M acetate-0.{ M
citrate buffer (pH 4) (containing 228 mg /1 of EDTA,
45 mg/t of sodium octyl sulphate) with 10% of
methanol, as the mobile phase. The flow rate was set at
1 ml/min. Detection was carried out with a coulomet-
ric detector (Coulochem 3100A. ESA) Fixed potentials
vs H,/H™ reference electrodes were: conditioning
electrode = —0.40 V, preoxidation electrode = +0.10
V and working electrode = +0.35 V. Catecholamine
concentrations were quantified from the chromato-
graphic peak heights using external standards (DA and
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DOPAC from Sigma and HVA from Merck). The
linearity of the detector response for DA, DOPAC and
HVA was tested within the concentration ranges de-
tected in the cochlear supernatants. Neither piribedil
nor three of its metabolites were detected in our
HPLC-ED conditions.

Statistical analysis was carried out by comparison of
mean + standard deviation using the Student's #-test.

3, Results

White noise stimulation induced a decrease of the
cochlear DA concentration in control animals, being
more evident under the highest noise intensities (Fig.
13. In piribedil treated animals, cochlear DA content
did not change at 70 or 90 dB SPL as compared to
animais kept in silence. although at 110 dB SPL a
scarcely significant decrease in cochlear DA content
with respect to the silence content was found (Fig. 1).
Significant differences between the cochlear DA con-
tent in piribedil and vehicle treated animals were found
when animals had been exposed to noise, but not after
silence conditions (Fig. 1).

Cochlear DOPAC concentration in control animals
progressively increased with noise intensity, The differ-
ence from silence conditions resulted significant from
90 dB SPL on. In animals under piribedil treatment,
cochlear DOPAC concentrations were simifar in noise
¢xposed animals das compared to those kept in silence
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Fig. 1. Cochlear DA concentration after silence or noise stimulation
at 70, 90 or 110 dB SPL. Empty bars = distilled water treated
animals, striped bars = piribedi] treated animals. Comparisons be-
tween silence conditions and noise stimuiation are given as * = £ <
008, ** = P< 001, *™ = P < 0.001. Animals treated with piribedil
showed no significant difference from silence atl intensities lower
than 110 dB SPL. Comparisons between piribedil and distilled water
treated animals are given as a = P < 0.05, a 4 a = P <0.001. Af-
ter silence conditions, no significant difference between piribedil and
distilled water treated animails was found. Values are expresed as
mean + SEM (N =12 in each group).
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Fig. 2. Cochlear DOPAC concentration after silence or noise stimu-
tation ar 70, 90 or 110 dB SPL. Empty bars = distilled water treated
animals, striped bars = piribedil treated animals. Compurisons he-
wween silence conditions and nolse stimulation are given uy = P <
(.05, ** = P < 0.01. This comparison resulted no significant at 71 4B
SPL in control anirnals and at any intensity level in pinbedil treated
ones. Comparisons between piribedil and distilled water treated
animals are given as & = P <(0.05. & & =P <001 No sigmficant
difference was found under silence conditions and after 70 dB §PL
exposure. Values are expresed as mean+SEM (N =12 in cach
group).

{Fig. 2). As tor DA, after silence conditions. there was
no difference between the cochlear DOPAC content in
piribedil and in vehicle treated animals, but significant
differences were found in animals exposed to Y0 or 11U
dB SPL (Fig. 2).

Control animals exposed to noise showed an in-
creased cochlear HVA concentration with respect to
control group animals kept in silence, this difference
being statistically significant at 110 dB SPL (Fig. 3.
Cochlear HVA concentration analyzed in piribedil
treated animals did not show any change between
animals which had been noise-exposed or those kept in
sitence. Ditferences in cochlear HVA concentrations
between piribedil treated and control animals were
only significant in animals exposed to noeise at 110 dB
SPL (Fig. 3).

4. Discnssion

In control (vehicle treated) pigmented rats. cochlear
DA concentration diminished with the noise level,
meanwhile DOPAC and HVA concentrations in-
creased. As has been previously reported (Gil-Loyzaga
et al., 1993), the decrease in the cochlear DA content.
together with the increase in its metabolites content,
suggests that noise exposure increases the turnover of
DA within the cochlea. Recent immunohistochemical
studies have suggested that the main source of DA
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Fig. 3. Cochlear HVA concentration after silence or noise stimula-
tion at 70, 90 or 110 ¢B SPL. Empty bars = distilled water treated
animals, striped bars = piribedil treated animals, Qnly distilled water
treated animals presented a significant difference from silence condi-
tions at 110 dB SPL stimulation (* = P < 0.05), Also ar 110 dB, it
was detected the just significant difference between piribedil and
distilled water treated animals (& = P < 0.0%). Values are given as
mean+SEM (M =12 in each group).

within the cochlea could be located in the olivo-
cochlear lateral efferent endings (Eybalin et al., 1993;
Evbalin, 1993) without excluding the presence of DA in
perivascuiar and other non-perivascular fibers (Jones
et al., 1987; Usami et al., 1988). Additional information
from other LOC putative neurotransmitters, such as
GABA and Met-Enkephalin, favours the hypothesis
that DA can be also considered a LOC putative neuro-
transmitter. In fact, GABA and Met-Enkephalin, that,
within the cochlea seem to belong only to the LOC
system, also showed a turnover increase under noise
stimulation (Drescher et al., 1983; Eybalin et al., 1987).

The increase in the cochlear DA turnover observed
in control animals exposed to noise was blocked in
animals pretreated with piribedil. When animals re-
mained I silence, cochlear DA, DOPAC and HVA
concentrations were similar between cochleas from
controls and piribedil treated animals, These results
indicate that piribedil effects were only detected after
noise exposure. In other nervous system regions, con-
troversial results have been reported about the effect
of DA agonists and antageonists on the basal DA re-
lease (Zetterstrom and Ungerstedt, 1984; Parker and
Cubeddu, 1985; Altar et al., 1987; Wood et al,, 1987:
Yokoo et al,, 1988; Starke et al., 1989; Timmerman et
al., 1990). Whereas, the effects of the administration of
DD, agonists or antagonists on DA evoked release are
better understood (Farnebo and Hamberger, 1971
Cubeddu and Hoffmann, 1983; Parker and Cubeddu,
1985, Altar et al., 1987; Maver et al., 1988; Starke et
al.. 1989; Palij et al., t990).

