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I. ANATOMIA DEL OIDO

A. GENERALIDADES

Anatomicamente el sistema auditivo se conmpone de tres
partes principales: oldo externc, oido medio y oido internoc.

La funcidén del oido externc es recoger las ondas sonoras,
actuando como una antena, vy conducirias al oido medio. Esta
constituido por el pabellédn auricular y el conducteo auditive
externc, El pabelldn auricular es un apéndice cartilaginoso
recubierto por la piel situado a ambos lados de la cabeza.
Presenta muchas varilaciones entre las diferentes especies
animales en <cuante a su forma, tamafio ¢ capacidad de
movimiento. <Como ejemplos extremos estan algunas especies de
murciélagos, en les que el pabelldn auricular es
desproporcicnadamente grande con respecto al tamafdo de la
cabeza, mientras que los topos carecen por completc de pabellén
auricular. El conducto auditivo externo es un canal tubular gue
llega hasta el oilde medio, del cual se separa por medio del
timpano, gque es una doble membrana ectodermo-endodérmica.

En el ©0ido medio se lleva a cebo una amplificacidon de los
sonldos antes de transmitirlos al oido interno. Esta formaco
por una cavidad, dencminada caja del timpano, situada en el
interior del hueso temporal, a través de la cual, y gracias a
la presencia de la membrana timpanica y la <cadena de
huesecillos, se transmite el sonido desde el oido externc al
interno. La cadena de huesecillos estd constituida por tres
huesos, €l martille, el vungque v el estribo, suspendidcs en el
interior de la caja del timpano por medico de ligamentos vy
musculos. El martillo estad insertado en el timpanc, el yungue

une al martillc con el estribo y éste uUltimo se apovya en la



membrana de la ventana oval. Por otra parte, el olido medio
comunica con la nasofaringe a través de la trompa de Eustaguio
vy con el oido interno a través de dos orificios que existen en
su pared interra: la ventana oval y la ventana redonda.

El oldo interno o laberinto se encarga de transformar la
enargia mecédnica en impulsos nerviosocs, Estd constituido por un
conjunto de cavidades localizadas en el senc del peflasce del
hueso temporal. Se divide en laberinto posterior o vestibular,
donde reside el odOrgano del equilibrio, vy laberintc anterior o
coclear, con el receptor auditivo.

El lakberinto d&sec se compone basicamente de una cavidad
central, el vestibulo, desde la que se originan hacia atréas
fres conductos semicirculares vy hacla delante un conducto
arrollado en espiral gque recibe el nombre de cdclea o caracol.
El westibulo comunica con la caja del fimpanc a través de las
ventanas redonda y oval.

El laberinto membranoso se encuentra en el intericr de la
coclea y es un conjunto de membranas que forman tres cavidades
llamadas rampas: vestibular, timpanica y ccclear © media. Las
rampas vestibular y timpénica (rampas laterales) del laberinto
membrancso se encuentran llenas de un liquido, la perilinfa, de
caracteristicas similares al liquido cefalecragquideo; la rampa
media por su parte contiene otro liquido, la endolinfa, muy
diferente al resto de los liquidos extracelulares por su alto

contenido en potasio y escaso en sodio (Salt y Konishi, 1986).

B. LA COCLEA
La céclea se encuentra situada en el laberinto &seo por

delante, por debajo y ligeramente medial con respecto al



aparatc vestibular. Para la descripcidén de la céclea haremcs
dos grandes apartados: cdclea dsea y cdOclea membrancsa.

La céclea &sea estd formada por un cone hueco, €l modiolo o
columela, sobre el que se arrclla en espiral un tubo gue da
varias vueltas dependiendc de la especie (2,5 espiras en el
hombre v la rata v 3,5 en el cobaya). En el interior de este
tubo huecc hay tres compartimentos espirales separados por
membranas gque constituyen el laberinto membrancso. Dos son
perilinfaticos (rampas vestibular y timpanica), mientras que el
central (rampa media < conducto coclear}) es endelinfatico y
aloja al receptor auditivo (Richany y cols., 1249).

La porcidn mas ancha de la cdclea, base coclear, esta en
comunicacién con la cavidad vestibular. E]l apex cocclear es el
vértice del modiolo. Podemos definir el eje coclear como la
linea que pasa por el centro de la base y por el &pex. Las
estructuras cocleares se localizan en el espacic tomando como
referencia este eje puesto que la situacidén anatémica de 1la
codclea (el eje coclear tiene una direccidédn de arriba a abajo,
de dentro a fuera y de atras a delante) hace dificil una
descripcién tomando como referencia los ejes principales del
crganismo. Las representaciones graficas de 1la cbéclea se
realizan siempre situande la base hacila abajo y el &apex hacia
arriba {Richany y cols., 1949}.

Dentro del modiclo distinguimos una parte central, donde se
encuentran las fibras nerviosas del nervico coclear vy 1os
principales vasocs sanguineos que irrigan la cbdclea; y una parte
periférica, en forma de canal espiral (canal de Rosenthal), gue
aloja a 1as neuronas del ganglioc espiral de Corti. Alrededor
del modiolo se fija una lamina ¢sea aplanada gue recorre toda

la espiral coclear desde la base hasta el apex. Se dencmina



lamina espiral ésea y por ella las fibras nerviosas alcanzan el
receptor audltivo u ¢érganc de Ceorti (Richany y cols., 1843).

lLbas conductos del laberinto membrancso se localizan con
respecto a la lamina espiral &sea del siguiente modo: la rampa
timpéanica esta por debajc y separada de la rampa media por la
membrana basilar, en la parte superior encontramos las rampas
media y vestibular separadas por la memkbrana de Reissner. Las
rampas timpanica y vestibular se comunican a nivel apical a
través de un espacico denominado heliceotrema, de forma gue la
rerilinfa que rellena la rampa timpanica estd siempre en
cocmunicacidén con la de la rampa vestibular (Richany y cols.,
1949).

La rampa media termina apicalmente de forma ciega. En su
porcidén més basal, denominada gancheo, presenta un estrecho
conducto, canalils reuniens, que pone en comunicacién el espacio
endolinfatico vestibular con el coclear. Por su parte, la rampa
vestibular desemboca basalmente en el vestibulo (ventana oval},
mientras gue la rampa timpanica aboca a la caja del timpanc a

través de la ventana redonda (Richany y cols., 1949).

B.1l. La rampa media

Tl conducto coclear se encuentra limitado por las membranas
de Reissner v basilar y por la pared lateral &sea que estéa
recubierta de una estructura epitelial denominada estria
vascular.

La regidon infero-interna del conducto coclear esta ocupada
por una estructura cornjuntiva denominada limbo espiral (Merchan
y cols., 1980; Merchan y Ludefia, 1983}. En la parte mas interna
del limbo espiral se inserta la membrana de Reissner, mientras

gue szsobre su superficie se apova la membrana tectoria.



La membrana de Reissner {Reissner, 1851) se dirige desde el
limbo espiral hacia la pared lateral, inserténdcose en la parte
superior del ligamento espiral. Estad formada por dos monocapas
celulares separadas por una membrana basal, las células de la
monocapa 1interna son de origen epitelial y poseen uniones
ocluyentes (Hunter-Duvar, 1978; Shinczaki vy Kimura, 1980C;
Uziel, 1985).

La estria vascular estd situada en la pared lateral Osea
(Fujimoto vy cols,, 198l; Shinoczakli y Kimura, 1880) vy estéa
compuesta por un epitelico nultiestratificado gue pierde 1la
menbrana basal durante el desarrollo, lo gque permite la entrada
de vascs sanguineos. Estas células epiteliales son  las
encargadas de la generacion y el mantenimiento de la endolinfa
por medic de un transporte active de sustancias desde los vasos
sanguineos a la rampa media {(Gil-Lcyzaga vy cols., 1987; Marcus,
1986). El limite inferior de la estria wvascular esta formado
por la prominencia espiral (Kolmer, 1927;.

La membrana basilar es una membrana fibrosa que se inserta
por un lade en el labio timpanico de la lamina espiral Osea vy
por el otro en el ligamento espiral. Su anchura va aumentando
desde la base al apex, mientras que su grosor va disminuyendo
siguiendo el mismoc gradiente (Cabezude, 1978; Wada, 1923;. En
cada nivel se puede dividir en dos partes: pars arcuate y pars
pectinata. La pars arcuata es la mas interna y de menor
longitud vy esta constituida por una matriz fibrilar. La pars
pectinata o estriada estd formada por dos capas fibrilares
entre las cuales existe un material amorfo (Gil-Loyzaga vy
cols., 1987; Lavsdowskii, 1874). La parte de la membrana
basilar en contacto con la rampa timpanica estd recublerta por

celulas mesctelliales que dejan entre s£llas abundantes espacios



vacios. La otra cara estd recubierta por una fina membrana
basal sobre la gque se apoyan 1los elementos epiteliales
constituyentes del érganc de Corti y del surco espiral externo.
En su porcién més interna existe una zona perforada por Las
fibras nervicsas llamada habénula perforada.

El surcc espiral externc esta recubiertoc por células
epiteliales cuboides: células de Hensen, la mas internas ¥y
células de Claudius, mas externas, Vv se extiende desde el
limite externc del <&rgane de Corti hasta la pared Lateral.
Existe otro surco, el surco espiral interno, que se situa entre
las elevacicnes formadas por el limbo espiral interno y por el

4drgano de Corti, vy esté cubierto por la membrana tectoria.

B.2. El érganc de Corti

El organc de Corti o papila auditiva es el receptor
auditive propiamente diche. Se encuentra cublierte por una
estructura acelular que no forma parte de €1, llamada membrana
tectoria. Estéd formado por células senscoriales vy de soporte

Las c¢élulas sensoriales (células ciliadas} son de dos
tipos: células ciliadas internas (CCls) y externas (CCEs). Las
CCIs estdn dispuestas en una sola hilera interna y las CCEs se
organizan en fTres hileras externas. Los dos tipos de células
estan sustentadas por células de soporte especializadas como
las células de Deiters para las CCEs, o poco especializadas

como las células internas de soporte para las CCIs.

B.2.1. Sistema de soporte
El sistema de soporte del drgano de Corti estéd constituido
fundamentalmente por: los pilares o arcos de Corti, las células

internas de soporte y las células de Deiters.



Los pilares de Corti (Corti, 1851; Merchan y cols., 198Z)
forman dos hileras paralelas situadas entre las CCIls y CCEs.
Son células muy especializadas que constan de tres partes: ple
o base, cuerpo vy cabeza. La base de los pilares es la porcidn
més ensanchada de la c¢élula, donde se encuentra el nuclec
celular y por la gue se apoya sobre la membrana basal. EL
cuerpc celular es més estrecho y estd dotado de numeroscs
filamentos de actina y microttbulcos (Arima vy c¢ols., 1883;
Slepecky vy Chamberlain, 1983). La cabeza es la porcidn
ensanchada terminal.

Las células de los pilares de la hilera interna contactan
con las de la hilera externa solamente por la base y la cabeza
celular, delimitando azi un espacio triangular gue recorre toda
la longitud de la espira coclear v gque recibe el nombre de
tinel de Corti. Los cuerpos de los pilares internos scn
aplanados y estan adosades en forma de empalizada dejando paso
sélo a las fibras nerviosas gue i1nervan las CCEs (Merchan vy
cols., 1982). Los cuerpcs de los pilares externos gson mas
estrechos, permitiendo la existencia de espacios wvacics entre
ellos.

Las cabezas de los pilares internos se situan por encima de
las de los pilares externcs, y estéan unidas por un desmosoma de
gran tamafio. Las cabezas de lcs pilares interncos alcanzan la
superficie apical de la primera fila de CCEs. Por su parte, las
prolongaciones apicales de los pilares externos alcanzan la
segunda hilera de CCEs {Gil-Loyzaga y Merchéan, 1983).

Las CCIs contactan por su lade mas externo por los pilares
interncs, por su base por las células internas de soporte y por
el lado interno por otrc tipo de células eplteliales de soporte

mencs especializadas, las dencminadas c¢élulas marginales



internas, gue forman el limite entre el organo de Corti y el
surco espiral interno (Ludeda vy ceols., 1980; Merchan y Ludefia,
1983) .

Las células de Deiters o £faléngicas se disponen en tres
filas paralelas situadas schre la membrana basilar Y
envelviendo los polos basales de las CCEs. Las células de
Deiters emiten una prolongacién, la prolongacidén faldngica, que
se dirige hacia la superficie del drgano de Corti. Una vez en
la superficie estas prolcngaciones se extienden hasta contactar
con otras prolongaciones faléangicas, con las cabezas de los
pilares externos y con la superficie apical de las CCEs. La
superficie del d&rganc de Corti queda asi formada por wvarios
tipos celulares que le dan un aspecto de embaldosadc al que
Kolliker (1854) denomindé membrana reticular.

guedan asi espacios vacios entre las CCEs ' las
prolongaciones faldngicas. Estos espaclies, gque se denominan
espacios de Nuel, comunican internamente con el tunel de Corti,
a través de los espacios que existen entre los cuerpos de los
pilares externos. Los espacios de Nuel estén cerrados
externamente por las células de Hensen (Hensen, 1863; Merchan vy
cols., 1980).

El liquido gque rellena el tunel de Corti y los espacios de
Nuel es de caracteristicas similares a la perilinfa, a pesar de
su localizacidén en el interior de la rampa media. Esto se debe
a que toda la superficie del o6rgano de Corti, al igual gque el
resto de la rampa media, se encuentra sellada por uniones
intercelulares de tipo ocluyente (Merchan vy Ludefia, 1983), 1o
cual impide el intercambic libre de 1iones entre endelinfa y

perilinfa.
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B.2.2 Membrana tectoria

La membrana tectecria es una estructura glicoproteica
acelular que, desde su anclaje interno en la superficie del
limbo espiral, salta por encima del surcc espiral internc para
cubrir al 6érgano de Corti. Al igual gue la membrana basilar su
anchura se incrementa siguiendo un gradiente bhase-apex (Steel,
1983; Wada, 1923). No se apoya directamente sobre la superficie
del organc de Corti, sino sélo sobre 1os ciliocs mds altos de
las CCEs, que forman en ella unas impresiones digitiformes en
forma de "V" o de "W" (Hunter-Duwvar, 19278). Externamente parece
anclarse sobre la porcidn mas alta de las células de Hensen
(Steel 1983). No obstante, la presencia de esteos anclajes en el
animal adulto no ha sido totalmente confirmada.

Estd compuesta de glicoproteinas vy glicosaminglicancs,
distribuidces de diferente manera segln las zonas de la membrana
(Gil-Loyzaga vy cols., 19853a, 1985b; Gil-Loyzaga y cols., 1991;

Mencyoc—-Bueno y cols., 1220; Remezal y Gil-Loyzaga, 198923).

B.2.3 Células ciliadas internas (CCIs)

Las CCis son las verdaderas células receptoras del érgano
de Corti. Se sittan en la regidén interna del &rganc de Corti,
rodeadas por las expansiones de las células internas de soporte
y entre las células limitantes vy los pilares internocs.

El cuerpo celular es piriforme y se halla ligeramente
inciinado scbre la cara medial de los pilares internos. El
niclec se encuentra en la porcidn mas ensanchada de la célula,
la regién media, donde se encuentran la maycr parte de las
organelas citoplasmicas (revisidn en Merchan y Ludefia, 1983).

En el polo apical encontramos una zona de mavor densidad

electrdnica en forma de franja paralela (placa cuticular) a la
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superficie celular en la que se anclan las raicillas ciliares.
La placa cuticular deja libre la porcién més externa del apex
celular donde existe un corpusculo basal, testigo de la
presencia de un guinetocilio gue desaparece durante la
maduracion (Gil-Loyzaga y Merchén, 1883; Nielsen y Slepecky,
1986). Se ha demostrado a mnivel de la placa cuticular la
presencia de filamentos de actina vy miosina (Slepecky vy
Chamberlain, 1983).