In the central nervous system. either [2. recopronr,
presynaptic or postsynaptic, have been mvolved o tie
control of DA release (Farnebo and Humberger, 1971
Kehr et al,, 1972; Groves et al., 1975; Zetterstrom and
Ungersiedt, 1984; Starke et al., 1989; Palij ct al.. 1940,
Timmerman et al., }990; Costentin, 199]). Present re-
sults could indicate a similar etfect of piribedil on the
cochlea. The inhibition of the DA release cvoked by
piribedil could be due to the stimulation of D- recep-
tors located on the dopaminergic LOC neurons. More-
over, a postsynaptic feedback loop, inciuding or not the
cochlear nuclei and the ohvocochlear system, could be
suggested. Recent morphological and electrophysiolog-
ical studies supported an action of piribedil on the
cochlear primary afferent dendrites (Pujol ¢t al.. [9Y3).

The stimulation of putative postsynaptic D. recep-
tors located on the primary afferent dendrites. besides
controlling the release of DA, could mimmick the
effects of endogenous DA in physiologicul and Jor in
pathological conditions. These effects could cxplain the
improvement of the clinical symptoms of some
cochleo-vestibular discases {vertigo, tinnitus, hypoacu-
sia and sudden hearing loss} after pirtbedil treutment.
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Abstract

Sympathetic fibers projecting to the cochlea modulate the
cochlear blood flow and the activity of the cochlear nerve, which are
modified by noise exposure. In the present study the cochlear
concentration of norepinephrine (NE) was measured by HPLC in rats
that were exposed to silence or white noise. Blood was eliminated by
aortic perfusion in half of the animals and the cochlear bicod-
independent pool of NE measured. Cochlear NE concentration
decreased due to acoustic stimulation, independently of the strain
and the perfusion, which could be interpreted as a noise induced

release of NE by sympathetic fibers.

Keywords: Norepinephring; Sympathetic innervation; Noise;

Cochlea; HPLC; Rat



Sympathetic fibers projecting to the cochlea have a duai origin
in the superior cervical ganglion and the stelfate ganglion
[5,14,22,23,32,36-38,40,41]. In addition these fibers have a dual
peripheral distribution. Most of them are perivascular but there are
aiso blood vessel-independent fibers throughout the habenula
perforata area [5-7,9,10,18,21,35,37-42,44].

These sympathetic fibers have been involved in the control of
the cochlear blood flow [1,19,22-24,32-34). Also, they have been
related to the madulation of the activity of the cochlear nerve maybe
through the blood vessel-independent sympathetic fibers that end at
the habenula perforata level [17,20,25 26]).

Noise stimulation produced cochlear vasaconstriction {2]. In
addition, the exposure to noise induced a threshold shift in the
auditory potentials [3,17]. Both of these effects seem to be
moduiated in part by cochlear sympathetic fibers [2,3,17].

Noise also produced the release of neurotransmitters of the
olivocochlear lateral efferent system (OLES) in the cochlea. In this
way, the releases of GABA [8], Met-enkephalin {11] and dopamine
[12,15,16,43} were related to the modulation and protection of the
primary afferents [4,27-30]. The aim of the present study was to
analyze the eiffect of acoustic stimuiation on the cochiear
concentration of the sympathetic neurotransmitter norepinephrine
(NE).

For this purpose, 24 Long-Evans and 24 Wistar aduit male rats,

about 200 g body weight, were exposed to silent conditions or to



white noise at 90 dB SPL for one hour, under urethane anesthesia.
Afterwards, cochleas were removed and the concentration of NE
determined by high performance liquid chromatography coupled to
electrochemical detection (HPLC-ED). Half of the animals were
perfused by aortic pathway after acoustic stimulation to eliminate the
blood of the cochlea and measure exclusively the blood-independent
pool of NE. The perfusion solution was a 0.1M citrate buffer (pH =
4.8) containing 20 g / | of glucose. It was administered at 26°C for 2
min. with the descending aorta clamped.

The processing of the cochleas was as previously described
with minor modifications [12,15,16,43]. Briefly, cochleas were
independently crushed in 0.2 M perchloric acid, sonicated,
centrifuged and supernatants injected into the HPLC system.
Separation of monoamines and their metabolites was achieved by a
reverse phase column (Nucleosil 5 C18 100A, 150 x 4,6 mm) and a
mobile phase contituted by a 0,1 M acetate - 0,1 M citrate buffer (pH
= 4), containing 228 mg / | of EDTA, 200 mg / | of sodium octyi
sulfate and 10 % of methanol. Detection potentials, fixed in a -
coulometric detector (Coulochem 11, ESA), were. conditioning
electrode = -0.45 V, preoxidation electrode = +0.10 V and working
electrode = +0.40 V. The concentration of NE was determined from
the chromatographic peak areas using the external standard
method.

The concentrations of NE were statistically evaluated using a 2

x 2 x 2 (strain x perfusion x noise) independent groups analysis of



variance (ANOVA). Significant interactions were followed by one way
ANOVA.

The three-way ANOVA (strain x perfusion x noise} obtained
significant main effects just for noise variable and no significant
interactions between the three variables. The one-way ANOVA for
noise variable showed significant differences (p<0.05 or p<0.01)
between silence and 90 dB SPL for perfused and non-perfused
animals of both strains (Figs. 1 and 2).

The cochlear concentration of NE decreased about 18% in
animals exposed to noise with respect to those kept in silent
conditions. This effect was independent of the strain and the
perfusion (Figs. 1 and 2).