Los estereocilics se disponen en varias hileras paralelas
en sentido longitudinal, siguiendo la direccidn de la espiral
coclear. Los c¢ilios méas externcs son los de mayor longitud,
mientras que los de la hilera mds interna son los més corfos.
Cada cilio individual presenta un esgueleto fibrilar
constituide fundamentalmente por filamentos de actina (Anniko y
cols., 1988; Flock vy cols., 1982) y microtubulcs (Corey v
Hudspeth, 1972) gue le propercionan rigidez y clerta capacidad
contractil. Presentan, ademas, un estrechamientc en la base
(Kimura, 1965) de manera gue cuando el estereccilic se ve
sometide a una fuerza tendente a flexionarlo, la deformacioéon
tiene lugar casi exclusivamente en la regldn estrecha,
permaneciendo rigidce el resto (Flock y cols., 1977). Por otrc
lado, caca estereocilio se encuentra unido a los que le rodean
por uncs puentes de naturaleza glicoproteica (Furness v
Hackney, 19286¢; Pickles, 1982). La presencia de tales uniones
interciliares, gque afectan a tcdos los cilics de una misma
célula, tiene como consecuencia el que el desplazamiento de un

sélo ¢ilic arrastre tras de si al resto {(Flock v cols., 1977).
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B.2.4. Células ciliadas externas (CCEs)

Las CCEs son alargadas y cilindricas, situandose el nuclec
en posiciéon basal. Se disponen en tres filas longitudinales a
lo largoe de la espiral coclear presentando un aumentc gradual
en su longitud y en la de sus estereocilios desde la base al
dpex (Liberman, 1982b; Miller, 1991; Puliocl vy cols., 1992}. Asi
misme, parece haber una gradacidén en longitud de las tres CCEs
de distintas filas en espiras mas apilcales, siendo mds largas
las externas, esta situacidn no se presentaria en la espira
basal {Pujol v cols., 1892).

Tanto los cilios como la placa cuticular son de estructura
muy similar a los de las CCIs. 3in embargo, existe una
diferencia importante en la disposicién de los cilios en la
superficie apical ya que no se disponen longitudinalmente sino
formando una "V" o una "W" con el vértice orientado
externamente (Furness y Hackney, 1986; Kimura, 1965). Por otra
parte, los cilios mas altos {los mas externos) entran en
contacto directo con la superficie inferior de la membrana
tectoria, a la gue se hallan anclados (Hunter-Duvar, 1978).

Las C(CEs presentan una especializacién tipica, son las
denominadas cisternas sublemmales dispuestas paralelamente a su
superficie lateral. Aungue se desconoce su funcidn, se ha
propuestoc su participacidn en los fendémenos de motilidad

celular (Gil-~Leoyzaga y Brownell, 1988).
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ITI. INERVACION DEL RECEPTOR AUDITIVO

El recepter auditive recibe tres tipos de inervacidn:
aferente, eferente vy simpatica.

a) Inervacién aferente: llevada a cabeo por las neuronas del
ganglio espiral de Corti, due ponen en comunicacién el receptor
con los nucleos cocleares.

b) Inervacidén eferente: procede de neurcnas cuycs scmas se
localizan en el tronco cerebral, en el compleijo olivar
superior.

c) Inervacidn simpatica: llega descde el ganglioc estrellado

vy el ganglio cervical superior.

A. INERVACION AFERENTE COCLEAR
Las neuronas del ganglico espiral de Corti se encuentran en
el canal de Rosenthal vy son de dos tipos, tipe I vy tipo II,

diferenciados tanto morfoldgica como fisiolégicamente.

A.l. Neuronas tipo I

Representan la gran mayoria (alrededor del 95%) de las
neurcnas Jgue componen el ganglico espiral. Son  grandes,
hipolares vy se encuentran cubiertas, inclusc en su scma, por
varias capas de mielina.

Del soma celular parten dos prelongaciones, originadas en
pclos opuestos de la célula. La prolongacidn periférica,
dendrita, se dirige hacia el érgano de Corti atravesando
radialmente y sin ramificarse la lémina espiral Osea hasta
alcanzar la habénula perforadsa, dende plerden su  vaina

mielinica. Siguiendo un trayecto radial alcanzan el polo basal

de las CCIs.
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Una scla neurona del tipoc I contacta con una sola CCI, si
bien cada CCIl recibe prolongaciones de unas veinte neurcnas de
tipo I. El botén terminal de la dendrita tipoe I se apone al
cuerpo celular de la célula ciliada formando una sinapsis
asimétrica de tipo Gray I, de mayoyr engrosamiento
postsindptice. En proximidad al engrosamiento presindptico se
observan cuerpos sinapticos rodeados de vesiculas sinapticas.
Suele existir un solo cuerpo sindpticce por cada sinapsis
aferente tipo I, aungue en determinadas circunstancias como el
envejecimiento vy el desarrollo embrionaric su numerc puede ser

mayvor (Pujol y Lenoir, 19286;.

A.1.1. El neurcotransmisor de las CCIs

Se cuenta con muchas pruebkas indirectas de gue el GLU actua
como neurotransmisor en la sinapsis entre la CCI vy las
dendritas de las neuronas tipo I del ganglic espiral. Sin
embargo, el reconocimiento del GLU como el mejor candidato a
neurotransmiscor aferente coclear no excluye la poesibilidad de
que otras sustancias neurcactiwvas, particularmente el
aspartato, ceexistan con &1 en las mismas sinapsis (Eybalin,
1993) .

En el apartado V.C.1l. veremos con mas detalle las pruebas
experimentales a favor del GLU COmOo el principal
neurotransmisor entre las CCIs y las dendritas de las neuronas

tipo I del ganglio espiral coclear.

A.2. Neuronas tipo II
Constituyen alrededor del 5% del total de neuronas del
ganglio espiral. Son neurcnas Jgeneralmente pseudomonopclares,

mds pequefias gque las neurcnas de tipo I. A diferencia de las
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neuronas tipc I son amielinicas, aungue estan cublertas por
expansicnes de las células de Schwan. Su prelongacién
periférica se dirige hacia el odérgano de Cortl a través de la
lamina espiral ésea. Después de atravesar la habénula perforada
alcanzan el polo basal de las CCIs donde forman parte del plexo
espiral internc. Tras un trayecto de longitud variable cruzan
el tunel de Corti, normalmente por su parte baja, alcanzando
asi la zona de las CCEs y tomandoe de nuevoe una direcciédn
espiral entre las células faldngicas, constituyendo 1lcs
fasciculos espirales externos (Schwartz y Ryan, 198¢).

Las prolongacicnes periféricas de las neuronas tipe I1II, a
diferencia de las de tipc 1, se ramifican en diferentes puntos
de su recorride, establecliendo contacto con un numero variable
de CCEs (Simmons y Liberman, 1988a}; segun Brown (1987) parece
existir un gradiente en el patrén de inervacién en el que CEEs
de distintas filas, perc con igual longitud serian inervadas
por la misma neurcna.

La sinapsis se realiza a través de un peguefioc botén
terminal adosado a la Dbase de la CCEs. Las unicas
especializaciones sinapticas consisten en las densidades pre y
postsinédpticas, de aproximadamente el mismo grosor (tipe II de
Gray), Yy en un escaso numero de vesiculas sindpticas cercanas a
la membrana presindptica (Pujol vy Lencir, 1986¢; Simmons vy
Liberman, 1988b}.

Una sola neurona tipo I1 realiza contactos sinapticos con
muchas CCEs. Cada CCEs recibe contactos de un escaso numerc de
neuronas tipo II. Este patrén de inervacidn representa,
contrariamente a lo anteriormente exXpuestoc para las neuronas

tipo I, un ejemplo de convergencia. Dado el trayecto espiral de
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las dendritas tipo II, esto significa que cada neurona tipo II

recibe informacién procedente de un amplic sector coclear.

A.2.1. El neurotransmisor aferente de las CCEs

Las CCEs no parecen despolarizarse como respuesta al
estimulc sonoro. Al menos esto se desprende del Gnico estudio
disponible haste la fecha en el gue se han registradoc neuronas
de tipo II (Rcbertson, 1984). Este hecho lleva a descartar que
estas células y las neuronas que las inervan estén implicadas
primariamente en la recepcidén auditiva.

El Unicc neurctransmisor gue cuenta con evidencia a su
favor es el GLU. Este se ha detectadec en las CCEs usando
técnicas inmunocitoguimicas (Altschuler y cols., 198%2; Eybalin
y cols., 1991).

Los estudios de neurotoxicidad por AK sugieren que, al
mencs durante la maduracién (Gil-Loyzaga y Pujol, 1290a y b), ¥
en el apex ccclear del animal adulte {Pujol v cols., 1985), las
CCEs pedrian utilizar GLU como neurotransmisor, dado gue se
observan terminales severamente dilatados gue contactan con la
base de estas células. Sin embargo, al lado de estos terminales
dafiados se encuentran otros, con las caracteristicas
ultraestructurales de los terminales aferentes tipo II, gque no
resultan afectados por el kainato (Juiz vy cols., 1989; Gil-
Loyzaga y Pujol, 1990a, 1990b; Pujcl y cols., 1985, 1987) o por
el AMPA {Fuel vy cols., 1991b). Esto ha llevado a sugerir gue
las dendritas afectadas pertenecen a neurcnas tipe I, dgue
inervarian a las CCEs durante el desarrollo para desaparecer en
el animal adulto, exceptc en la zona terminal del apex coclear

(Gil-Loyzaga y Pudjel, 199Ca vy b; Puijol vy cols., 1985, 1387).
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B, INERVACION EFERENTE COCLEAR

La inervacidon eferente coclear se divide en dos sistemas
independientes atendiendoc & la localizacidn de sus neurcnas de
origen y a las zonas de proyeccidn dentro del organo de Corti

(Warr v cols., 1986).

B.l1. Sistema eferente olivococlear lateral (SEOCL)

Las neuronas que dan o¢origen al SECOCL se encuentran
alrededor o en el interior del ntcleo olivar superior ifateral
(Warr, 197%5).

Las proyecciones del SEOQOCL a la cdclea son mayoritariamente
ipsilaterales, entre el 85% en el gato y el 100% en la rata
(Robertson, 1984). Siguen una distribucidén tonotdpica sobre la
codclea. Las neurcnas del nucleo olivar superior lateral que
proyectan ipsilateralmente 1o hacen de modo dque las mas
mediales proyectan a la base coclear y las mas laterales al
adpex. S5in embargo, las que provectan a la cdclea contralateral
llegan dnicamente al éapex.

Los axcnes de las neuronas del SEQCL salen del tronco
cerebral accmpailando a la ralz del nervio vestibular para
alcanzar méas tarde el nervio coclear a través de la anastomosis
de Cort. Una vez en el interior de 1la cédclea se integran en el
haz intraganglionar. Siguen después un trayecto espiral en el
haz espiral internc vy forman sinapsis en passant con las
dendritas de las neuronas tipo I (Liberman, 1980; Pujol vy

Lencir, 1986).
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B.2. Sistema eferente olivococlear medial (SEOCM)

El SEOCM estd formado por neuronas grandes, nultipolares,
de soma fusiforme. Como en el SEQCL, estas mneuronas emiten
prolongaciones gue se dirigen hacia la céclea homolateral y
contralateral pero, en este caso, ¢l componente cruzado es el
mas importante (Warr v cols., 1986). Las prolongaciones de
estas neuronas siguen el mismc trayecto hacia la periferia que
sus homdlogas del SEOCL. Sin embargo se dirigen hacia las CCEs
de forma radial, cruzando el tunel de Corti y ramificéndose a
diferentes alturas hasta alcanrzar el polo basal de éstas
células (Rcbertson, 1984)., Terminan formando sinapsis axo-

sométicas sobre el polo basal de las CCEs.

B.3. Sustancias neurcactivas eferentes cocleares
El término sustancia neurcactiva abarca a los
neurctransmiscres cléasicos y a los neuromoduladores, es decir,
aquellas sustancias que no tienen un efecto postsinaptico
inmediato sinc que ejercen un efecto modulader de 1a accidén de

un neurctransmiscr {(Hucho, 198¢).

B.3.1. Acetilcolina (Ach)

La acetilcolina, asl como su enzima de sintesis, la colin-
acetil transferasa (ChAT}, se han detectado mediante métodos
radioguimicos {Fex y Wenthold, 1976; Hoffman y cols., 1988).
Estudios inmunccitogquimicos ponen de manifiesto que la ChAT se
encuentra tanto en el sistema olivoceoclear medial comoe en el
lateral. Sélo contamos con informacién indirecta acerca de la
posible liberacién de acetilcolina en respuesta a la
estimulacién de 1a inervacidn eferente coclear (Fex, 1973;

Norris vy Guth, 1974).
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La inactivacién de la acetilcolina liberada al espacio
intersinaptico se lleva a cabo  por mediacidén @ de la
acetilcolinesterasa (AChE). Se ha demostrado, por medio de
métodos histogquimicos, su presencia en las fibras eferentes del
haz espiral interno y en las que alcanzan las CCEs (Merchén-
Pérez v cols., 1994; Sobkowicz y Emmerling, 1889).

La estimulacién de las fibras olivococleares a nivel del
suelo del cuarto ventriculo provoca una disminucidén de la
amplitud del potencial de accién compuestc del nervic coclear y
un incremento del potencial microfénico coclear (Eybalin, 1993;
Wiederhold, 198¢). Estos resultados se pueden reproducir usando
Ach ¢ sus agonistas y blogquearse con sus antagonistas,

La estimulacidén eléctrica del componente cruzado del haz
olivococlear provoca una digminucidén del potencial receptor de
las CCIs (Brown vy cols., 1983; Brewn y Nutall, 1984). Este
hecho podria tal vez explicar la menor respuesta al sonido de
las neuronas del ganglio espiral ante este mismo tipo de
estimulacidn (Comis y Leng, 1979; Robertson y Johnstone, 1978).

Parece propable la presencia en las CCEs de receptores
colinérgicos tante para los nicotinicos como para los
nmuscarinicocs {Plinkert \' cols., 1991} . En estudios
electrofisiocldgicos realizados scbre CCEs aisladas se ha
observade que la acetilcclina provoca una corriente de salida
de potasic en estas células al actuar sobre receptores

nicotinices (Housley y Ashmore, 1281).

B.3.2. Acidec gamma aminc butirico (GABA)
La utilizacién de métodos inmunocitoguimicos ha puesto de
manifiesto la presencia de inmuncreactividad tipo GABA en el

haz espiral internc, formando contactos sinapticos con las
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fibras aferentes tipo I. También bajo las CCEs se encuentran
terminales inmuncoreactivos. La reaccién se limita, en este
caso, a Llas espiras apicales de la céclea (Merchan-Peérez vy
cols., 192Ca v b, 1993). El enzima que cataliza la sintesis de
GABA a partir del é&cide glutémico, gliutamato decarboxilasa
(GAD), se encuentra también en las varicosidades del haz
espiral internc y en terminales que contactan con las CCEs de
las espiras altas (Merchén-Pérez vy cols., 199%0a, b y 1993;
Ylikoski y cols., 1989;.

El GABA, ¢ una sustancia muy similar, se libera a la
perilinfa tras estimulacidén sonora (Drescher y cels., 1983) o
tras despeclarizacidn por altas concentraciones de potasio
(Rebbin y cols., 1990a, 1991). El mecanismo mas probable de
aclaramiento del GABA es su recaptacidn por las terminaciones
nerviosas (Schwartz y cols,, 1988}. La perfusidn intracoclear
de antagonistas del GABA provoca un descenso de la amplitud del
potencial de accidn compuesto del nervice coclear (Bobbkin v
Thompson, 1278) . Ademas, estos antagonistas blogquean
parcialmente 1los efectos de la estimulacién del haz
olivococlear cruzado (Klinke Yy Qertel, 1977a) . Se ha
determinacdo la presencia de receptores tipo GABA-A en el polo
sinaptico de CCEs {(Plinkert v cols., 1991) . La
inmunoreactividad es mas intensa cuanto mas apicales son las
CCEs, aungque no desaparece en las CCEs procedentes de la espira

basal. Se desconocce la presencia de recepiores GABA-B,

B.3.3. Dopamina
Se ha demostrade la presencia de dopamina en la ¢dclea
utilizando técnicas de HPLC con deteccidn electroquimica {(Gil-

Lovyzaga y Parés-Herbute, 1989; Gil-Loyzaga vy cols., 19%3a; Gii-



21

Loyzaga, 1995). Los estudios inmunocitoguimicos en los gue se
han localizado los enzimas de sintesis sugieren que la dopamina
podria encontrarse en los terminales del sistema eferente
lateral en el haz espiral interno, ademads, lcs estudios
ultraestructurales indican que ambos enzimas se encuentran en
varicosidades que forman sinapsis con las dendritas aferentes
tipo I (Eybalin y cols, 19393).

La administracién perilinfatica de dopamina practicamente
no afecta al potencial de accién compuesto ni al potencial
microfénico coclear {Bobbin y Thompson, 1978). Sin embargo, muy
recientemente, se ha demostrado gue el metabolismo de 1la
dopamina coclear aumenta con la estimulacidn acustica (Gil-
Loyzaga vy cols., 1993a). Por otra parte, la liberaciéon vy
turnover de dopamina coclear parece estar modulada por
receptores presinaptices de tipo D2 (Gil-Loyzaga v cols., 1994;

Vicente-Torres y cols., 1983).

B.3.4. Péptidos opioides

En la cdclea se han ildentificado péptides opioides de la
familia de la prcencefalina v de la familia de la prodinorfina.

Entre los derivados de la preencefalina se han localizado
en la coéclea 1la Met-encefalina, la Leu-encefalina y el
octapéptido Met-encefalina-Arg6-Gly7-Leu8 tanto por métocdos
inmunocitoquimicos como por HPLC ({Eybalin, 1993). También
durante el desarrollce coclear se han identificadoe por métodos
inmunocitoquimicos la Met-encefalina vy el octapéptideo Met-
encefalina-Arg6-Gly7-Leu8 ({Gil-lLoyzaga vy «cols., 1988). Los
estudios ultraestructurales indican que estos péptidos se
encuentran en las varicosidades eferentes del haz espiral

internc. Ademas, al menos la Met-encefalina se libera en la
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coclea en respuesta a la estimulacidn scnecra {Drescher y cols.,
1983; Evybalin y cols., 1987). La presencia de receptores para
péptidos opicides en la cOclea parece probable, ya que algunos
de sus agonistas vy antagonistas sintéticos tienen sitios de
unién especificos en homogeneizados cocleares (Hoffman, 198¢).
Entre los derivados de la prodinorfina ¢ proenceifalina B se
cuentan la dinorfina A, la dinorfina B y la alfa-neoendorfina
{Eybalin, 1993} . Las tres han sido identificadas
inmunocitoguimicamente en la regién del haz espiral internc. El
posible papel funcional de las dincrfinas presentes en la

coclea es desconocido.

B.3.5. Péptido relacionado con el gen de la
¢alcitonina (CGRP)

El CGRP es un péptido gue se expresa en las celulas
nerviosas. Este péptido recibe su nombre debido al heche de que
se encuentra codificadc en la misma secuencila que el gen de la
calcitonina.

Fn la céclea se ha detectado la presencia de CGRP tanto por
métodos biloquimicos como inmunocitoquimicos. En cuanto a su
localizacidén a nivel celular, parece claro, segun se desprende
de los resultados de numeroscs estudios, gque se halla presente
en las varicosidades del haz espiral interno vy en 1los
terminales gue contactan c¢on las CCEs (Merchan-Pérez y cols.,
1990c) .

L.os estudics ultraestructurales a nivel coclear confirman
la presencia de inmunoreactividad tipo CGRP tanto en
varicosidades del haz espiral interno gque realizan sinapsis con
las dendritas tipo I, como en la mayor parte de los terminales

eferentes gue contactan con las CCEs (Eybalin y Pujol, 1989).
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Se ha descrito que la perfusién intracoclear de CGRP
provoca una disminucién dosis-dependiente de la amplitud del
potencial de accidn compuestc del nervic coclear (Eybalin,
1993).

Ademéds de los arriba descrites se han propuesto otras
muchas sustancias como el GLU, aspartato, taurina, ATP, etc.
que podrian tener un efecto neurcomodulador (Eybalin, 1993). En
ia actualidad se maneja la hipdtesis de un sistema eferente
formado por variocs fasciculos con efectos activadores o
inhibidores tanto sobre la accién de las CCEs como las CCls

{(Gil-Loyzaga, 1995).

C. INERVACION SIMPATICA

Esta inervacidn consta de dos componentes: uno
perivascular, originade en el ganglio estreliadeo vy otro
independiente de vasos, posiblemente originade en e]1 ganglio
cervical superior (Spoendiin, 1981).

El componente perivascular probablemente controla el fluio
sanguineo (Carrasco vy cols., 1990); con respecto al otro
componente vy debido a su localizacidn en la habénula perforada,
Spoendlin y Lichtensteiger (19266} propusieron su intervencidn
en la generacién de impulsos nervicsos.

Las sustancias neuroactivas implicadas en esta inervacidn
incluyen la noradrenalina (Eybalin y Pujol, 1983; Gil-Loyzaga y
Parés-Herbuté, 1989), la sustancia P, el péptidc intestinal

vascactivo, el GABA y otres ( Evbalin 1993).
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III. FISIOLOGIA DE LA AUDICION

£l estimulo que capta el receptor auditivo es el sonido, el
cual consiste en un movimiento vibratorio producido por un
cuerpo elastico en movimiento que se transmite a las moléculas
constituyentes del medioc con el que se encuentra en contacto.
El sonido, por tanto, se puede transmitir a través de un cuerpo
sdlide, liguido o gaseoso con una velocidad en relacidén a la
estructura molecular del medic. El modelo méds simple de sonido
son los movimientos armdnicos simples gue guedan definidos por
su intensidad, medida en decibelios {dB), vy su frecuencia,
medida en Hercios (Hz). Todo sonido complejc se puede dividir
en sus componentes mé&s simples mediante transformadas de
Fourier.

La audicién es la capacidad gue posee el cido para extraer
un mensaje auditivo de un sonide compleje. El clido externo y el
medic intervienern en el proceso de conversidén de una vibracidn
aérea en un vibracién mecanica, mlentras que en el cido internc
la vibracidn mecanica se transforma en potenciales de accidn
que cedifican la informacidén sobre intensidades y frecuencias.
Esta informacidédn permite localizar la fuente sonora vy
establecer comparacicnes entre diferentes sonidos.

Daremos primero una visién general de la fisiclogia del
aparato auditivo periférico (Gil-Loyzaga y Pujol, 1993}, que,
seguidamente detallaremos:

1.- El sonido recibido por el timpanc se transmite a la
cadena de huesecillos del ¢ido medio. El estribo hace wvibrar a
la membrana oval, la cual transmite dicha vibracién a la
periiinfa de la rampa vestibular, proveocande en ella una onda

de presidén. Como los ligquidos son incompresibles, la onda de
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presién se transmite a través del helicotrema a Lla rampa
timpanica, produciendo una deflexidn de la membrana redonda,
inversa a la de la membrana oval.

2.- La vibracidén de los liquidos se transmite a la membrana
basilar o mas concretamente al conjunto del receptor, que vibra
desplazandose hacia arriba vy hacia abaje. Esta vibracidn
presenta una tonotopia grosera ligada a las propiedades
elasticas del conjunto formade por la membrana basilar y el
receptor (micromecanica pasiva). El sector de méxima excursidn
de la basilar se desplaza hacia el Aapex a medida que la
frecuencias del sonido estimulante disminuye.

3.- La membrana tectoria, que permanece fija por su anclaje
internc a nivel del limbo espiral, realiza un movimiento de
deslizamientc relativo scbre la superficie del receptor gque
implica la deflexidén de los estereocilios larges de las CCEs.
La deflexidén de los estereocilios cuando la basilar se desplaza
hacia arriba tiene caricter excitador, wvariando el potencial de
membrana celular.

4.- Las CCEs activadas desarrcllan contracciocnes rapidas
(mecanismos activos) en fase con la frecuencia del sonido
estimulador. Estas contraccicnes producen el acoplamiento entre
la membrana basilar vy la tectoria, lo gue supcone una
amplificacidén de la vibracidén en una zona muy restringida de la
espiral coclear. Es decir, producen un efecto de amplificacién
selectiva o filtro del sonido. No obkstante, esta amplificacién
se realizaria sélo en los sonidos de baja intensidad; en lios
sonidos iguales o supericres a 70 dB la participacidn de las

CCEs en la micromecanica coclear es progresivamente menor.
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5.- Las (CIs de la zona estimulada selectivamente por 1la
vibracidn pasiva y por los mecanismos activos de las CCEs, son
excitadas con un maximo de sensibilidad.

6.~ Las escasas CCIs despolarizadas liberan su
neurotransmisor {GLU) por el polo baszal, enviando &l mensaje
auditivo al sistema nervicso central por las fibras aferentes
de las neurconas de tipo I. Gracias a los mecanismes de
selectividad frecuencial derivados de las CCEs, dos CCIs
contiguas pueden codificar y enviar dos mensajes discretamente
diferentes.

7.~ El mensaje auditive gque alcanza los nuclecs cocleares
sigue dos vias paralelas. Por una de ellas es enviado a centros
supericres y por la otra es transmitido a los nucleos eferentes
del complejo olivar superior, de donde parten los sistemas
eferentes medizl y lateral. Se ha sugeride gque la funcién del
sistema eferente medial seria la atenuacidn de lcs mecanismos
activos de las CCEs, por estimulacidén de las contracciones
lentas. Por su parte el sistema eferente lateral, cerraria un
arco de control retrdgrado clasice modulande los mensajes que
circulan por las fibras aferentes de las neurocnas iipo I. Dado
que se han descrito numerosas sustancias neurcactivas y puede
suponerse que parte de ellas tendrian una funcidén facilitadora
y otras inhibidora de dicho mensaje.

Una vez dada la wvisidn general, pasamos a detallar la
fisiclegia auditiva, cemenzando con el mecanismo de
transduccidén coclear, la fisiclogia del receptor v finalmente
describiremos los potenciales eléctricos gue se pueden
registrar en la via acustica con especial énfasis en los

potenciales cocleares.
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A. TRANSDUCCION COCLEAR

En el sistema de transduccién del sonido desde el exterior
hasta las CCIs intervienen: el oido externo, el medic y el
interno; este Ultimo lo detallaremos en un apartado dedicado a
la fisiologia coclear.

El pabellén auditivo, dotado de movilidad en la mayoria de
ios mamiferos, hace las funciones de antena actstica, ademés,
debido a su morfoleogia (junto con la del canal auditivo) es
capaz de cambiar la presién del sonido, aumenténdela, antes de
que incida en el timpano {(Dancer, 1988).

En lo que se refiere al ocido medio se distinguen tres
misiones fundamentales:

1.- Se encarga de transformar las ondas acusticas en
vibraciones mecanicas.

2,.- Permite la adaptacién de la impedancia entre el medio
aéreo externc vy el medio liquido del oido interno.

3.- Protege al oido interno modulandc la cantidad de
energia que recibe.

La cadena de huesecillos es la encargada de conducir las
vibracicnes preoducidas en la membrana timpanica, vibraciones
muy complejas que dependen de la intensidad y de la frecuencia
del sonido estimulante, hasta la céclea.

Una vez transmitida la vibracidén aérea a la cadena de
huesecillos, ésta vibracidén debe pasar a vibracidn iigquida lo
que conllevaria una pérdida de energia. El oido medio actia
como un adaptador de impedancias debido a la diferencia de
tamafio entre el timpanc y la ventana oval por lo que la presién
final en la membrana oval estd muy incrementada, esta relacidn
de transformacién llega a ser de 24/1 con una ganancia de 27 dB

en el hombre (Zwislocki, 1975). La ganancia de presidn no es un
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factor constante y depende de la frecuencia del scnido. Las
diferencias entre 1las funciones de transferencia del oido
externo y del oido medio explican, en su mnayor parte, las
diferencias entre las curvas de umbral de sensibilidad auditiva
entre las diferentes especies de mamiferos (Dancer y Francke,
1982; Dancer, 1988).

Mediante el reflejo estapedial el ¢ido medic protege de los
sonidos intenscs. Este reflejo consiste en la contraccidn
refleja del miGsculc del estribo, y para sonidos de extrema
intensidad del musculo del martillo, lo que supone una pérdida
en la funcién de transferencia del oido medio. Este refiejo es
operative para sonidos de intensidad mayer a 80 dB vy
especialmente para los de baja frecuencia (Moiler, 1974},

El papel funcional de la trompa de Eustaguic consiste en
igualar las presicnes aeéreas entre el exterior y 1la caja
timpanica. Por otra parte, el sonido puede también alcanzar la
cbclea por medic de conduccidn dsea directa a través de las

vibraciones del hueso temporal.

B. FISIOLOGIA COCLEAR

En la cbclea se transforman las vibraciones mecanicas de la
ventana oval en mensaje neural y se realiza un primer analisis
de la frecuencia y de la intensidad, con una discriminacidn
temporal de 1 ms.

En cuanto al anadlisis de la frecuencia, ha sido un tema de
debate intensc puesto gque ningtn modelo fisicce ni nervioso
podia explicar la alta selectividad en este anédlisis que lleva

a cabo la coclea.



Hoy en dia se acepta que la mecénica coclear incluye dos
procesos, unc pasivo generado por la estructura y organizacion

coclear y otro active lievado a cabo por las CCEs.

B.1l. Mecanica coclear pasiva

Se considera mecénica pasiva a las propiedades fisicas que
por su estructura y organizacién tiene la cbdclea para llevar a
cabo el analisis frecuencial. La gradacidén tanto en longitud
como en grosor desde la base al 4dpex coclear de la membrana
basilar es la ©principal —caracteristica estructural que
interviene en la mecédnica coclear pasiva.

Las vibraciones de 1la wventana oval se transmiten a la
perilinfa en forma de onda de presidén que se propaga por ella
hasta llegar a la membrana redonda, donde se disipa ia esnergia
al producirse en ella movimientos contrapuestos a los ocurridos
en la ventana oval, transmitiéndose estas vibracicnes al medico
aéreo de la caja del timpanc.

La mecanica coclear pasiva ha sido explicada por dos
grandes teorias: de la resocnancia (Hemholtz, 1863) v de la conda
propagada {(B&késy, 1960). Von Hemholtz propusc gue las
diferentes regicnes de la membrana basilar se comportarian como
unidades independientes que resonarian exclusivamente con una
frecuencia caracteristica. Von Békésy, utilizando cdcleas
procedentes de cadéveres, encontré gque cada sonido no rescnaba
exclusivamente en una fina banda de 1a basilar sinoc gue
iniciaba una onda (onda viajera) gque desde el estribo al
helicotrema recorria toda la membrana basilar. Esta onda
provecaba desplazamientecs basilares progresivamente mayores
hasta alcanzar el mdximo en una regidn caracteristica para cada

frecuencia disminuyendo luego rapidamente. No obstante esta
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regién de méxima amplitud coincidia con la sugerida por von
Helmholtz; asi, para frecuencias agudas el maximo
desplazamientoc de la basilar se produce en la espira basal y
para frecuencias graves en el apex.

Por lc tanto, cada frecuencia estd representada por un
conjunto de desplazamientos (enveloppe de ondas) de la membrana
basilar. Este enveloppe puede representar a una onda propagada
o a la resonancia de una serie de resonadores dispuestos scbre

una membrana elastica (Dancer 13887.

B.2. Mecanica coclear activa

Recientemente. con modernas técnicas de analisis como el
efecto Mossbauer (Sellick y cols., 1982) o la interferometria
bptica (Khanna y Leonard, 1982), se ha demostrado gue la
selectividad mecénica de la membrana basilar es superponible a
la de las fibras del nervic auditive con la condicidn de que el
estado fisioldégico de la cbclea sea perfecteo (Johnstone y cols.
1982). El1 concepto de mecanica coclear activa englcba las
propiedades que presentan tanto las CCIs como las CCEs para
poder efectuar un analisis fino de la frecuencia.

Los estucdios de Russell y Sellick (1977 y 1978) demostraron
que las CCls tenian una selectividad frecuencial semejante a
las fibras del nervio auditivo, por lo tanto, debia existir un
segundc mecanismo de filtrado entre la vibracién de la membrana
basilar, primer filtro de frecuencias y la generacién de
impulscs nerviosos. Davis (1983) propusc un modelc, en el gque
las CCEs tienen un papel ampiificador, gque permite la
comprensién de la mayoria de las observaciones morfoldgicas vy

fizsioldégicas.
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B.3. Fisiclogia de las CCIs

En cuanto a la transduccidn mecanceléctrica, la mayoria de
los estudios referentes al comportamiente de los estereocilios
y de los canales iénicos ascociados se ha llevado a cabo en
anfibios y reptiles (BHudspeth 1982 y 1986). Aungue es probable
que el proceso de transduccién esté conservado a lo largo de la
evolucién (Dallos, 1991), también es muy probable gue se hayan
producido variaciones scbre un patrdn comtn.