The decrease of cochiear NE concentration in noisy situations
could be interpreted as the release of NE from the cochlear
sympathetic fibers induced by noise. The same effect was previously
observed with other efferent neurotransmitters: GABA, met-
enkephalin and dopamine [8,11,12,15,16,43].

Cochiear sympathetic fibers have been involved in the
modutation of the cochlear bicod flow and of the activity of the
cochiear nerve in noisy situations [2,3,17]. In this way, the observed
likely release of NE could support the implication of cochlear
sympathetic fibers in these regulatory roles.

The decrease of NE was lower (about 18%) than that detected
for dopamine (about 38%) in the same noisy conditions

[12,15,16,43] This fact indicates that NE could play a lower



modulatory role than dopamine within the cochlea, which could be
related with their distinct locations in sympathetic or olivocochlear
fibers.

The absence of any difference in cochiear NE concentration
between rats of distinct pigmentation grade does not agree with
previous determinations of NE in the cochlea [31]. However, it
agrees with results found within the vestibule with these same two
strains [13].

The absence of any modification due to removal of the cochlear
blood by aortic perfusion of a buffer solution, could indicate that
blood gives just a smail amount of NE to the total amount of NE in

the cochlea.
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Figure legends

Fig. 1. Concentration of NE in whole cochleas of non-perfused Long-
Evans and Wistar rats. Animals were maintained in silence (white
bars) or exposed to 90 dB SPL of white noise for one hour (striped
bars). Data are presented as means + SEM. N = 12 in each group.
Comparisons between silence and noise stimulation are shown as *

= p<0.05.

Fig. 2. Concentration of NE in whole cochleas of perfused Long-
Evans and Wistar rats. Animals were maintained in silence (white
bars) or exposed 1o 90 dB SPL of white noise for one hour (striped
bars). Data are presented as means + SEM. N = 12 in each group.
Comparisons between silence and noise stimuiation are shown as *

= p<0.05 and **= p<0.01.
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Abstract

Both noradrenergic and dopaminergic nerve terminals have been described in the cochlea. The present repont focused on the effect off
superior cervical ganglionectomy (SCGx) on monoamine concentration in adult rat cochlea. In homogenates of whole cochleas. we
measured the concentrations of norepinephrine (NE), dopamine {DA) and its main metabolites, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)
and homovaniilic acid (HVA), by HPLC coupled 1o electrochernical detection. Measurements were carried out 4 h. 24 h or 6 duys after
umlateral SCGx. Most of the NE { ~ 82%} was lost after sympathectomy on the ipsilateral side, indicating that the principal locahzation
of vochleur NE is in peripheral sympathetic fibers. Since about 18% of NE remained detectable 6 days after SCGx. a second ongin of
<ochlear noradrenergic fibers may exist. Cochlear concentrations of DA or its metabolites did not change after SCGx. Therefore. DA and
NE are located in two different populations of fibers within the cochlea, and are presumably related to distinct functional roles. © 1998
Elsevier Science B.V. -

Nevwords: Supenor cervical ganglion; Cochlea; Norepinephrine; Dopamine; HPLC: Rat

1. Introduction The main origin of cochlear sympathetic fibers could be
the superior cervical ganglion (SCG) [5.33.35.36]. Using
neurotracing molecules, both vascular and non-vascular
noradrenergic fibers were shown 1o anse in the SCG {32].
In addition, some of these fibers may also origiate from
the stellate ganglion [21,28,33].

Besides the peripheral sympathetic innervaton. there 1s
evidence of the existence of other catecholamine-contain-
ing cochlear fibers, as shown by histofluorescence [39) and
6-OHDA oxicity studies [6]. Scattered non-vascular cate-
chelamine-containing fibers were identified under the in-
ner hair cells, within the olivocochlear lateral efterent
system fibers, and were characterized as dopaminergic by
. immunocytochemistry against catecholamine-synthesizing
.1‘01‘1. r‘mr_nel_v vascular and non-vascular {9,20,37]. These enzymes [9.2037}, By using HPLC. dopamine (DA) znd
opservations were generally confirmed by 6-hydroxy- . . . . .
dopamine (6-OHDA) induced degeneration {6,9], and lts main metabolites, . 3.4-d?hydroxyphenylucenc JCFd

p g
[* Hlnorepinephrine uptake studies [8]. (DOPAC) and homovanillic acid (HVA), were delecg:c_i in

homogenates of whole rat cochleas [12,13,15]. In addition,
cochlear DA was functionally related to the oiivocochlear

" Coresponding author. Apartado de Cotreos 60075, 28080 Madrid, innervation in sound stimulation experiments [15].
Spain. Fax: (34-1) 3941383, The present study was carried cut to examine the

The sympathetic innervation of the mammalian cochlea
was first descnbed by using histofluorescence and electron
microscopy [5.7,31,33-36,39). Sympathetic fibers were
tound to distribute following two patterns, i.e. as & perivas-
cular network or as a blood vessei-independent net
throughout the habenula perforata area.

Cochlear sympathetic innervation was characterized as
noradrenergic, both by using immunocytochemistry against
carecholamine-synthesizing enzymes [9,20,37], and by bio-
chemical characterization of norepinephrine (NE)
(12.13.26,27]. Fibers containing NE-synthesizing enzymes
followed both patterns of cochlear sympathetic innerva-

(H})6-8943 /98 /$19.00 © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
Pit S0006-8993(97)01077-9



relative contribution of peripheral sympathetic nerves 1o
the catecholamine content of rat cochlea. For this purpose,
cochtear concentrations of NE, DA, DOPAC and HVA
were measured by HPLC at different time intervals after
unilateral superior cervical gangiionectomy (SCGx).

2. Materials and methods
2.0 Animals

Twenty one Long-Evans adult male rats (about 200 g
b.wit) were used in this study. Animals were housed in a
temperature-controlled room at 22 + 1°C with a 12:12 h
light-dark cycle (lights on at 08:00 h) and were given
access to food and water ad libitum. This work was carried
cut according to the recommendations outlined in the NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

2.2 Surgerv

The lett SCG was uniiaterally and totally removed,
under tribromoethanol anaesthesia, at two months of age.
A sham operation was performed on the contralateral side.
Surgery was carried out through a ventral incision in the
neck 1o the bifurcation of the common carotid artery,
where the SCG was located. Sham operations included all
the manipulations except for SCG removal. Ipsilateral and
contralateral cochleas were processed 4 h, 24 h or 6 days
afler surgery (six animals per group). In addition, both
cochleas of 3 non-operated animals were used as external
controls.

2.3 Biochemical analvsis

The animals, under general anesthesia (Urethane), were
kept in silent conditions for | h in an anechoic chamber,
which filters exterior notse 1o less than 30 dB SPL. Then,
still under general anesthesia, both cochleas were rapidly
removed and processed as previously reported [14,15,38].
Brietly, cochleas were independently crushed in 200 wl of
chilled 0.2 M perchlonc acid, sonicated and centrifuged.
Supernatants were frozen at — 80°C and analyzed within
three days.

Cochlear supernatants were injected into a HPLC sys-
tem for measuring NE, DA, DOPAC and HVA concentra-
tions. The separation of catecholamines was achieved by a
reverse phase column (Nucleosil 5 C18 100A, 150X 4.6
mmj. The mobile phase was a 0.1 M acetate-0.1 M citrate
ouffer (pH 4), containing 228 mg/1 of EDTA, 200 mg/1
.of sodium octyl sulfate and 10% of methanol. The flow
rate was set at I ml/min. Detection was carried cut with a
coulometric detector (Coulochem 5200, ESA). Fixed po-
tentials vs. H, /H™ reference electrodes were: condition-
ing electrode = —0.45 V, preoxidation electrode = +0.10
V and working electrode = + 0.40 V, Catecholamine con-
centrations were calculated from the chromatographic peak

P. Gil-Lovzgga et al. / Brain Research 779 {1998) 53-57
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Fig. 1. Concentration of NE in cechieas after ipsitateral SCG removal
(striped bars) or sham operation (white bars}. The single bar on the lett
represents the cochlear NE concentration in external control {non-oper-
ated} animals. Data are presented 25 means + S.E.M. n =6 mn each group
Comparisons between SCGx and sham-operated cochleus ure shown at
different times after surgery. =" " P < 0.00L.

areas using external standards (Sigma). Statistical analysis

was carried out by using the Student’s r-rest.

3. Results

As shown in Figs. 1-4. cochleas 1psilaieral to the
sham-operated side showed no statistical difference 1n
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Fig. 2. Concentration of DA in cochleas after ipsilateral SCG remaovai
(striped bars) or sham operation (white bars). The single dar cn the left
represents the cochlear DA concentration in extemnal control (non-uper-
ated) animals. Dala are presented as means = S.E.M. # = 6 1n each zroup.
Comparisons between SCGx and sham-cperated cochleas did not result
significant at any time after surgery.
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Fig. 3 Concentration of DOPAC in cochleas afler ipsilateral SCG

removal (striped bars) or sham operation (white bars). The single bar on
the left represents the cochlear DOPAC concentration in external control
fnon-operated) animals. Data are presented as means+S.EM. n=6 in
each group. Compansons between SCGx and sham-cperated cochleas did
not result significant at any ume after surgery.

monoamine levels as compared to external {non-operated}
controls. Four hours after SCGx, NE content did not differ
between denervated and non-denervated cochleas (Fig. 1).
Cochlear concentration of NE decreased very significantly
n the ipsilateral side 24 h and 6 days after unilateral
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Fig. 4. Concentration of HVA in cochieas after SCG ipsilateral removal
tstnped bars) or sham operation (while bars). The singie bar on the left
represents the cochlear HVY A concentration in extemal control {non-oper-
ated) animals. Data are presented as means + 5. EM. n=6 in each group.
Companscns between SCGx and sham-operated cochleas did not resuit
significant at any time after surgery.

L4

SCGx. A residual amount of cochlear NE ( ~ 13%) re-
mained 6 days after unilateral SCG removal (Fig. 1)

In contrast, no medification was observed, al any ume
examined, in the concentration of DA in denervated
cochleas (Fig. 2). Nor did the concentrations of the DA
metabolites (DOPAC and HVA} show any modification
due to SCG removal (Figs. 3 and 4. respectively).

4, Discussion

The present study reports the effect of unilaterui SCG
removal on NE, DA, DOPAC and HVA concentraions 1n
the rat cochlea. Only the NE concentration decreased in
the ipsilateral cochlea, when assessed 24 h or 6 days atter
unilateral SCGx, whereas DA, DOPAC and HV A contents
remained unchanged. As shown for several other organs
within the SCG projection area, NE content remained
unchanged 4 h after SCGx (2].

The decrease in NE concentration found (more than
80%) is in disagreement with previous studies reporting no
significant changes in cochlear NE 48 h after SCG re-
moval in rats [26). Rather, our resulis agree with previous
morphological findings reporting that the major sympa-
thetic innervation of the cochlea onginates in the SCG
{5,32.33.35.36). Six days after SCG removal, about 209 of
the cochlear NE remained unchanged, suggesting the exis-
tence of additional spurces for cochlear NE. It could be
speculated that the origin of this NE may be the siellate
ganglion, since this ganglion also has been proposed 1o
innervate the cochlea, being its fibers related tc blood
vessels (33]. In addition, the stimulation of the stellate
ganglion produced aiterations of the cochlear bicod tlow
[21.28].

In contrast o what was found for NE, cochlear concen-
trations of DA, DOPAC and HVA were not affected by
SCG removal. These findings suggest that NE and DA are
present within the cochlea in differential locations, i.e. NE
is matnly in sympathetic fibers orginated from the SCG
while DA is mainly in dopaminergic fibers from the
olivocochlear lateral efferent system, as suggested by m-
munocytochemical studies [20,37). In fact, stellate gan-
glion fiber distribution within the cochlea seemed to be
restricted to perivascular innervation [33), where noradren-
ergic fibers were found 1o be predominant [9.20.37].