Actualmente se acepta la hipdtesis propuesta por Hudspeth
{1989} en la que canales idnicos no especificos situados en la
parte apical de los estereocilics serian los responsables de la
entrada de iones KT, por ser el mas abundante en la endolinfa.
La apertura y cierre de estos canales estaria causada por los
movimientos de la endolinfa que los rodea. En estado de reposo
algunos de los canales estan abiertos debido, probablemente, al
movimiento browniano de las particulas de la endotinfa (Howard
y Hudspeth, 1988). Por otra parte la sensibilidad diferencial
de apertura o clerre de estos canales dependiendo de la
direccién de movimiento de los estereoccilics se cree debida a
la existencia de puentes de unidén entre los estereccilios
larges v cortos (Pickles, y cols., 1984; Pickles, 1285; Osborne
¥y cols., 1984). Una vez producida la despolarizacién la célula
debe recuperar su potencial de reposo y esto lo hace mediante
los canales Ca't voltaje dependientes y los canales de K,
situados en las membranas basolaterales que activados por el
Ca't permite la salida de Kt (Ashmore y Meech, 1986; Hudspeth,
1986). En algunas «c¢élulas «c¢iliadas se ha comprobado la
existencia de un ritmo de despoliarizacidn coincidente con la
frecuencia estimulente. Esta entonacién se cree que es

resultado de dos factores, 1la longitud de lcos cilios y el
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numero y dindmica de los canales de la membrana basolateral
(Weiss y Leong, 1983).
En la fisiologia de las CCIls hay tres aspectos importantes
a tener en cuenta:
1. Actividad bicelectrica de las CCIs
El potencial de reposo es de -30 a -45mV (Dallos, 1986;
Nuttall, 1986¢; Santos-Sacchi, 1988) y el potencial de receptor
gue se ha puesto en relacidn con el potencial de sumacidn
extracelular (ver C.1.2.b) {Aran v cocls., 1888).
2, Sinapsis aferente
La despolarizacién de la CCIs provoca la liberacidn de
neurotransmisores {(GLU} por el polo basal e inicia 1lLa
transmisidn nerviosa. Cada fibra nerviosa responde <on mayor
sensibilidad {(mencr intensidad de sonide estimulante} a una
frecuencia determinada gque se define como caracteristica.
Las fibras aferentes tipc I tienen una actividad esponténea
y responden a los estimuleos aumentando su patrén de descarga de
forma significativa al comienzo del estimulo, disminuyendo a
continuacidn y llegando a un periodo de inhibicidén al cesar el
estimulico. Segln su actividad esponténea se pueden dividir en
tres tipos: de descarga alta, media y baja {(Liberman, 19%982b).
Cada fibra es estimulada sélo por su frecuencia
caracteristica en estimulos de baja intensidad y a medida que
se incrementa la intensidad responde también a otras
frecuencias. Gracias a esta propiledad, la cdclea efectia un
andlisis de frecuencia que sera transmitide al sistema nervioso
central.
3. Sistema eferente lateral
No se conoce con precisidn ia funcidn de este sistema sobre

las fibras tipe I. Los utltimos estudics abogan por un efecto
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inhibidor en situaciones de scobrestimulacién actstica. E1 SEOCL
podria actuar scbre las dendritas aferentes de las neuronas
tipo I, modulandc los potenciales de accién; y el SEOCM sobre
las CCEs, regulandc la mecénica coclear activa mediante

modificacisn de las contracciones.

B.4. Fisiologia de las CCEs

Los cilios de las CCEs estan implantades en la membrana
tectoria. La membrana tectoria provocarada un desplazamiento
radial scbre los cilios cuando el receptor pivote en el plano
vertical, provocando asl la excitacién de las CCEs. La membrana
tectoria desplaza los cilios hacia el lado externo (direccidn
exclitadora) cuando el receptor se incurva hacia arriba
(Hudspeth, 1986; Pickles y cols., 1984)

Su potencial de reposo es de -70 mV y son incapaces de
despolarizarse ante estimulos sonoros. 5in embargo las CCEs del
Apex parecen tener unas caracteristicas morfoldgicas similares
a las de las (CCIs {(Pujol, 1989). La expresidén extracelular de
su actividad biceléctrica es el potencial microfénico.

La sinapsis aferente se realiza sobre las fibras tipc II vy
su neurotransmisor es desconocido. Reciben inervacidn eferente
del BSEOCM. Las hipdtesis gque se barajan sobre la sinapsis
aferente apuntan a una funcién de informacién sobre la
actividad mecédnica de las CCEs que se cree es contreclada por la
inervacion eferente.

Brownell (1984, 1285) describe la capacidad contréctil de
las CCEs en cultivo ante estimulos eléctricos. Actualmente se
acepta la existencia de dos tipos de contracciones que darian
lugar a movimientos de todo el receptor debido al anclaje de

los estereocilios en la membrana tectoria.
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Las contraccicnes réapidas con duracién de microsegundos se
supone que son debidas a un mecanismo electro-osmético (Kachar
y cols., 1986y o de una transferencia rapida de cargas
(Ashmore, 1987} a través de la membrana celular en la due
estarian implicadas las estructuras membrancsas de las caras
laterales de las CCEs, <c¢isternas sublemmales. El ©papel
funcional gue se les supone es el de amplificar estimuios de
baia intensidad y el incremento de la selectividad frecuencial
(Pujol, 1989). LEstas contraccilones répidas podrian generar
otoemisiones esponténeas © provocadas en situaciones normales y
patolégicas (Poch-Brotoe vy Rodriguez-Gomez, 1990; Rodriguez-
Gémez y cols., 1990).

La contraccién lenta tienen una duracidén de milisegundos y
es semejante a la contraccidén muscular (Flock y cols., 1986) se
piensa que su funcidn seria el mantenimiento del tono mecanico
basal del sistema. E]l sistema eferente medial esté
probabliemente implicado en el 1inicio o control de 1la
contraccidn lenta de las CCEs, cuyo estimulo disminuiria las
contracciones rapidas. Esto protegeria ante scbrestimulaciones
(Pujol, 1989). Las CCEs de la base y sus estereociliics son méas
cortas que las del apex (Puijel y cols, 1992) y también existen
diferencias en cuanto a la inervacidén por lo que se ha sugerido
gue las CCEs del &pex pueden participar en la transduccidn del

mensaje Sonoro.

C. POTENCIALES EVOCADCS AUDITIVOS

Se considera un  potencial evocado, a todas las
modificaciones de la actividad eléctrica del sistema nervioso,
producidas por algun estimulo fisico. Una caracteristica gue

diferencia a los potenciales evocades con respectc a otras
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exploracicnes electrofisiclégicas la constituye el hecho de
que, mediante los mismos, no estamos registrando la actividad
basal del sistema, sSino que obtenemos una informacidn generada
en estado funcional, mediante la utilizacién de un estimulo
idéntico al que fisiolbgicamente wutiliza el sistema en su
funcionamiento habitual (Lopéz-Moya, 1992). Los potenciales
evocados se clasifican segin el estimulc en: Auditivoes
(soenide), visuales (imdgenes) Y somestésicos (estimulo
eléctrico o vibrotéctil).

Se sospechaba de la existencia de los potenciales evocados
auditivos en el siglo XIX pero no es hasta los afios treinta,
con el desarrocllo de la tecnologia eléctrica sobre
amplificadores v osclloscopios, gue se logran los primeros
registros de actividad eléctrica evocada (Fromm y cols., 1936).
Con el desarrcollo de las técnicas electrofisiclégicas, en
cuanto a la generacidén de estimulos y a la reccocgida de la sefal
biclégica, se han idc perfeccionando las técnicas de estudioc de
estos potenciales eveocados. Asi, en 1960 Ruben describe el
potencial microfénico coclear y el potencial de sumacidn; en
1966 Davis obtiene los potenciales corticales; Aran y Portman
en 1967 ponen las bases de la electrococlecgrafia; entre 1970 y
1972 Jewett obtiene 1os potenciales de tronco cerebral; vy
Picton en 1974 obtiene los pcotenciales de latencia media.

El corigen de los potenciales eveocados auditivos estd en las
estructuras nervicsas de la via aferente auditiva aunque 1la
generacién anatdmica de las distintas ondas de los diferentes
potenciales auditives es muy discutida en la actualidad,
llegandose a consensos sobre muy pocas, este es el caso de la
onda N1 de los PAC que se genera en el nervio auditive y se

corresponde con la onda [ de los PEATC. La discrepancia es
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debida a que las ondas se corresponden con la respuesta
sincrénica de multitud de estructuras nerviosas situadas en el
sistema nerviosoc central sobre cuyas conexiones no tenemos
fodavia un conocimiento claro.

Los principales potenciales evacados auditivos son:

- Potencial microfdénico coclear (PMC)

- Potencial de sumacidn (PS)

- Potencial de accidén compuesto del nervio auditivo (PAC)

- Potencial evocado auditivo de tronce cerebral (PEATC)

- Potencial evocado auditive de latencia media (PEALM)

- Potencilal evocado auditive cortical (PEAC)

Estos potenciales se obtienen con estimulos auditivos de
diferentes caracteristicas, distinta colocacidn de les
electrodos de registro vy los filtros utilizados en su recogidas.
Los tres primercs se pueden registrar con una técnica llamada

electrococlecgrafia.

C.1. Potenciales cocleares
En 1la «céclea se pueden registrar cuatro tipos de
potenciales, unc de ellos, el ©potencial endococlear es
continua, es decir, no cambia ante la estimulacién, vy los otros

tres son dinamicos, cambian ante la presencia de un estimulo.

C.1.1. Potencial endococlear
Fue descrito por wvon Békésy (1951) y es la diferencia de
potencial existente entre la rampa media, llena de endolinfa vy
otra de las rampas, llena de perilinfa. Esta diferencia de
potencial, unos 150 mV, es debida a la distinta composicién
iénica entre la endolinfa {150mEqg/l de K* y 12 mEq/l de Na™) y

la perilinfa (130 mEq/1l de Nat y 5 mEq/1 de K¥). Es la estria
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vascular la encargada de generar y mantener este potencial
endolinfatico mediante un transporte activo de K' al interior vy
Nat al exterior de la endolinfa.

Este potencial es el responsable de la generacidén del
potencial de receptor en las c¢élulas ciliadas ya que es la
fuerza gue conduce la entrada de K* en ellas. Los otros tres

potenciales se detallan en el siguiente apartado.

C.1.2, Electrococleografia (ECG)

Con esta técnica se registra la actividad biceléctrica que
produce el sonide utilizando para su recogida electrodos
situados en la cbdclea. Se obtienen tres potenciales evocados:
microfénicos, de sumacidn y de accién compuesto.

a.- Potencial microfénico (PM)

Fue descrito por Wever vy Bray 1930 y llamade asi por
reproducir el estimulc como si fuera un micrdéfono. Se recoge
con un electrodo situade en la membrana de la ventana redonda
no presenta latencia, y su ampiitud crece cuando aumentamos la
intensidad del estimulo hasta c¢ierta intensidad, donde se
satura y no presenta ningin incremento (Keidel, 1969). Su
origen estd en las CCEs, ya que sl se dafian por ototdxicos o no
estan presentes, el MC se ve afectado.

No existe una relacidén directa entre el umbral auditivo v
el umbra: de los microfénices cocleares. Asimismc se muestra
muy sSensible a la anoxia v a las variaciones en la
concentracion de potasic.

b.- Potencial de sumacidén (PS)

Fue descrito por Davis y cols., en 1950 vy definido por

Dalles y cols. en 1972 como un multicompcnente originado en
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cualgquler estructura de origen no lineal en el intericr de la
cobelea.

Se obtiene unicamente con intensidades altas de
estimulacién. Actualmente se le relaciona con el potencial de
receptor de las CCIs.

c.- Potencial de Accidén Compuesto (PAC)

Constituye la modificacién mas visible registrada durante
los primeros 5 milisegundos que siguen a la presentacidn de un
estimule auditive. Estéd constituida por tres deflexiones
negativas denominadas N1, N2, N3, apareciendc esta ultima con
intensidades altas de estimulacidn. Las curvas representan la
excitacidn sincrénica de todo el nervic auditivo o de parte de
&l segun el estimulo utilizado (Lépez-Moya, 1992).

Las ondas gque componen el potencial de accidén sufren
cambicos tanto en su amplitud comec en su latencia con las
variaciones de la intensidad del estimulo utilizado de forma
que la amplitud decrece vy la latencia aumenta con la
disminucidn de la intensidad de estimulacidn.

Las mediciones se llevan a cabo siempre en funcién de 1la
onda N1 que constituye la deflexidn més llamativa y constante.
Debido a las variaciones interindividuales en 1la amplitud se
puede normalizar la prueba asignando el 100% de la amplitud a
la obtenida con un estimulo de alta intensidad (100 d&B) vy el
restc se expresaria come un multiplo del mismo. La grafica de
amplitud/intensidad muestra dos pendientes: una muy inclinada
correspondiente a altas intensidades y otra menos inclinada en
las intensidades bajas. También hay cambios en la morfologia
dependiendo de lz intensidad: a altas intensidades aparecen N1
y N2 pero a bajas intensidades sdélc aparece N2 (Lépez-Mova,

1292) .
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E1l PAC representa la actividad sincrénica de las fibras
aferentes, esta actividad individual se puede registrar
utilizando microelectrodes, donde la respuesta al estimulco se
observa como un aumento en la descarga espontanea de la fibra,
la representacién grafica se realiza con la curva de entonacidn
{tunning curve) donde se representa la intensidad del estimulo
frente a las frecuencias, obteniéndose un pico en la frecuencia
a la gue la fibra responde con mayor sensibilidad.

El estimulc aclstico mas usado es el click aungue también
se utilizan clicks filtrados y tone pips. También se puede
utilizar dos estimulos simultaneos, uno de los cuales a menor
intensidad y constante gque enmascara la respuesta de una zona
de la céclea y el otro de frecuencia conocida con el que
estimulames una parte determinada de la espira coclear. Con
esta técnica se pueden cbtener tunning curves semejantes a las

recogidas de una scla fibra.

C.2, Potenciales Auditivos de Tronco Cerebral (PEATC)

Estos potenciales representan la actividad eléctrica
sincrénica ocurrida en la via auditiva en los primeros 10 ms.
Es el mas estudiado por tener una forma de onda invariante vy
una gran resistencia a la administracion de drogas y a los
estados de suefio y wvigilia (Allen y Starr, 1978). Es un
potencial de campec que sSe registra vértex positivo y estéd
compueste en la rata por cinco ondas principales gque se

corresponden conh mucha probabilidad (Shaw, 1987} con:

Onda I: Actividad del nervio auditivo

Onda II: Actividad de los nuclecs cocleares

Onda III: Actividad del complejo olivar superior

Onda 1V: Actividad del nicleo del lemnisco lateral
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- Onda V: Actividad del coliculo inferior

El lugar de generacién para las dos primeras ondas es
aceptado por la mayoria de los autores, sin embargo existen
muchas discrepancias con respecto a las siguientes. Estos
potenciales dependen de muchos factores: tipo de filtres
usados, estimulos, ritmo de repeticidn, registro
unilateral/contralateral, situacidn de leos electreodos,
impedancia de los electrodos, etc. Ademas de estudiar la
latencia y amplitud de las ondas es posible medir los
intervalos entre ellas y compararlos entre si ({(Lépez-Mova,

1282, .
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IV. DESARROLLO DEL RECEPTOR AUDITIVQ

A. DESARROLLO ESTRUCTURAL
En una primera parte expondremos el origen de las neuronas
del ganglio espiral vy a continuacidn el desarrollo de la

inervaciéon del édrgano de Corti.

A.l. Origen y diferenciacidon de las neurocnas del
ganglic auditive

Las neuronas del gangliio estatoacustico prcocceden de células
que se desprenden de la ctpula 6tica en estadios tempranos del
desarrollo, siendo, por tanto, de origen placodal. No obstante,
al mencs una parte de las neurcnas del ganglio acustico, tal
vez las neurcnas tipo II, podrian originarse de la cresta
neural, como las células de glia del ganglico y mnervic
cocleares.

Las neuronas del ganglic auditivo empiezan a emitir sus
prolongaciones poco después de haberse separado del epitelio de
la cupula ética. Las neuronas emiten dos prolongacicnes, una
central y otra periférica, gque avanzan dirigidas por sendos
conos de crecimiente hacila el bulbeo y hacia el epitelio coclear
en desarrollo. Aparentemente, las prolongaciones centrales
alcanzan antes su destino final que las periféricas (Knowlton,
1967; Whitehead vy Morest, 1985). Las prolongaciones periféricas
llegan a la porcién basal del epitelio acustico y, tras un
periodo durante el cual parecen buscar la zona apropiada a
inervar, penetran a través de la membrana basal (Carney vy
Silver, 1983; Chandler, 1984; Whitehead y Morest, 1285). En

ccasiones, pueden observarse citdpodos emitidos por las células
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epiteliales, que recogen y guian a las fibras nervicsas dque
llegan a la base del epitelio (Gil-Loyzaga y Merchéan, 19283).