Since NE and DA are present in different popuiations of
fibers in the cochlea, they could subserve ditfferent func-
tional roles. NE may be involved in the control of cochlear
blood flow through perivascular sympathetic fibers
[1,18,21,22,28-30], Also, NE may modulate the activity of
the cochlear nerve at the level of the habenula perforata,
where the blood vessel-independent sympathetic fibers end
(3,16,17,19.23,24]. In turn, DA can be present in lateral
olivocochlear fibers, that modulate the activity of the
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cochlear nerve, acting directly on the dendrites of the
primary afferents [11,25].

[14] P. Gil-Loyzaga. M.A. Vicente-Torres. P Ferndndes-Maicos. 3
Arce, A. Esquifino, Pinbedil affects dopamine wrnover m onchicas
stimuiated by white noise. Heur, Rex, 79 (1994) 178- 152

DA appears to be releasctTmderacoustre—stimtration
[11.14.15,38]) and may protect type [ afferent dendrites
agminst acoustic trauma or hypoxia [4,25). Such a hypo-
thetical role has also been indicated by in situ hybridiza-
tion studies showing DA receptor mRNA modifications in
auditory neurons after acoustic trauma {10}]. Further mor-
phological research will be useful to describe the location
of these two catecholamine systems in independent popula-
tions of fibers within the cochlea.
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Abstract

Serotonin (5-HT) and its main metabolite, the 5-hydroxyindole-3-
acetic acid (5-HIAA), are now reported for the first time in
homogenates of rat cochleas, by using HPLC coupled to
electrochemical detection. The removal of the superior cervical
gangtion (SCG) did not modify the concentrations of 5-HT and 5-
HIAA in the ipsilateral cochleas, which could indicate that cochlear
5-HT is not focated within the sympathetic fibers from the SCG.
However, the concentration of 5-HT decreased significantly (about
76%) after removal of the blood by aortic perfusion, while the
concentration of 5-HIAA was not modified. This result indicate that
blood constitutes an important source of 5-HT for the cochlea. Noise
exposure at 90 dB SPL did not modify neither the total cochlear
concentrations of 5-HT and 5-HIAA, nor the pools remaining after
removal of the blood, which suggests that 5-HT could have in the

cochlea a modulatory role distinct of olivocochlear neurotransmitters.

Key words: serotonin, cochlea, superior cervical ganglion, noise -

stimulation, HPLC, rat



Introduction

Several potential sources of serotonin (5-HT) must be taken into
account in the analysis of cochlear 5-HT.

A small population of serotonergic fibers projecting to the
cochlea has recently been identified by immunocytochemistryM_
These fibers projected to the sensory epithelium and contacted with
inner and outer hair cells. In addition, the subunit A of 5-HT3
receptors was identified by in situ hibridization in the cochlear
sensory epithelium of the early rat embryos1©.

Other neural source of cochlear 5-HT could be the sympathetic
fibers from the superior cervical ganglion (SCG) that project to the
cochleab.25-27,29,30, since 5-HT has been identified in fibers from
this ganglion projecting on regions other than the cochlea2-9,
However immunocytochemical studies 14 did not detect the presence
of 5-HT in cochlear territories innervated by sympathetic fibers®-
8,10,20,24,26-31,34

Other likely source of cochlear 5-HT could be the blood, since
5-HT is present within the bilood, mainly in platelets, in high
concentration1.21.22. This source could not be demonstrated in
immunocytochemical studies'4 because animals used were
perfused.

Previous studies using high performance liquid chromatography
coupled to electrochemical detection (HPLC-ED) did not detect 5-HT

within the cochlea of distinct mammals23. The aim of the present



study was to analyze the cochlear concentrations of 5-HT and its
main metabolite, the the 5-hydroxyindole-3-acetic acid (5-HIAA), by
using a HPLC-ED method previously tested within the vestibule13. In
addition to the global concentration, the contribution from the SCG
and from the blood were analyzed. Also, the effect of acoustic
stimulation was tested since this stimulus produced the release of
several cochiear neurotransmitters: dopamine12,17,18,33  GABA®
and Met-enkephalin®,11.

These results have been previously presented as a preliminary

communication32.



Materials and methods

Animals: Forty eight Long-Evans adult male rats {200-300 g b.w.)
were used in this work. The total cochlear concentrations of 5-HT
and 5-HIAA were quantified in 12 animals: 6 kept in silence and 6
exposed to 890 dB SPL for one hour. The contribution of the SCG to
the cochlear concentrations of 5-HT and 5-HIAA was analyzed in 24
animals by unilateral superior cervical ganglionectomy (SCGx). And
the blood contribution was determined in 12 animals (6 kept in
silence and 6 exposed to 90 dB SPL) by removal of the blood by

aortic perfusion.

Acoustic stimuiation: Animals kept for one hour, under urethane
anesthesia, in an anechoic chamber, which filters exterior noise to
20 dB SPL. The animals were exposed to silence or white noise at
90 dB SPL. After silence or noise stimulation, both cochleas were

removed and individually processed.

SCGx: The left SCG was unilaterally and totally removed under
tribromoethano! anesthesia. Surgery was carried out through a
ventral incision in the neck to the bifurcation of the common carotid
artery, where the SCG was located, as it was described
elsewhere16. Sham operations, inciuding all the manipulations

except for SCG removal, were performed in the contralateral side.



Twenty four hours or six days after surgery, animais were kept in
silence (under urethane anesthesia) for one hour. Then both

cochleas were removed and individually processed.

Aortic perfusion: Twelve animals were perfused by aortic pathway
after silence or 90 dB SPL exposure, for one hour, to eliminate the
blood of the cochiea. The perfusion solution was a 0.1M citrate
buffer (pH = 4.8) containing 20 g / | of glucose. It was administered
at 260C for 2 min with a flow rate of 4.5 ml/min. and the descending
aorta clamped. After perfusion, both cochleas were removed and

individually processed.