La ramificacién de las fibras nervicsas durante los
estadios temprancs del desarrollo auditiveo es un hecho comin,
tanto en aves {(Whitehead y Morest, 1985) como en mamiferos
(Cajal, 19219; Perkins y Morest, 1975). Estas ramificaciones de
las fibras nerviosas ascienden a ftravés del epitelic hasta
contactar con las células ciliadas.

El cuerpo celular de las neuronas del ganglio espiral sufre
también modificacicones durante la maduracién. En la rata
albina, el ganglio coclear esta compuesto al nacer por un grupo
homogéneo de neuronas pegqueflas. Durante la primera semana de
desarrcllo pcecstnatal se produce un importante fendmeric de
muerte celular en el ganglio espiral de 1la rata. Se ha
calculado que el numero de neuronas decrece en méds de un 20%
entre los dias 4 vy 6 después del parto {Rueda y cols., 1987),
lo cual podria estar relacionadoe con los procesos de
reestructuracidén sindptica gque, comp veremocs luego, ocurren
durante la maduracidn del receptor.

A partir del octaveo dia PN en la rata empiezan a apreciarse
diferencias morfolégicas entre las futuras neuronas tipo I vy
tipo II. Las neurcnas son en general més grandes y 1no se hallan
tan densamente empadquetadas como en edades mds tempranas. Las
neuronas tipc I se encuentran ya cubiertas por algunas capas de
mielina (Schwartz vy cols., 1983). Desde este momento hasta la
total madurez del ganglio es de destacar la progresién de la
mielinizaciédn de las neurcnas tipo I vy sus prolongaciones

(Schwartz vy ccls., 1983).
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A.2, Sinaptogénesis coclear

La sinaptogénesis es el procesc por el cual las fibras
nerviosas forman sinapsis despues de contactar con la ceéelula
diana. Durante la sinaptogénesis coclear se producen contactos
nerviosos transitorios que desaparecen al alcanzarse la madurez
auditiva. En las CCIs aparecen contactos eferentes axosomaticos
alrededor de los dias 6 a 9 del desarrollc PN de 1la rata
{Lenoir vy cols., 1980a y b). Este tipo de contactos sindpticos
son rarcgs en el animal adulto {(Iurateo, 1962; Liberman, 1980;
Speoendlin, 1969).

En las CCEs aparecen sinapsis aferentes con cuerpos
presinapticos gque desaparecen casi totalmente en el animal
adulto, permaneciendo los contactos aferentes tipo II, sin
cuerpos presinadpticos. Segun Pujel y colaboradores {1979} estas
sinapsis aferentes podrian estar genéticamente programadas vy
representar un estadio filcgenéticamente antiguo de 1la
inervacidén de las CCEs, dado gue estas células, en 1los
vertebrados inferiores, reciben fundamentalmente contactos
aferentes. La presencia de cuerpcs presinapticos mialtiples
durante las fases iniciales de la sinaptogénesis lleva a estos
autores a proponer para ellos una funcidon trdéfica scbre la
llegada v el crecimiento de las fibras aferentes.

En cuanto a su origen, las sinapsis aferentes transitorias
sobre las CCEs parecen provenir de neuronas tipo I, ya que
ademas de las caracteristicas morfoldégicas, responden de igual
forma a la neurotoxicidad inducida por el AK (Gil-Loyzaga vy
Pujol, 1880a y b; Puijol y cols., 1985), lo cual parece indicar
la presencia de receptores de GLU en estas fibras.

El sistema sinaptice de las CCIs madura antes que el de las

CCEs. La inervacidén que reciben las CCIs desde los primeros
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nomentos de la sinaptogénesis es muy similar a 1la del animal
adulte, consistiendo las diferenclas mas en el numero de
sinapsis que en su nraturaleza (Pujol y Sans, 1986; Pujol y
Uziel, 1986}. Por el contrario, las CCEs reciben en principic
inervacidén fundamentalmente aferente. Para alcanzar el patrén
de inervacién adulto sufren un complejo proceso de
reestructuracién sindptica por el cual la gran mayoria de las
sinapsis aferentes desaparecen al ser sustituidas por sinapsis
eferentes.

En lo que se refiere especificamente a la i1nervacidn
eferente, la afirmacién de que el sistema olivococlear lateral
madura antes que el medial cuenta c¢on apoyo adicional en
estudios recientes: por un lado las diferencias sobre la
aparicién de sinaptofisina, una proteina implicada en la
liberacidn de neurotransmisores, dJue se expresa inicialmente en
los terminales eferentes bajo las CCIs (Gil-Leyzaga y Pujol,
1988), por ctro lado la expresidén de neurctransmisores
presentes en 1¢s dos sistemas (Merchan-Pérez y cols., 1990c vy
a) .

Por ultimo, el inicio de la audicién coincide
aproximadamente con el momento en el cual podemos considerar
madure al sistema sindptico de las CCIs. Por otra parte, las
capacidades discriminativas de la céclea sélo alcanzan los
niveles adultos cuando la inervaciédn de las CCEs ha terminado

3u proceso madurative.

A.3. Sinaptogénesis en la rata
bDescribiremcs detalladamente la sinaptogénesis coclear en

la rata (Gil-Loyzaga y Merchan 1983; Gil-Loyzaga y Pujol, 1983;
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Lencir vy cols., 1980a y b)), por ser el animal de
experimentacidn utilizado en este estudio.

En el dia del nacimiento de la rata albina pueden ya
identificarse contactos entre fibras nerviosas aferentes y las
CCIs {Lencir vy cols., 19860a vy b). Es también posible
identificar sinapsis eferentes axcdendriticas a este nivel. En
la regién de las CCEs solamente pueden identificarse contactos
aferentes, algunos de los cuales, en el apex coclear, presentan
especializaciones presinapticas.

En el -sexto dia del desarrollo el numero de terminaciones
sobre las CCIs ha aumentado, siendo la mayoria de ellas
aferentes. Aparecen ahora terminaciones eferentes gque realizan
contacto directo con la CCIs. En el &rea de las CCEs se observa
la ausencia de especializaciones presinédpticas en las sinapsis
aferentes y la aparicién de fibras eferentes. Estas fibras
eferentes dan lugar a dos tipos de contactos, axodendriticos,
sobre las fibras aferentes, y axosomdticos sobre la CCEs.

En el noveno dia PN la inervacidédn de la CCI se caracteriza
por una disminucidn de los terminales eferentes, de tal forma
gque ahora la maycr parte de la inervacidn que reciben es
aferente. En la zona de las CCEs aumenta progresivamente el
ntmerc de contactos eferentes scbre la célula ciliada, mientras
disminuye el numeroc de contactos aferentes. Persisten atn
contactes eferentes axodendriticos.

A partir del dia 10 de desarrollec PN nc se chservan cambiocs
significativos en el patrén de inervacidén de las CCIs. En el
lado externg se da un proceso de maduraclidn entre los dias
décimo y duodécimo de las sinapsis eferentes axosomaticas.

Desde el decimosexto dia del desarrolle PN de la rata

albina el procesc sinaptogenético puede considerarse
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practicamente finalizado, al menos desde el puntc de vista
ultraestructural, dado gque los patrones sindpticos, tante en el
lado interno comoc en el externo, son en todo semedjantes a los

del adulto.

B. DESARROLICQC DE LA FUNCION AUDITIVA

El sistema auditivoe periférico de muchos mamiferos no
termina de desarrollarse Thasta varics dilas o© @ semanas
{dependiendo de la especie) después del nacimiento. 3Sin embargo
otros mamifercs, entre ellos los primates, presentan un sistema
auditivo casli totalmente desarrollado en ¢l nomento del
nacimiento (Walsh y McGee, 1986¢).

Veremos el desarrollo postnatal del cido externo, medio e
interno de los mamiferos y su relacidn con la maduracién de las

respuestas nerviosas.

B.1. Desarrcollo del oido externo y medio

Tanto el oido externc comoc el medic determinan la llegada
de sonidos al oido interno, por lo tanto hasta que no se
desarrcllan no hay un estimulo efectivo en la cdclea. Huangfu y
Saunders {(1983) estudiando las dimensiones del c¢ide medio del
ratdédn llegaron a conclulr que la obtencidn de potenciales
macduros coincidia con la adgquisicién de las dimensiones vy
caracteristicas adultas (absorcidén de los fluidos embrionarios

gque rellenan la bulla) del oido medio.

B.2. Desarrollo del receptor
La coéclea inmadura se caracteriza por: mayor grosor de la
membrana basilar, rigidez mecanica (debida a las conexiones

entre la membrana tectoria vy las células de soporie), volumen
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reducido de las rampas, presencia del érgano de Kelliker, por
tanto mencr espacic subtectoriai, y sistemas aferentes vy
eferentes inmaduros (Pujol y cels., 1979; Shnerson y cols.,
1982). Por otra parte, el crecimiento coclear se efectda
principalmente debido al crecimientce de las células y no a su
incremento en numero, excepto en zonas apicales preexistentes
(Kaltenbach y Falzarano, 1994),

El tiempo necesarlo para alcanzar la madurez funcicnal
depende de la especie. La inervacidn coclear es inmadura al
nacimiento en muchos mamifercs (Ginzberg y Morest, 19284; Jones
v Eslami, 1983; Rebillard y Pujcl, 1983). Se ha visto que las
CCIs establecen contactos sinapticos antes gue las CCEs y antes
del nacimiento, la significacién funcional que ha sido sugerida
por Pujol es la de una primitiva forma de audicién (Lenoir vy
cols., 1980 a y b; Puicl vy cols., 1978). Durante el desarrcllo
de la inervacidon de las CCIs el ntmero de contactoes sindpticoes
con el soma disminuye durante la primera semana PN, las CCEs
alcanzan su maduracidén durante la tercera semana PN,

Las celulas del ganglio espiral maduran durante la primera
semana PN, comenzandoe por la base vy terminando en el Aapex
(Romand y Romand, 19284; Schwartz y cols., 1983). También se
produce un incremento en la mielinizacidn aunque de forma més
lenta (Romand vy cols., 1980; Romand y Romand, 1982) v un
aumento en el grosor de las fibras. Parece ser que la
mielinizacién no influye de manera significativa en el
desarrollc de los potenciales auditivos por estudios comparando
la latencia y la amplitud de la onda 1 de los PEATC con el
grade de mielinizacidn (Walsh y McGee, 1986). Estos autores

propeonen la eficacia en la sinapsis de las CCIis como el proceso



43

gque estaklece la latencia y amplitud de los potenciales
evocados.

Carlier y cols. {1975) fuercn los primeros en estudiar la
respuesta de las fibras del nervio auditivo durante el
desarrollc. Estos estudiocs y otros poestericres han demostrado
gque durante el desarrclle se produce un aumento de la
frecuencia de descarga espontdnea, una disminucién del umbral
(desde 120 dB SPL al nacimiento), un aumento de la selectividad
frecuencial (influide por el desarrolle morfoldgico y de la
inervaciédn eferente sobre las CCEs), un cambic en las
caracteristicas de descarga temporal y un aumentc progresive de
la capacidad de responder en fase con el estimuio.

Durante el desarrcllo del receptor también se produce un
cambic en la composicién iénica de los fluidos yv en 1la
presencia de diversos enzimas como la ATPasa Nat/K', adenilato
ciclasa, anhidrasa carbénica, ornitina decarboxilasa, etc.

(Henley vy Rybak, 199%5).

B.3. Desarrollo de los potenciales cocleares

El inicio de la audicién en la rata ha sido fijadoc entre
los 9 y 1z dias después del nacimientc mediante estudios del
reflejo de Prever (Wada, 1923}). Crowley vy Hepp-Reymond {1866)
registraron el potencial microfénico a los 8-9 dias después del
nacimientec y el potencial de accidn compuestc entre los 11-12
dias (Carlier y cols., 1979).

El desarrollc del potencial endococlear ha sido estudiade
en gates por Fernandez e Hinojosa (1974) vy en rata por Bosher y
Warren (1971) que encuentran dos periodos de aumento de
potencial primeramente uno lento, seguido de uno rapide. Ambos

lo ceorrelacionan con la maduracién de la estria wvascular,
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generadora de este potencial. Estas mismas caracteristicas han
sido encontradas en muchas otras especies (iHenley y Rybak,
1995).

La aparicién del potencial microfénico coclear se ha fijade
entre los 8 y 9 dias en la rata y la del potencial de sumacidn
el dia 5 en el conejo, mientras que el inicic del PAC se ha
fijade entre los dias 11 y 12 en la rata (Henley y Rybak,
1995) .

Las condiciones necesarias para la aparicién del PAC son:

- Composicién madura de la endolinfa.

- Maduracidén de las células ciliadas vy su capacidad de
producir un potencial de receptor.

- Presencia de sinapsis eficientes.

El oido medioc reabsorbe el fluido y se llena de aire en el
onceave dia. Por lo tantc se puede atribuir la maduraciédn del
PMC, a los 15 dias, al desarrcllo del oido medio. Sin embargo
la total maduracién del PAC no se alcanza hasta el dia 25, por
lo gque se debe atribuir a procesos neurales (Uziel y cols.,
1981} .

En la maduracidn del PAC la amplitud aumenta y la latencia
disminuye. En los primercos estadios del desarrollo las graficas
de input-output presentan un crecimiento de la amplitud con la
intensidad sin ningdn cambio en la pendiente, esto se ha
atribuido al retardo en la maduracién de la inervacién de las
CCEs, cuyos terminales eferentes alcanzan su maduracién en la
segunda semana PN (Pujol y cols., 1978; Carlier y Pujol, 1978).

Los cambios en la latencia parece gque reflejan el
incremento en la eficacia de la trasmisidén sinaptica (Romand vy

cols., 1976).
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Las caracteristicas adultas del PAC se observan diez dias
después de su primera aparicidén en la rata. Este periodo es muy
variable dependiendo de la especie, asl en gatos dura un mes,
en cchbaya quince dias y en ratén cincoe dias. Estc es debido a
la relativa inmadurez del sistema nervioso al nacimiento
producido por los diferentes periodos de gestacién (Uziel vy

cols., 1981).
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V. NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR AMINOACIDOS EXCITOTOXICOS (AAE)

Los procesos toéoxicos que afectan al receptor auditivo son
de indeole muy diversa y actilan tanto scbre células sensoriales
como sobre otros elementos cocleares (Poch-Broto, 1983)

El L-glutamato ({L-GLU) ha sido identificadc como el
principal neurctransmisor excitador del sistema nervioso,
participa en procesos de transferencia rapida de informacién y
estd implicade en circuitos de aprendizaie y memoria. (Mayer y

Westbrook, 1987; Monaghan v cols., 198%2; Nicholls, 1293).

A. EXCITOTOXICIDAD

El concepto de excitotoxicidad proviene, principalmente, de
los experimentes de Olney (1969, 1983) gue demostraron gque la
administracidn de deosis altas de GLU o anélcogos del GLU a
roedores en dias postnatales producia una degeneracién neuronal
en la retina y en érganos periventriculares donde no existe la
barrera hematoencefdlica. El dafilo neuronal observado era
especifico de leos terminales postsindpticos, definiéndose como
conservacidn de los axones (axcon sparing). Se postuld entonces
que el mismo neurotransmisor que activaba la neurcna
postsinédptica era capaz, a altas dosis, de producir la muerte
de la misma. Los fenfmenos de excitotoxicidad estan implicados
en numercsas patologias del sistema nerviosc como la hipoxia-
isguemia, epilepsia % enfermedades neurcdegenerativas
(dlzheimer, Parkinson, Huntington).

El mecanismo de la excitotoxicidad ha sido muy estudiade in
vitro (Choi, 1987; Maver vy Westbrook, 1987; Meldrum vy
Garthwaite, 1990) implica dos procesos consecutives, cada uno

de ellos mediado, muy probablemente, por un subtipo especifico



52

de receptor de GLU en la postsinapsis. El primero es la entrada
masiva de Na' al interior celular a través de los receptores
AMPA/AK o AK sometidos a alta estimulacidn, esta entrada masiva
da lugar a un disbalance osmdético que implica la entrada de
iones Cl17 y HoC que provoca un edema de la terminacidn
postsindptica. El segundo proceso que implica la entrada de
Ca2t al interior celular a través de los receptores NMDA que,
debidc a la despolarizacidn provocada por la activacidn de los
receptores BAMPA/KA o KA, se encuentran desbloqueados. EL
aumento del CaZ' intracelular da lugar a la activacidéon de una
amplia gama de enzimas ({preteasas, fosfatasas, etc} que
producen la degeneraciédn celular.

A partir de este mecanismo general de muerte celular se
pueden plantear cuatro posibles formas de actuacidén de un
compuesto con propiledades excitotéxicas, en las tres primeras
Se consigue un aumento de la concentracidén de neurotransmisor
en la hendidura sinaptica, mientras que en la cuarta estaria
afectado el metabelismo de la célula postsinaptica.

1. L.a substancia podria provocar la activacién de
raceptores postsindpticos y actuar como un neurotransmisor
excitotéxico.

2. Podria iniciar en la célula presindptica una descarga
continua de neurotransmisor.

3. Podria actuar sobre el mecanismo de recaptacién.

4, Podria actuar sobre el metabolismo de la neurona
postsinaptica haciéndola susceptible a la degeneracidn

excltotdéxica en una situacidn normal.
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A.l1. Subtipos de receptores de glutamato

La clilasificacidn de los receptores de GLU no ha sidc
totalmente aclarada y se encuentra en una fase de estudio, va
que con las técnicas de biologla molecular se han llilegado a
clonar varias moléculas distintas del receptor y se piensa gque
cada subtipo de receptor esta formadeo por la cembinacién de
varias de estas moléculas, dando lugar a diversos subtipos con
diferentes propiedades (Hollmann y Heinemann, 1994) .
Clasicamente el agrupamientoc se ha realizado segin la afinidad
de varics agonistas exdgenos (dcidos N-metil-D-aspéartico,
kainico, 1iboténico, quiscudlico y recientemente el AMPA o &acido
d-aming-3~hidroxi-5-metil-4-isoxazole propidénico) gue
selectivamente activan uno o mas tipos de receptor, ¥ segun las
caracteristicas electrofisiolégicas de cada receptor.

Los receptores de GLU se han dividide en ionotrépicos, los
asociados a un canal 1énico y dentro de estos clasicamente en
NMDA y no-NMDA vy los metabotrépicos, asociados a la activacidn
de proteinas G de la membrana celular y, por tanto, a segundos
mensajeros intracelulares. Tanto los estudiocs de
agonistas/antagonistas come los de biclogia molecular coinciden
en la subdivision de los receptores ionotrdépicos; pero con
respecto a los receptores metabotrédpicos, no existen todavia
agonistas especificos que permitan diferenciar ccn exactitud
entre los varios subtipos que, segin los datos actuales, se
Cree que existen (Hollmann y Heinemann, 1994).

Los receptores ionotrdépicos se encuentran en la membrana
postsindptica y actualmente se tiende a subdividirios en tres
subtipos, sSegun sus caracteristicas electrofisiolégicas vy
farmacoldogicas: NMDA, AMPA/AK y el receptor de alta afinidad

para AK:
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1. NMDA. Es el receptor mas estudiade {(McBain y Mavyer,
1994) ya que por sus peculiares caracteristicas estd implicado
en los fendmenos de potenciacidén a largo piazo. Su agonista
selectivo es el N-Metil-D-aspartico. El1l receptor NMDA esta
ligado a un canal idénico permeable a caticnes, scobre tode al
cact, que esté blogueado por magnesic de una manera voltaje
dependiente. Es decir, cuande ia membrana celular esté en su
potencial de reposo, este canal se encuentra bloqueado por el
magnesic, sin embargo cuando la membrana se despolariza se
produce la salida del magnesio permitiendc el paso de cationes
por el canail. Ademés de esta caracteristica, es necesaria la
unién de glicina para 1la activacién del receptor y también
existen sitios de regulacidn para el Zinc y las poiiaminas. Con
respecto a los agonistas que pueden activar este canal se
encuentran el NMDA, L-aspartate, gquinclinatc, ibotenatoe y L-
GLU; los antagonistas pueden unirse al sitio del
neurotransmisor comec D~APS (2-amino-5-fosfonovalerato) vy CPP,
un derivado del anillc de piperazina; al sitio de glicina como
el HA-966 y también pueden unirse al canal como el MK-801, la
ketamina y la PCP {fenciclidina).

Con resgpecto a los recientes estudios de bicleglia molecular
sobre el receptor NMDA, se han clonade 5 diferentes
subunidades: N1, NZA, NZB, N2C, vy N2ZD. Es necesaria la
presencia de N1 para gue el receptor ftenga las propiedades
inherentes al receptor, la presencia de las otras subunidades
da lugar a diferentes respuestas de este receptor. Por lo
tanto, actualmente, se pilensa en la existencia de diversas
expresiones del receptor NMDA, segun el tipo celular y el
momento del desarrcollo (Monyer y cols., 1892; Moriyoshi vy

cols., 1991).
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El receptor NMDA debido a su alta conductancia para el Calt
es una de las principales, junto a los canales de calt veltaie
dependientes, vias de entrada del Ca<* al interior celular en
103 procesos excitotdxicos. Esta entrada masiva conduce a la
pérdida de la homeostasis del ¢Ca2t y a la activacisén de
numercsas enzimas (proteasa, lipasas, etc.) gue llevan a 1la
muerte celular (Cheoi y Rothman, 1930).

2. AMPA/AK (acido «@-amino-3-hidroxi-S-metil-4-isoxazole
propidénicce/écide kainico). E1 canal idnice asociado a este
receptor es permeable a cationes monovalentes. Su agonista

especificos es el AMPA, aunque también puede ser activado por

AK vy quiscualato. Sus antagonistas son el  DNQX (6,7
dinitrogquinoxalina-2Z, 3~-dion) Y el CNQX {o-nitro, 7-
cyanoguinoxalina-2, 3~dion). Se han clonado cuatro moléculas

diferentes del receptor AMPA/AK (GLUR1-4), y se ha demostrado
que aguellos receptores gque incluyen GLURZ nc poseen la
capacidad de fluir cat, 1la mayoria de las neuronas poseen
GLURZ, perc se ha descubierto gue algunas neuronas del
hipocampo no poseen GLURZ (Ozawa y cols., 19891); vy también se
ha comprobado la distinta distribucién en diferentes regiones
del cerebro de estos subtipos de moiéculas de receptor
(Petralia y Wenthold, 1992). Por otra parte, también se ha
demostrado la existencia de receptores AMPA/AK, concretamente
GLUR4, en astrocitos y en la glia de Bergmann en el cerebelo.
3. Receptor de alta afinidad para el AK. E1 canal i1énico
asociado a este receptor es permeable a cationes moncvalente,
Se diferencia del receptor BAMPA/AK en que no es activado por
AMPA. S5Sus agonistas especificos son el AK, el acromelatc vy el
domoato. Las neurcnas de la regidn CA3 del hipocampo es una de

las zenas con mayor densidad de estos receptores {(Vornov vy
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cols., 1991). Se han clonado 5 moléculas que unen AX: GLURS-7 vy
KAal-2 (Egebierg vy cols., 1991).

La clasificacién de los receptores metabotrdpicos es de
gran compleijidad, vya que no existen agonistas selectivos que
puedan diferenciar con exactitud las diversas formas de
actuacidébn ni su localizacidén presindptica o postsinéptica. Los
datos de biclcgia molecular y agonistas selectivos sugieren la
existencia de al mencs tres tipos concretos. Se han descrito
hasta seis subtipos {mGLUR1-6) que pueden activar la
fosfolipasa C dande lugar a inositol trifosfato vy a
diacilglicerol (mGLUR1 vy 5) o inhibir la adenil ciclasa
produciendo un descenso en la formacidn de AMP ciclico (mGLURZ,
3, 4 y &). Se han agrupado en tres subgrupos segin sus
agonistas mas actives:

ay mGLURL y 5 (QUIS>GLU>IBQO»ACPD) .

b} mGLURZ v 3 (ACPD=GLU>IBO>QUI) .

¢) mGLUR4 vy & (AP4>GLU>ACPD).

Estos receptores pueden estar situados tanto postsindptica
como presinapticamente y los efectos de su activacidn pueden
ser muy variables, dependiendc tanto del subtipo como de su
localizacidén, La activacidn de un receptor presindptico unido a
la adenilate ciclasa puede disminuir la liberacidn de GLU. La
activacién de receptores metabotrépicos postsinapticos puede
dar lugar a despcelarizacién y a aumento del CaZt intracelular.

Clasicamente se ha intentado nombrar 1os diferentes tipos
de receptores segun el agonista especifico exdgeno gue se
encuentra en la naturaleza, normalmente obtenidos a partir de
plantas u hongoes (los receptores muscarinicos y nicotinicos de
la acetilcolina), asi 1las principales sustancias usadas han

sido los Acides kainico, iboténico vy guiscudlico. Estas



57

sustancias se unen a varios tipos de receptores, el AK se une
con mayor especificidad a su receptor pero también al receptor
AMPA/AK, el ibotenato se une a receptores metabotrédpicos pero
también a receptores NMDA y el gquiscualato ademds de unirse a
receptores metabotripicos también lo hace al AMPA/AK.

Muchos estudios han demostrade la diferente distribucién de
los distintos tipos de receptores de GLU en distintas partes
del sistema nervicso central. La expresidén de diferentes
subtipos de receptor da lugar a una toxicidad neuronal
selectiva a distintas substancias excitotéxicas (McDonald vy

Johnston, 1990}.

A.2. Ontogenia de las vias mediadas por AAE

La mayoria de los estudios se han llevado a cabo en la via
visual, hipocampo y gangiios basales y las técnicas més usadas
han sido inmunocitequimicas y de unidn a receptores ({receptor-
bindig) para la postsinapsis y los estudics electrofisioclégicos
vy cde lilberacidn y recaptura de neurctransmisor en sinaptosomas
para la presinapsis. Estos estudios han puesto de manifiesto
periodos de scbrexpresidn de receptores para AAE durante la
ontogenia v estos cambios ha side correlacionados con periodos
de méxima plasticidad sinaptica {(McDonald y Johnston, 1990).

En la wvia visual se ha estudiado 1la recaptura de GLU
durante el desarrollo de la rata y se ha comprobado gue aumenta
y alcanza un pico en los dias 10-15 PN vy luego disminuye hasta
l1os niveles adultos en el dia 25 PN (Kvale y cols., 1983). Por
otra parte se ha relacionade &l pericodo ¢ritico durante el cual
se produce la estabilizacidén de las sinapsis funcionales con un
marcado aumento en la expresidén de receptores NMDA

{(Kleinschmidt v cols., 1987; Sheetz y Constantine-Paton, 1994).



58

En el hipocampo la unidén de CGLU marcadoe alcanza un pico
(160% del wvalor en adultes, dia 23 PN} en el dia 9 PN. Este
incremento c¢oincide con el desarrcolio de las aferencias y de
lcs arboles dendritices en el hipocampo (Baudry y cols., 1981).
Y ademas, con el inicio de la pctenciacidén a largo plazo, donde
estédn implicados principaimente los receptores NMDA.

Se han demostrado alteracicnes en la unidn del AK durante
el desarrcllo, asi, esta unidén se mantiene baja durante 1los
primeros dias del desarrollo de la regién CA3 del hipocampo {0-
12) vy luegc sube rapidamente hasta alcanzar valores adultos en
el dia 17 (Ben~-Ari vy cols., 1984). En el cuerpo estriadoc se ha
observadc una relacién entre el desarrcllic de la inervacién
glutamatérgica vy el dafic inducido peor la administracién de
kainico (Campochiaro y Coyle, 1978).

El receptor metabotrédépico dei GLU que moviliza el inositol
trifosfato v el diacilglicercl se ha estudiade con la
aplicacidén de ibotenato y Se ha comprcbade gue  hay
s30brexpresidn durante los periodos de alta plasticidad
sindptica en el sistema visual (Dudek y Bear, 1989).

Durante el desarrollio se producen cambios en la expresién
de los marcadores pre y postsindpticos de las vias mediadas por
AAE. Muchos de los cambios en la expresidn de estos marcadores
ocurren durante los periodos criticos del desarrocllc gue
corresponden a periodos con alta plasticidad sinaptica. Por lo
tanto, los AARE pueden influenciar el desarrollo neuronal a
través de sus receptores; ademds el tipo de receptor expresado
puede vwvariar durante el desarrollc (MacDonald vy Johnston,
1280 .

Ademas de su papel en la neurotransmisidén, los AAE pueden

ejercer una funcidén neurotrdfica durante el desarrollo. Asi, el
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NMDA promueve la supervivencia celular en cultives de céiulas
granulares cerebelosas (Balazs y cols., 1988), la activacidén de
receptores no-NMDA promueve sinaptogénesis (Mattson y cols.,
1988) yv el L-GLU promueve el crecimiento y la maduracidn de las
neurcnas asi como la formacidn de sinapsis (Aruffo y cols.,

19887).

B. ESTUDIOS EXCITOTOXICOS

En este epigrafe se agrupan los principales modelos
experimentales gue se han utilizadc para el estudico de la
neurotoxicidad. Aunque la mayoria de estos estudios se ha
llevado a cabc en in wvitro para poner de manifiesto los
mecanismcs basicos de la excitotoxicidad, nosotros nos
centraremos en los modelos de administracién de substancias
neurotdéxicas in vivo. Estes ultimos se pueden dividir en dos
tipos dependiendo de la wvia de administracidn: localizada o
Ssistémica, y ambos pretenden modelizar sindromes clinicos de
origen excitotdxico como sindromes de hipoxia-isquemia,

epilepsia, etc.

B.l Administracidén localizada
Dentro de este grupc de modelos, los mas utilizados usan la
administracidén intracerebral de AAE en zonas localizadas
{hipcotalamo, estriado, etc.) © al sistema ventricular, otros
estudios, 103 mencs, se centran en la administracién espinal
de. Estos estudios demuestran principalmente tres tipos de
actividad excitotédxica dependiendo del agonista utilizado

(Meldrum, 1893):
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a) el GLU y el aspartatce provocan un dafio neurcnal escaso,
debide a los mecanismos de recaptacién presentes en las
neuronas y las células gliales.

b) ei NMDA, guinoiinato e ibotenato provoca una dafio
neurcnal restringide a la regidn de administracidn.

<) el AMPA vy el AK provocan un dafio neuronal mas extenso
que afecta a zcnas alejadas de la regidén de administracidn.

También se ha observado una mnuerte neurcnai selectiva
dependiendc del agonista utilizado, aungque menos marcada que en
estudios in vitre. Asi, en modelos experimentales del sindrome
de Huntington se ha visto gue estd implicade el receptor NMDA vy
noe los receptores AMPA/AK o AK. Se ha comprobadoe gue las
neuronas gque contienen NADPH-diaforasa (6xido nitrico sintasa)
se mantienen en el estriado de pacientes que sufren esta
enfermedad asi como en ratas sometidas a administracién de NMDA
0 gquinolinatc. La administracidén de AK o AMPA destruye estas
neurcnas {(Beal y cols., 1991).

Los estudios de neurotoxicidad durante el desarrcllo
aportan las mayores evidencias de una regulacidn de las
sinapsis mediadas por AAE. El orden de potencia neurotdxica de
los diferentes agonistas es distinto durante el desarrollo vy en
la edad adulta. Diferentes regiones cerebrales y diferentes
tipos neurcnales exhiben distintos desarrcllos ae la
neurotoxicidad proveocada por los distintos agonistas (Mcbhonald
y Johnston, 1990}.

El AK es un potente neurctdéxice en la edad adulta pero es
relativamente inocuo en el cerebro inmaduro. Aungque,
paraddéiicamente, es capaz de producir estatus epiléptico en el
animal inmaduro. El AK es tdxico en el cuerpo estriado y en el

hipocampo a partir del dia 7 PN y aumenta su efecto
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gradualmente hasta la edad adulta 21 PN (Coyle, 1983). Aunque
en el cerebelo se ha visto que es téxice en edades mas
tempranas (Garthwaite y Garthwaite, 1986).