Biochemical analysis: Cochieas were independently crushed in
200u! of chilled 0.2 M perchloric acid, sonicated and centrifuged
(14.000 r.p.m., 10 min., 40C). The supernatants were filtered, frozen
at -800C and analyzed before three days.

Cochlear supernatants were injected into a HPLC-ED system
prepared for measuring 5-HT and 5-HIAA. The mobile phase was a
0.1 M acetate - 0.1 M citrate buffer (pH=4) containing 228 mg/l of
EDTA, 200 mg/l of sodium octyl sulphate and 10% of methanol. The
stationary phase was a Nucleosil C18 column. The flow rate was set
at 1 mi / min. Detection was achieved with a coulometric detector
(Coulochem I, ESA). Fixed potentials vs H2 / H+ reference
electrodes were: -0.45 V (conditioning electrode), +0.10 V

(preoxidation electrode) and +0.40 V (working electrode). The



concentrations of 5-HT and 5-HIAA were calculated from the

chromatographic peak areas using external standards (Sigma).

Statistics. Concentrations of 5-HT and 5-HIAA were evaluated using
a 2 x 2 (perfusion x noise) independent groups analysis of variance
(ANOVA). Significant interactions were followed by one way ANOVA.
In addition, concentrations of 5-HT and 5-HIAA in sympathectomiced
cochieas were compared with respect to the sham-operated

cochleas by the Student's t test.



Results

Both 5-HT and 5-HIAA were detected in all of the samples analyzed.

When 5-HT was analyzed, the two-way ANOVA (perfusion x
noise) obtained highly significant main effects for perfusion variable
(p<0.001) and no significant interactions between the two variables.
The one-way ANOVA for perfusion variable resulted in a probability
p<0.001, both in silence and in 90 dB SPL groups. Aortic perfusion
resulted in a significant decrease of about 76% in the cochlear
concentration of 5-HT, both in silence and after 90dB SPL exposure
(Fig.1).

However, in the two-way ANOVA analysis of cochlear 5-HIAA,
no variability was observed due to sound, perfusion or the
interaction of both variables (Fig. 1). Therefore no one-way ANOVA
was carried out.

Both 24 hours and 6 days after SCGx, no significant difference
was observed in the concentrations of 5-HT and 5-HIAA in
sympathectomiced ipsilateral cochleas with respect to non-

denervated contralateral cochleas (Fig. 2).



Discussion

The present report guantifies, for the first time, the concentrations of
5-HT and its main metabolite 5-HIAA within the cochlea of the rat by
using HPLC-ED. In contrast, previous HPLC studies reported the
absence of 5-HT within the cochlea of the rat23. This controversy
could be explained on the basis of the distinct methodologies used,
since also Rarey et al.23 reported the absence of dopamine within
the cochlea, which was later found12,13,17,18,33

The cochlear concentrations of 5-HT and 5-HIAA were not
modified by the SCGx. This fact indicates that the SCG does not
contribute significantly to the total concentration of 5-HT within the
cochlea. Also, cochlear dopamine and its metabolites remained
unchanged after SCGx, while norepinephrine was reduced about
80%16. In the same way than it was concluded for dopamine, from
present resuits it could be suggested that 5-HT is not located in the
cochlear sympathetic fibers from the SCG. This result disagrees with
studies supporting the coexistence of 5-HT and norepinephrine
within fibers from the SCG which project to territories other than the
cochlea2-2. However, it agrees with immunocytochemical studies
that showed no serotonergic fibers in cochlear sympathetic
territories 4.

In contrast, blood represented an important source of 5-HT for
the cochlea, since its concentration was reduced about 76% after

removing the blood by aortic perfusion. Meanwhile, the



concentration of 5-HIAA was not modified, indicating that it came
mainly from the cochlear tissue. The 24% of 5-HT remaining after
blood removal and the 5-HIAA could be related to the metabolism of
the cochlear serotonergic fibers, that were recently identified by
immunocytochemistry 14,

The role of the cochlear serotonergic fibers has not been yet
described. The present report shows that the total concentrations of
5-HT and 5-HIAA and the neural pools remaining after aortic
perfusion were not modified by 90 dB SPL noise exposure. These
facts indicate that 5-HT does not carry the same release pattern than
olivocochlear neurotransmitters such as dopamine, GABA or Met-
enkephalin, which were released with stimuifi from 70 to 115 dB
sPL9.11,1217,18.33 This distinct behaviour could be correlated
with the distribution of the cochlear serotonergic fibers, which did not
exactly correspond to any of the previously described cochlear

innervation systems 14,
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Conclusion

Present report quantifies for the first time the concentrations of 5-HT
and 5-HIAA within the whole cochlea. in addition, it has been shown
that the SCG does not contribute to those concentrations. However
an important amount of the cochlear 5-HT (about 76%) came from
the blood. Neither the total cochlear concentrations of 5-HT and 5-
HIAA, nor the pools remaining after removal of the blocd were
modified by noise exposure. These results indicate that the likely
modulatory role of serotonergic fibers within the cochlea is distinct
from that one of olivocochlear fibers, whose neurotransmitters were
released by acoustic stimulation. These results fit well with the
distribution of cochlear serotonergic fibers, which constitute a
cochlear innervation system recently identified14 that does not

correspond exactly to the olivacochlear efferent system.
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Figure legends

FIG. 1. Concentrations of 5-HT and 5-HIAA in whole zochleas (NP)
or in cochleas after aortic perfusion (P) to remove the blood. White
bars represent animals exposed to silence and striped bars animals
exposed to 90 dB SPL of white noise for one hour. Data are
expressed as mean + SEM (n = 12 in each group). Comparisons
between perfused and non-perfused cochleas are shown as
***=p<0.001. Comparisons between silent and noise situations did

not resuit significant.