Bl NMDA es 60 wveces mas toxiceo en el cuerpo estriado y en
el hipccampe el dia 7 PN que en edades adultas (McDonald vy
cols., 1988;. Ademas, se ha comprobade que la toxicidad del
NMDA varia segun la regidén cerebral e inclusoc el tipo celular,
asi, en el cerebelo, las células de Purkinle son insensibles al
NMDA, las Golgi son mas sensibles y las granuladas més
insensibles segin avanza el desarrclilo postnatal (Garthwaite vy
Garthwaite, 1986). BAsi, se ha postulado gque la toxicidad
mediada por NMDA es un factor muy importante en la patologlia de
los procesos hipéxico-isquémicos, y se comprobado gue ambos
procesos tienen un desarrollc paralelc durante la ontogenia
{Ikonomidou y colis., 1989).

l.a toxicidad mediada por el NMDA parece incluir varios
mecanismos come: la expresién de los receptores de NMDA, la
regulacidén de la actividad de estos receptores, y la regulacién
de los efectos metabdélicos provenientes de la activacidn de
receptores. Las propledades biofisicas de los receptores de
NMDA cambian durante el desarrocllo y esto probablemente incide
en la toxicidad inducida por el NMDA (McDonald y Johnstone,
1990} .

Las neuronas de hipocampo y del estriado son susceptibles a
la toxicidad mediada por guiscualato de forma similar peroc no
tan marcada como el NMDA, teniendo un pice entre leos dias 7 y
14 PN (Silverstein vy cols., 1986). De la misma forma 1la
toxicidad mediada por AMPA tiene un pico en el dia 10 PN

(McDonald vy Johnstone, 1980).
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El papel de los AAE en los fenétmenos patoldégicos producidos
por la hipoxia-isquemia es el mas estudiado. Las regiones
lesionadas producidas por la hipoxia-isquemia corresponden con
las regicones de distribucidén de 1los receptores de AAE
{(Silverstein y cols., 1987). Los procesos hipéxicos-isquémicos
producen un incremento el la concentracidn extracelular de AAE
(Benveniste y cols., 1984). Ademas, las lesiones producidas en
la hipoxia-isquemia se ven reducidas cuande los animales son
pre ¢ postratados con antagonistas de AAE, especialmente de los
receptores NMDA {(Andine y col, 1988; McDonald y cols., 1987}).
Tambien hay evidencias de la intervencidén de los AAE en las
patologlias producidas por fendmenos epiléptices, por

disfuncicones metabélicas y finalmente en endocrinopatias.

B.2. Administracién sistémica
Se han llevado a cabo estudios de administracidn sistémica
de GLU &n roedores en periodos neonatales, vy de AK en edades

adultas.

B.2.1. Administracién de glutamato

La primera descripcidn de dafio excitotdxico se debe a Lucas
y Newhouse (1957) que describieron el dafic retinal producido
por la administracidén de GLU a ratones en edad neonatal. Sin
embargo fue Olney gquién propuse la  hipétesis de la
excitotoxicidad, describiéndola como conservacién de los axones
(axon sparing) en sus estudios de los 6rganos periventriculares
{nicleo arcuato y &rea postrema) de roedores sometidos a
administracién intraperitoneal de GLU durante la época
postnatal (0 a 14 dias PN}). Se cobservd que la toxicidad debida

al GLY administrade intraperitonealmente disminuia con la edad
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del animal, y estoc se atribuye al aumento de la capacidad del
epitelio intestinal vy del higado para transaminar 1los
amincacidos asi como a la mejora en la efectividad del
funcionamiento de la barrera hematoencefdlica (Windmueller vy
Spaeth, 1980). Es necesaria dosis de 3-9 gramos de glutamato
nonosdédico {GMS) por kilo de peso para preducir lesién en el
Area postrema de ratas de 12 semanas (Phelix y Hartle, 1990).
El modelo de administracién de GMS durante 1los primeros
dias postnatales se ha utilizado sobre todo para el estudic de
la regulacidén neurcendocrina. Asi, se han descrito numerosas
endocrincpatias gque  incluyen: obesidad, disminucién gel
crecimiento, hipeoplaxia de los drganos sexuales y esterilidad.
Estas anormalidades se han correlacionado con los niveles
hormonales de gonadetropinas vy la secrecién de hormona del
crecimiento en los animales adultos (Olney y Price, 1980).
Recientemente se ha sugerido que la administracidén neonatal de
GMS también puede afectar regiones del hipocampo y deteriorar

el proceso de aprendizaje (Kubo y cols., 1993;}.

B.2.2, Administracidn de acide kainico (AK)

La administracién sistémica de AKX reprcduce la misma
patclogia gque la administracidén localizada en hipocampc,
amigdala o© ventriculos laterales y estéd caracterizada por
fendmenos epilépticos (Ben-Ari y cols., 1980}.

La administracién parenteral de AK en ratas adultas produce
una pateologia semejante a la epiléptica con dafic neural vy
estatus epiléptico. Los sintomas caracteristicos comienzan con
estiramientos esporadicos durante los primeros 30 minutos
después de la administracién de AK, gue se contintan con

convulsiones Jgeneralizadas acompafiadas por movimientos faciales
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y masticatorics y pérdida de la pocstura corporal al cabo de una
hora. A las dos horas las convulsiones se hacen continuas.
Estas tres fases se han relacionado con el efecto del AK sobre
el hipocampo, sistema limbico vy generalizacién a otras
estructuras no limbicas. Por otra parte los dafics
histopatoldgicos observados una o dos horas después de la
administracién de AK se caracterizan por un edema dendritico
seguida de pérdida neurocnal (1 dia a 1 semana) en el sistema
limbico {(Ben-Ari, 1985;.

En estos dos tipos de estudios se puede observar un marcado
cambic en la expresidén de distintos tipos de receptores de GLU
durante 1la ontogenia. La administracién de GLU produce dafio
neural si es aplicado entre los C y 14 dias PN, mientras que la
administracién de AK produce lesidn neurconal y convulsiones en
el animal adulto v s3i es administrado durante los primeros dias

PN produce convulsicnes y no lesidn neurcnal.

B.3. Estudios in wvitro

Los modelos mas utilizades en estudios in  vitro son
cultivos de neurcnas disociadas, secciones de tejidos o
cultiveos organotipicos. Las principales c¢criticas a estos
modelos es la pérdida de propiedades de las células al ser
estudiadas en un medio distinto al natural, sin embargo los
resuitados de estos estudios nos dan una informacién muy
valiosa acerca del comportamiento de los subtipos de
receptores, de los mecanismos idbnicos vy de los efectos
secundarios de la toxicidad, asi como de las distintas
substancias que pueden resultar protectoras ante la

excitotoxicidad.
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Los estudics in wvitro han mostrade c¢laramente que la
activacién de cualquilera de los tres receptores iocnotrépicos
produce muerte neurcnal vy han demostrado la dependencia del
Ca2t en este proceso de muerte celular; asi como la distinta
distribucién de receptores dependiendc del tipo celular
{Garthwalte y Garthwaite, 1984; Hajcs y cols., 198¢; Meidrum y
Garthwalte, 1980).

Los estudios in vitro también han demostrado la existencia
y la gran importancia en ia neurotoxicidad de los sistemas de
transporte de amincécides en la membrana celular. De estes
sistemas de transporte los més conocidos son el transportador
de cisteina gque saca GLU del interior celular e intrcduce
cisteina vy el transportador de GLU que a través del gradiente
de concentracién de Nat introduce GLU o aspartato en el
interior celular. Se ha comprobado que el mal funcionamiento de
estos transportadores puede inducir citotoxicidad por un
mecanismo distinto a 1a excitotoxicidad ({transportadcr de
cisteina) o© produclir excitotexicidad ante concentracicones
normales de transmisor (Meldrum, 1993).

Otre de los mecanismos que pueden inducir excitotoxicidad
con un componente principal distinto a la concentracion de
transmisor son las disfunciones metabdlicas que conducen a una
ancrmal regulacidén idnica de la membrana celular o a una
disfuncidén mitocondrial con el consiguiente descensc de la
produccidn de ATP. Asi mismo, los estudios in vitro en
condiciones hipdéxicas o con escasez de glucosa demuestran la
gran sensibilidad ante la neurotoxicidad inducida por NMDA

(Vornov y Coyle, 199%91).
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C. AAF EN LA COCLEA

C.1. El1 neurctransmisor de las CCIs

La mayoria de las evidencias apuntan a un aminocéacido
excitador, el GLU vy/¢ el aspartato, comoc el principal
neurotransmiscr de las CCIs. Hay que tener en cuenta que muy
probablemente las CCIs utilicen, come la mayoria de las células
nerviosas, una serle de cotransmisores; perc esto no anula la
hipétesis glutamatérgica.

La mayoria de los estudios que se han dirigido a comprobar,
con diferentes técnicas, esta hipdtesis se han centrado en: la
localizacidn del GLU en las CCIs, la inactivacién y la sintesis
de GLU, 1la liberacién de GLU peor las CCis y los efectos
fisioldgicos del GLU en la céclea.

Los estudies inmunocitoquimicos de Altschuler vy cols.,
(1989) demostraron la presencia de inmunoreactividad con
anticuerpos antiglutamato Yy antiaspartato, mayor con
antiglutamato, en las CCIs, aunque también en las CCEs pero en
mencr medida. La presencila de GLU en las CCls se ha puesto de
manifiesto también con estudios inmunclégicos c¢on microscopia
electrénica (Eybalin y cols., 1881). Ademds se ha demcstrado
que las CCIs in vwvitro e in wvivo captan glutamina marcada,
precursor del GLU (Pin y cols., 1989; Ryan y Schwartz, 19%84;
Schawartz y Ryan, 1986). Estos experimentos demuestran la
presencia de GLU en las (CCIls pero no su participacidén como
neurotransmisor, va que podria actuar como precurser de otro
transmisor ¢ simplemente en el metabolismo celular.

El ciclo glutamato-glutamina ha sido uno de los principailes
mecanismos propuestos para la inactivacidén y la reutilizacién

del neurotransmisor (GLU} de las CCls. LlLa captura del GLU por
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las células gliales, su conversidén a glutamina por el enzima
glutamina sintetasa y posterior liberacidn, seguida de la
recaptura por las neuronas y su reconversién a GLU por la
enzima glutaminasa es el ciclo metabdélico propuesto para la
inactivacién y resintesis del neurotransmisor en las sinapsis
glutamatérgicas (Fonnum, 1985) . Eybalin vy Pujol (1983)
demostraron en la céclea gque las células gliales de la lamina
espiral ésea captan GLU marcade vy lo metabolizan a glutamina,
ademds esta glutamina es captada por las CCIs; pero no se ha
podide demostrar la conversidn de esta glutamina en GLU dentro
de las CCIs. De la misma forma, estudios inmunocitoquimices han
puestc de manifiesto la escasa presencia de glutaminasa en las
células ciliadas, tanto internas como externas (Fex y cols.,
1985). 5in  embargo, eXxlsten mecanismos alternativos de
reutilizacién de GLU que han side escasamente estudiados
{(Fonnum, 1991). Debideo a la relativa lejania entre las CCIs y
las c¢élulas gliales, se ha propuesto que éstas células gliailes
estén implicadas en mecanismocs de proteccidn ante la excesiva
(mayor de 12 pM) concentracién de GLU en la perilinfa.

La recaptura del GLU por el sistema eferente podria ser el
principal mecanismo de inactivaciodon de diche neurotransmisor en
la hendidura sinaptica. Estudios autorradiocgré&ficos tantc in
vitro (Eybalin y Puijeol, 19283; Gulley y cols., 1979} como in
vivo {Schwartz vy Ryan, 1983 y 1986) muestran la recaptura de
GLU marcado, asl como el inmunomarcalje con anticuerpos
antiglutamato {Altschuler vy cols., 1289) en las fibras
eferentes del haz espiral interno. Esta recaptacidén de GLU
puede servir COomo mecanismo de protecgién ante la
excitotoxicidad o simplemente servir de precursor de alguno de

los neurotransmisores utilizados por estas fibras (GABA). Hay
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que afladir que todos los estudios autorradiografices mostraban
un marcaje en las células que bordean la membrana basilar en la
escala timpanica asil como en las células de la membrana de
Reissner, estos datos abogan por un mecanismo adicional de
inactivacién del exceso de GLU en la perilinfa,

La liberacién de GLU por las CCIs ha sido un tema de
dificil westudico debide a la existencia de 1lcos diversos
mecanismos de inactivacidén que impiden una alta concentracién
de GLU en la perilinfa, por eilc los primeros estudics de
liberacidon de GLU a la periilinfa ante la estimulacidén sonora
resultaron negatives (Medina y Drescher, 1981; Melamed vy cols.,
1982; Sewell Y cols., 1980 . Jenison y cols. {1985)
perfundiendo ia c¢obéclea con perilinfa artificial con un alto
contenido en potasio lograron demostrar gue se  producia
liberacién de GLU a la perilinfa y ademas esta liberacidn era
dependiente de calcio. También se ha demostrado la liberaciédn
de GLU, dependiente de calcio por células del &érganc de Corti
in vitro {Lefebvre y cols,, 1991). Existen también estudics
electrofisioclégicos (Rebillard y Bryant, 1989} que aportan
datos a favor de esta liberacidn.

La administracién perilinfatica de GLU a altas
concentraciones {(100mM) produce una disminucién de la amplitud
del potencial de accidn compuesto del nervio coclear (Bobbin y
Thompson, 1878; Comis y Leng, 1979; dJenison y cols., 1986;
Kiinke y Oertel 1977b). Esta disminucidn ha side atribuida a un
disparo asincrénico de las neuronas del ganglio coclear
inducida per la alta presencia de glutamato. Los registros
unitarios de estas fibras demuestran un aumento de la descarga
espontanea y una disminucidén de estas descargas durante la

estimulacidn soncra (Bobbin, 19798; Comis y Leng, 19279), que
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conduciria a una disminucién de la amplitud del potencial de
accién compuesto. Estos resultadeos ha sido corroborados por
Felix vy Ehrenberger {(Ehrenberger vy Felix, 1991; Felix ¥
Ehrenberger, 1990) aplicando GLU iontoforéticamente en el area

subsindptica de las CCls.

C.2. Receptores de glutamato en la cdclea

La presencia de los distintos subtipos de receptores de GLU
en la cdclea se estudiado principalmente con la administracién
de los agonistas y antagonistas disponibles a la perilinfa y el
subsigquiente registro electrofisioldgico. Recientemente se han
realizado estudicos de hibridacién in situ que muestran la
presencia de mRNAs que codifican para NMDAR] (Safieddine y
Evbalin, 1992} vy para GLUR-Z y 3 (Kuriyama y cols., 1992; Ryan
y cols., 1991; Safieddine y Eybalin, 1982). Wenthold vy
colaboradores {1994) han demostrado con técnicas de PCR,
hibridacién in situ e inmunocitoquimica la presencia de
subunidades del receptor AMPA/AK: GLURZ, 3 y 4; de AK: GLURS y
6, AKL y Z2; de NMDA: NR1, NR2ZA, B, C, y D en las neuronas del
ganglio espiral, asi como un marcaie para GLUR4 en las células
gliales.

Los datos sobre la existencia de receptores NMDA en ia
cbclea eran negativos hasta los estudios de Puel y cols.
(1991a) que indican una reduccidén del PAC a altas intensidades
de estimulacion cuando se administra NMDA, es decir, es
necesaria una despolarizacidén previa para gue puedan ser
activados los receptores NMDA,

Con respecto a los receptores no-NMDA, AMPA y AK, se han
realizado estudicos de administracidn perilinfatica de los

agonistas kainato, quiscualato y AMPA. La administracidn
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perilinfatica de AK reduce el PAC de una forma dosis
dependiente, y a altas concentracicnes produce una abolicién
completa, sin afectar a los potenciales microfdnico, de
sumacién y endoccclear (Bledsoe y cols., 1981; Jeniscn y cols.,
1986; Kusakary y ccls., 1984). Los registros unitarios muestran
un aumento de la descarga espontanea, seguida de un silencio
(Bledsoe vy cols., 1981; Ehrenberger y Felix, 1991) va que se ha
comprobade que sd6lo 5 minutos después de la administracidn
perilinfatica de 1lnmol de AK se produce un edema de todes los
terminales dendriticos bajc las CCIs (Pujol y cols., 1985}.

La administracién de guiscualato, gue actua sobre
receptores ionotrépicos tipo AMPA % sobre receptores
metabotrépicos, produce una disminucidén del PAC sin afectar a
los potenciales microfénicos ni de sumacidén (Jenison y Boebbin,
1985; Jenison vy cols., 1986). Ademds en registros unitarios
provoca un aumento de la descarga espontanea. Sin embargo no ha
sido demostrada su toxicidad en cultivos in vitro de neuronas
del ganglio espiral (Lefebvre y cols., 1991), aunque el AK si
es téoxico in vitro (Gil-Loyzaga y Puijol, 1990b).