FIG. 2. Concentrations of 5-HT and 5-HIAA in cochleas of rats 24 h
or 6 days after ipsilateral SCGx (striped bars) or sham operation
(white bars). Data are expressed as mean + SEM (n = 12 in each
group). Comparisons between sympathectomiced and sham-

operated cochleas did not result significant at any time after surgery.
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Abstract

The concentrations of norepinephrine (NE), dopamine (DA) and its metabolites DOPAC and HVYA, and serotonin (3-HT) und 1»
merabolite 3-HIAA. were quantified in the rat vestibule. For this purpose, homuogenates of vestibules, of albino and prgmented ruts. were
analyzed using HPLC with electrochemical detection. Vestibules of pigmented rats showed higher DOPAC and HVA concentrattons than
those of albino rats, and male pigmented rats also showed significantly more DA than male albino rats. These results could indicate that
the rate of DA metabolism in vestibules was higher in pigmented than in albino rats. The vestibular concentrations of NE and 3-HT did
not ditfer significantly between the two strains. In contrast. 5-HIAA concentration was higher n vestibules of pigmented rats than in
those of albine rats. suggesting an increased 5-HT metabolism tor the former strain, Differences in monoamine concentrations between
the (wo sexes of the same strain were scarce. Only, a higher HVA concentration in vestibules of temales could indicate o higher DA

metabais.

Kevwords: Norepinephrine; Dopamine: Serotonin: Vestibule; HPLC: Rat

1. Introduction

Sympathetic fibers reaching the vestibule were identi-
fied early, using the histofluorescence method of Flack and
Hillarp [7.28.29]. These sympathetic nerve fibers presented
a dual vestibular distribution: around the blood vessels or
independent of them underneath the sensory epithelia in
the maculae and the cristae. Histofluorescence related to
the presence of monoamines. in particular norepinephrine
(NE). seemed to correspond mainly to unmyelinated fibers
observed with electron microscopy [7.28). Moreover, ultra-
structural studies carried out after 3-hydroxydopamine ad-
ministration indicated that nerve terminals containing dense
core vesicles might correspond to those histolluorescent
tibers [7].

Immunocytochemical studies against tyrosine hydroxyl-
ase {TH) showed positive immunoreaction at vestibular
subepithelial regions [32]. More exhaustive analysis, either
with light or electron microscopy, detected TH-like and

" Corresponding author. Apartado de Correos 60075, 28080 Madrid,
Spain. Fax: -+ 34 {1) 3941383,

dopamine-B-hydroxylase {(DBH)-like immunorcactive
fibers related to the blood vessels or underneath the sen-
sory epithelia [18,19.21]. More recently. TH-like and
DBH-like immunecreactivities have also been identified in
the endolymphatic sac [20.21]

Sympathetic {ibers reaching the vestibule scem to origi-
nate in the tpsilateral superior cervical gungzhon. as indi-
cated by cervical sympathectomy [7.18,29]. Retrograde
neurctracing with an anti-DBH antibody also supports this
fact [18].

Up 1o now, there has been no direct evidence regarding
the presence of dopamine {DA) or serotonin (3-HT) i the
adult vestibule. In the cochlea, the presence of DA was
reveiled using high performance liquid chromatographs
with electrochemical detection (HPLC-ED) [12]. More-
over, a modification of this technigue also allowed guan-
tification of the cochlear concentrations of the muain DA
metabolites: 3.4-dihvdroxyphenylacetic acid (DOPAC) and
homovanillic acid (HVA) [13,15.31]. The eitect ol noise
on the activity of the cochlear dopaminergic fibers has
been demenstrated [13]. Also. the changes occurring in the
cochlear DA metabolisin as a result of the administration
of a D2 agonist were analyzed [15.31].

0006-8993 /57 /517.00 Copyright © 1997 Elsevier Science B.V. Ali rights reserved.

PIT SOU06-8993(96)01253-9
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The aim ot the present studv was to quantify the
vesttbalar concentrations of catecholamines (NE and DA).
3-HT and their metabolites (DOPAC. HVA and 3-hy-
droxyindole-3-acetic acid (5-HLAA), in albino and pig-
mented rats. either males or females. These results have
been previously presented as preliminary communications
AERTAN

I~

. Materials and methods

208 Anincils

Young adult rats, 10 Long-Evans (5 males and 5 fe-
maiest and 10 Wistar (3 males and 3 females) were used
for this study,

Animals were unesthetized (urethane) and maintained in
an anechoic chamber for 1 h before samples were ob-
tained. This process wis included 10 avoid any noise
interference on vestubuie physiology, which has been pro-
posed praviously [2]

2.2, Sample obtention

As has been previously described elsewhere for the
cochlea {13.15.31], both vestibules were removed in less
than 2 min by carcful dissection avoiding cochlear contam-
ination. Each whele vestibule was independently crushed
i 40 el of chilted 0.2 M perchloric acid, then they were
sonicated and centrituged (12000 rpm, 15 min, +4°C).
Supernutants were rapidly frozen at — 80°C and stored for
no more than three days.

2.3 Monoamine analvsis

Meneamine determination in the vestibular supernatants
was carried out using an HPLC-ED techmique described
clsewhere [13.15.31]), with minor moditications for quanti-
[ying NE. DA, DOPAC. HVA. 3-HT and 5-HIAA concen-
trutions. Brietly, the separation of these monoamines or
metabolites was achieved by a reverse phase column
(Nucleosil 3 C18 100A. 150 % 4.6 mm). The mobile phase
was 0.1 M acetate~(.1 M citrate buffer (pH 4) with 228
mg /1 of EDTA, 200 mg,/1 of sodium octyl sulphate and
[0% of methanol. The flow rate was set at | ml/min. A
coulometric detector (Coulochem [, ESA) was used for
monoamine detection, Fixed potentials vs. H,/H" refer-
ehce electrodes were: conditioning electrode = — (.45 V,
preoxidation electrode = +0.10 V and working electrode
= +0.40 V. Monoamine concentrations were quantified
from the chromatographic peak areas using external stan-
dards (Sigmal.

Statistical analysis was carried out by comparison of
mean £ standard deviation using the Student's r-test.

3. Resuolts

When pigmented versus albino raty were compared. the
veslibular concentrations of DA, DOPAC and HVA were
significantly higher i prgmented male rats than in alhino
male rats (Fig. [a) Female ruts also showed higher DOPAC
and HVA concentrations in the pigmented stran than i
the albino strain, DA concentration being <imilar in the
two strains (Fig. [b)

The vestibular concentrations of NE und S-HT were
simijar for pigmented and albino male or female rats.
However, S-HIAA was signiticantty higher in pigmented
than in albino rats of the same sex (Fig. 2a.b).

In neither strain was there a significant ditlerence be-
tween males und Females exeept for the levels of HVA

O
G001+
HUTUR S
100 +
BRIV o

200
* % %k
) ﬁ&
i
I [BISIERY

D Mbiwe rats Pigmented it

Py / ovestibul
T T Y

*
+
*

I *

*

*

=

Jon

[ws)
*
*
*

H00 +

L] r—

LA

Y

= 100 b
7
=
- Huo
iL

200

* %k

1oy

=z
b
L;;]H

A DOFAL
1 atbine rats m Pigmyented rads
Fig. 1. Vestibular DA, DOPAC und HVA concentrations in male raes tal

or lemale rats (b). Empty hars = albino rats, siiped bars = pioimented
rits. Comparisens between alhino and pigmented animals are 2nven s
U= P D001 No sigmlicant difference was observed m the DA

s

vestibular concentration between albine and pigmented females. Values
are expressed as mean £ S.E.M. {n = 10 tor each group).



P Gil-Lovoasy et al. / Brain Research 746 1 [Y97) 243268 267

HO00 -

HSI
ROGITE S
20
rk*
1000
u —

NE S-UT HESH T
[ Abino rats Pigented rals

Sovestibule

By

5000

2

1600 |

0 —

2000 —

1000 : *
a - ]

NE O HT - fHAA
[ Albino rals Pigmented rals

Figo 2 Vesubular NE, 5-HT and 3-HIAA concentrations tn male rats ()
or fermale rars (bl Empty bars = albine rats, striped bars = pigmented
ruts. Comparisons between albine and pigmented animals are given as
"= pAC003 7T = P 20001 No osignificant differences were ob-
served (0 NE und 5-HT vestibular concentrations between wlbine and
pigmented animals. Values are expressed as mean £ SEM (5 =10 for
cuch groupl.

pg / vestibule

which were significantly higher in the females in both
albine (P < 0.01) and pigmented ( P < 0.05) rats,

4. Discussion

In the present study. the concentrations of NE, DA (and
its metabolites DOPAC and HVA) and 5-HT {and its
metabolite 5-HIAA}) were quantitied in the vestibule of
both albino and pigmented rats. The presence of NE
suppotts previous morphological studies showing nora-
drenergic fibers in the vestibule of mammals [7.18-
21.28.29.32].

The influence of pigmentation on the NE concentration
has been previousiy analyzed in other sensory structures.

[n the cochlea, NE concentration was observed 1o be
higher in pigmented than in alhino rars [23] although some
regions of this organ showed no difference i NE coneen-
trations with respect o strin [26]0 Alse. in the eve. the
concentration of NE was higher in prgmented thun in
albino rats [23] Nevertheless, in the present studv NE
content was similar in vestibules of the two studied strams,
both in males and females.

In contrast, the present study positively suggests that
vestibular metgholisms of both DA and 3-HT could be
strongly related o levels of pigmentaten. Pigmented rats
showed higher DA and 5-HT vestibular metabolisms than
albino rats. This assumption s supported by two facts: (1)
higher or similar concentrations of these monoamines in
vestibules of pigmented versus albino rats. and (2} tigher
concentrations of their metabolites. also in pigmented rats.

Compuring males and females of the same strain, it
could be suggested that females have a higher DA vesubu-
lar metabolism than males, since HVA concentrations were
higher in vestibules of females than in those of males. This
fact could be related to the link between DA and gonadal
steroids, since estrogen treatment affected the density of
DA receptors [9] and the extracellular levels of DA or s
metabolites [3.10] in the central nervous system. Moreover.
estrogen treatment affected the DA related behaviour [24].
Also in the cochlea, females presented simtlur DA and
DOPAC concentrations and higher HVA concentranons
than males {11,13].

DA, 5-HT and their respective metabolites are now. for
the first time. reported in the vestibule of the adult rat
Therefore. nothing 15 known about their location o this
sensory organ, since this study was carried oul using
homogenates of whole vestibules. Previous immunocyto-
chemical results [18-21.32] detected TH- und DBH-im-
munoreactive tibers forming a perivascular and non-peri-
vascuiar innervation. However, TH containing fibers nega-
tive for DBH have never been detected by immunocylo-
chemistry, but this does not exclude the possibility of therr
existence. The presence of dopanunergic efferent fibers
within the cochlea [8,11.22.30] could allow to hypothetise
the existence of 2 stmilur innervation within the vesuhule.
Evidently this suggestion needs further immunocytocheni-
cal support and also specific neurotracing confirmation. [n
any case, DA could also be present within sympathetic NE
containing fibers reaching to the vestibule. since DA is a
precursor of NE. With respeet to the vestibular location of
5-HT. it could also be related to the sympathetic innerva-
tion of the vestibule, since it has been suggesied that 5-HT
may be present in fibers originated in the superior cervical
ganglion [1,4-6,17]. In addition. serotoninergic fibers could
also originate in the brainsierm, possibly in the efferent
vestibular nuclei, but at present. this belongs to the held ol
speculation. Nevertheless, it is 1mpossible w rule vut the
possibility of the location of 5-HT in other non-neurenal
vestibulur structures. e.g. vessel endothelium [27].

Further research will be done to clearly focalize all
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these moncamines within the vestibular receptor, as a
complementary indication of their physiological role. Also,
more accurate pharmacological and receptor studies could
help to propose functional roles for all these substances in
the vestibular physiclogy.
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