La administracién de AMPA (Puel y cols., 1991k} produce una
disminucioéon del PAC sin afectar al potencial microfénico,
ademés a altas dosis produce una hinchazdédn de todos los
terminales dendriticos bajo las CCls.

También se ha estudiado el efecto de la administracién
perilinfatica de diversos antagonistas de 1los receptores de
GLU. Asi la administracién de kinurenato, un antagonista de los
receptores NMDA y no-NMDA, produce una disminucidén del PAC y un
aumento de la latencia de la onda N1 probablemente haciendo
menos sensikle 1a respuesta de las neuronas ante el sonido

(Puel y cols., 1988 vy 1989a). La perfusidén perilinfdtica de
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quinoxalinedionas {(CNQX y DNQX) antagonistas preferentemente de
receptores no-NMDA proveca un descenso del PAC y un aumento de
la latencia de la onda N1 {(Littman y cols., 1989; Puel y cols.,
1989b) .

Por otra parte Cousillas y cols., (1988) utilizando un
veneno de arafla que bioguea los receptores AMPA pudo observar
dos efectos sobre las fibras aferentes tipo I, dependiendo de
su frecuencia de disparoc espontéanea. Asi, las fibras de alta
frecuencia de descarga fueron silenciadas, mientras gque las de
baja frecuencia de descarga sdlo fueron silenciadas cuando se
les aplicoé un sonido estimuliante.

Actualmente se hipotetiza la actuacidn del GLU scbre un
conjunto de receptores que puede ser distinto segtn el subtipo
de fibra aferente tipo I: las de alta frecuencia de descarga
tendrian un alto componente de receptores Tipo AMPA, mientras
gue las de baja frecuencia de descarga tendrian unha mezcla de
receptores AMPA y NMDA. Por oitra parte aun gueda por dilucidar
la presencia de otres tipos de receptores metabotrépicos (AP-4,

ACPD), tanto presinapticos como postsinapticos.

C.3. Neurotoxicidad de los analogos del glutamato

El estudic de la excitotoxicidad se ha llevado a cabo scbre
todo en estudios in wvive con  técnicas de perfusidn
perilinfatica, asi comc en estudicos de cultives de células
ganglionares, veremos los efectos neurotdxicos del AK, AMPA,
QUI, NMDA vy GLU.

La perfusidon intracoclear de AK prowvoca una nheurotoxicidad
que afecta a las fibras aferentes tipo I en el cobaya y rata
adultos {(Jduiz vy cols., 1989; Puicl y cols., 1985), hémsteres

mayores de 7 dias (Simmons y cols., 1990} vy en ratas en
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desarrollo (Gil-Loyzaga y Pujol, 1990a). Estos estudios
demuestran gque tras un corto periode de supervivencia (5
minutos a 24 horas) se produce un edema de todos los terminales
dendriticos de las fibras aferentes tipo I que es el primer
paso de la muerte neuronal (Coyle, 1983). Después de un largo
pericdo de supervivencia (10 dias} se produce una pérdida del
34% de las neurconas tipo I {Juiz y cols., 1989). El hecho de
que so6lo el 34% de las neuronas degeneren puede reflejar una
distinta distribucidén de receptores sensibles a AXK en las dos
subpoblaciones de fibras eferentes tipo I o, de otro lade a la
existencia de fenémenos de regeneracidn neuronal. La toxicidad
del AK en las neurcnas del ganglio espiral también se ha
demostrade con técnicas de cultivos celulares (Gil-Loyzaga vy
Pujoi, 1990b; Lefebvre y cols., 1981).

La perfusidén perilinfatica de AMPA produce un edema en
todos los terminales dendriticos tipo 1, esta lesidén es
antagonizada por la administracidén conjunta de DNQX, un
antagonista de los receptores tipo AMPA (Puel y cols., 19%1b).

Con respectoe al uso de QUI come neurotdxico, los datos
existentes se refieren a la administracién in vitro y sugieren
que no hay pérdida neuronal (Lefebvre y cols., 1991). S8in
embargo, exlsten estudios realizados en los canales
semicirculares del cobava que indican lesiones en las dendritas
aferentes (Raymond y Desmadryl, 1989). Por otra parte, los
datos electrofisicldégicos apuntan a un efectc tanto de
disminucion del PAC (Jenison vy cols., 1986) come de aumentc de
la actividad espontanea de las fibras tipo I (Ehrenberger vy
Feliz, 1991, Jenison y Bobbin, 1985). Estos resultados indican

una actuacién sobre los receptores tipo AMPA.
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Lea ausencia de neurotoxicidad debida al NMDA en estudios in
vivo (Puel y Pujol, 1992) se supone que es debida a ia falta de
despolarirzacidén previa necesaria para la activacidédn de 1os
receptores NMDA ya que existen estudios donde se demuestra el
decremento del PAC a altas intensidades de estimulacién (Puel y
cols., 199la;. De otro lado, la neurctoxicidad del NMDA se ha
demostrado en cultives de neurconas del ganglio espiral tanto de
neurcnas procedentes de animales adultos como en desarrcllo
(Lefebvre vy colis., 1991).

La neuroteoxicidad del GMS ha sido demcstrada con la
administracidén diaria desde el dia 2 al 2 PN en ratas Long-
Evans gque produce una pérdida neuronal con un Jgradiente gue
aumenta de base a apex, asi como un aumentc dei umbral de
audicidén en los animales tratados, <sobre todo en las
frecuencias altas. Estos efectos fueron antagonizados por la
administracidn de MK-801 y kinurenato lo gue indicia que estéan
implicado receptores NMDA aungue no se puede descartar la
presencia de receptores no NMDA (Janssen vy <ols., 1991;
Janssen, 1992). Los estudlios in vitro también indican el efecto
neurotéxice del CMS tanto en cultives procedentes de animales
en desarrolle como adultos (Lefbvre vy cols., 1991}, estos
estudios demuestran que la toxicidad producida por el GLU es
mayor que la producida s6lo por kainato ¢ por NMDA y semejante

a la debida a la actuacidn conjunta de estas dos substancias.
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JUSTIFICACION
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Hipdtesis

En la coclea, la liberacidon excesiva de GLU y/o el déficit
de su recaptacidén podria ser la base fisiopatoidgilca de las
lesiones hipéxico/isquémicas gue conducen a los diversos tipos
de scrdera neurosensorial. Durante el desarrollo de la via
auditiva 1las lesiones hipdxico/isquémicas que conduzcan a
degeneracidn neural por la liberacidn excesiva de GLU pueden
tener caracteristicas diferentes a las Llesiones gue se
instauren en el estade adulto. Esto podria ser debido a la
presencia de distintos tipos de receptores o a la diferente
concentracién de los mismos en los diversos estadios de

maduracidén, como sucede en otras regicnes del sistema nervioso.

Objetivos

El presente trabajo tiene como principal obletivo el
analisis morfofuncional de la neurotoxicidad inducida por GMS
sobre animales (ratas) adultos y en desarrollo. Dentro de dicho
objetive se incluye un estudio comparado del grado de lesiédn
alcanzado por diferentes niveles de dcsis, distintos periodos
de administraciodn, que, ademés, se aplicaréan a varios estadios
de maduracidédn. Dichos estadics se eligen comoc los méas
representativos de la maduracidén morfofuncicnal del receptor
auditive y seran:

1, Estadio de maduracidén de fibras aferentes

2. Estadio de maduracidn de fibras eferentes

3. Maduracién funcional del tronco cerebral
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MATERIAL Y METODOS
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A. ANIMALES

Comc animal de experimentacidén elegimos 1a rata por
presentar un desarrolle de la via auditiva que abarca las tres
primeras semanas de vida. Concretamente escogimos la raza Long-
Evans por ser pigmentada, ya que existen estudios que abogan
por alteraciones congénitas de la audicién en animales albinos
(Bock v Steel, 1984; Moore y Kowalchuck, 1988).,

Se utilizaron un total de sesenta y tres animales,
veintisiete en edad adulta y treinta v seis en edad postnatal,
repartidos en diferentes grupcs como se refleja a continuacidn:

~ Grupo control: Se han estudiado 14 animales adultos,
siete hembras y siete machos.

- Grupo I: Grupo tratado con GMS 4mg/g/dia. Se han
estudiado 13 animales adultos que recibieron cuatro
administraciones durante 4 dias consecutivos.

- Grupo II: Grupc tratado con GMS 4dmg/qg. Se han estudiado 6
animales que recibieron una administracién de GMS en el dia dos
PN.

- Grupo III: Grupo tratade con GMS 4dmg/g. Se han estudiado
4 animales que recibieron una administracién de GMS en el dia
seis PN.

- Grupo IV: Grupo tratado con GMS 4mg/g. Se han estudiado 2
animales que recibleron una administracién de GME en el dia
nueve PN,

- Grupo V: Grupo tratado con GMS 4mg/g. Se han estudiado 2
animales que recibieron una administracién de GMS en el dia
quince PN.

- Grupo VI: Grup¢ tratadoe con GMS 2Zmg/g/dia. Se han
estudiado 3 animales due recibieron dos administracidén de GCMS

en los dias dos y tres PN.
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- Grupo VII: Grupo tratade con GMS 2mg/g/dia. Se han
estudiade 3 animales gque recibieron tres administraciones de
GMS durante los dias dos, tres y cuatro PN,

- Grupo VIII: Grupo tratade con GMS 2mg/g/dia. Se han
estudiado 6 animales gque recibieron ocho administraciones de
GMS durante los dias dos al nueve PN.

- Grupo IX: Grupo tratade con GMS Z2mg/g/dia. Se han
estudiade 2 animales gque recibiercn dos administraciones de GMS
durante los dias seis y siete PN.

- Grupo X: OGrupo tratado con GMS 2ng/g/dia. Se han
estudiado 7 animales gque recibieron tres administraciones de
GMS durante los dia seis, siete y ocho PN,

- @rupo XI: Grupc tratado con GMS 2mg/g/dia. Se ha
estudiado 1 animal gue recibid tres administraciones de GMS
durante los dias once, doce y trece PN.

Las condiciones de estabulacién de los animales fueron:
acceso libre al agua, temperatura media de 22° C y se mantuvo

el ritmo nictameral.

B. MATERIAL DE LABORATORIO

Se usd dos tipos de anestésicos: hidrate de cleral
(3CG0mg/Kg} y tiopental sédico {(Abbott) {23mg/Kg) . Como
neurotdxico se utilizé glutamato monosédico {GMS) lsal
monosddica del acido L-glutémico} de Fluka en dosis de 4drng/g o
2rng/g pesco en una solucién de 400mg/m]l de agua destilada.

Dentro del material histoldégico, la fijacidn de los tejidos
se llevd a cabo con una solucidn de glutaraldehide 2,5% en
tampon fosfate C,1M pH 7,4, Se usd como decalcificador &cido
ascdrbico al 2% con ClNa 0,3M a pH 2,6. La bateria de alcoholes

para la deshidratacién fue:



79

HoC destilada 2 pases x 10 min
Etancl al 50% 1 pase x 10 min

Etanol al 70% 2 pases x 10 min
Etanol al 96% 3 pases x 10 min
Etancl al 100% 3 pases x 10 min
Oxido de propilenc 3 pases x 10 min

La osmificacién con tetrdxide de osmio al 4% en tampdn
fosfato 0,2M. La resina de inclusidén SPURR fue preparada con
NSA 26g, ERL 4206 10g, DER 6 y DMAE &-1 0C,4g. La
polimerizacidn se llevé a cabo en un estufa marca Heraeus.

Los cortes semifinos se hicieron mediante un ultramicrotomo
LKB III Ulitratome. La tincién fue con Azul de Richardson al
0,1% en tampdn Mcllvaine, pH 6.4 (acido citrico 0,1M, 61,5ml y
fosfateo disédico 0,2M, 138,5ml) y el medio de montaie fue

Eukit.

C. MATERIAL ELECTROFISIOLOGICCO

Antes de abordar la descripecidn del material
electrofisioclégico utilizado daremos unas breves noclones sobre
el soporte técnico que accmpafia al registro de los potenciales
evocados auditivos (Lopez-Moya, 1992).

Para obtener un potencial evocado se necesitan varios
instrumentos Como son: electrodos, amplificadores, un
convertidoer analdgico digital, un promediador y un sistema de
generacidén de estimules. Los cuales pasamos a detaliar:

a.~ Electrecdos

Los electrodos pueden ser metdlicos o micropipetas rellenas
de una scolucién salina. Ambos son conductores que permiten
recoger la seflal bioeléctrica y transportarla al resto de los

sistemas. lLa actividad eléctrica gue se genera alrededor del
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electrode debide a la actividad biceléctrica, movimiento de
particulas con carga, producida en las neuronas es recogids por
el electrodo al preducirse también en él1 una migracidn de
particulas cargadas. Utilizando electrodos de metal se recogen
los camhios de potencial producides en la zona que rodea al
electrodo, peor lo tanto es un potencial de los llamades de
campco. Con las microplpetas es posible registrar la actividad
eléctrica de una célula e 1incluso de unos pocos canales
idnicos, estos registros se dencminan potenciales
intracelulares.

En este trabajo utilizamos electrodoes de metal V%
registramos potenciales de campo.

Una medida importante es le impedancia, la resistencia, que
se produce al paso de corriente entre el electrodo y el Area
clrcundante, que es dependiente, entre otros factores, del tipo
de material del electrodo. El més wusado es la plata, el
registrc de la actividad eléctrica se produce por la formacidn
en la superficie del electrodo de cleoruro de plata.

b.- Sistema de amplificaciodn

Con esto se consigue que la débil actividad biceléctrica
recogida, en la escala de uvV o mV, adquiera un tamafio, entre 1
vy 10 Voltios, gque pueda ser manejado por el restc de los
sistemas. Las caracteristicas de un amplificador fisioldgico
son:

- Sensibilidad. Estaklece cudl es el méximo wvcltaje de
entrada admitide.

- Ganancia. Es el factor por el dque se multiplica 1la
entrada diferencial. Un amplificador fisiolégico posee una

entrada pesitiva y otra negativa, la diferencia de voltaje que
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aparece entre ellas se multiplica por un factor cuyoc resultado
constituye la ganancia del sistema.

- Polaridad diferencial. Una diferencia de voltaje,
positivo © negativo, en la entrada produce un desplazamiento
vertical, ascendente o descendente, en 1a pantalla del
oscilosceopio. Segun cologuemos el electrodo activo, positive o
negativo, con respectoc al electrode de referencia, obtendremos
curvas con pendiente ascendente ¢ descendente en la pantalla
del oscilescopio.

- Filtros analdgicos. La sefial recogida por los electrodos
estd mezclada con un ruido de fondo gue es producido por la
actividad biceléctrica propia del animal 3 por las
interferencias eléctricas ambientales. Mediante el filtrado
conseguimos una relacién seflal/ruido  adecuada. Existen
fundamentalimente dos tipos de filtros: los de paso alto, gque
impiden la entrada de frecuencias més bajas a la fijada, y los
de paso bajo que eliminan las frecuencias altas.

- Impedancia de entrada. Es la resistencia al paso de la
corriente en las conexiones de entrada al amplificadecr y debera
ser lo¢ mas alta posible para que la seflal recogida sea
presentada al amplificador sin ninguna pérdida.

c.- Convertidor analdégico digital

L.a sefial procedente del amplificador es continua y debe ser
convertida en seflal digital para que sea tratada per un
ordenadcr.

d.- Promediador

Debido a que la sefial biocldégica generada por un estimulo es
siempre constante, mientras que el ruido de fondo es siempre
aleatorio, el promedic de una forma de onda constante siempre

serd el mismc, mientras gue el! de una onda aleatcria siempre
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tendera a cerg. El numerc adecuado de promediacién viene dado
por la amplitud de la seflal que queremcs registrar y por la
amplitud del ruido de fondo.

e.~ Sistema de generaciodn del estimulc.

El estimulo auditivo utilizado debe poseer unas cendiciones
determinadas gque permitan ser controladas y cuantificadas.
Estos estimulos son enviados por un generador de funcicnes gue
nos permite controlar sus caracteristicas de duracidn,
intensidad, ritmo de repeticidédn y tipo de efectc en la membrana
timpénica gue puede ser condensacidén ¢ rarefaccidn segun si
provoca un movimiento de avance o retroceso, respectivamente.

Los principales tipos de estimulos son:

- (licks, definidos como ondas cuadradas, contiene gran
energia y un espectro de frecuencias muy ancho, entre 500 y
20.000 Hz, lo que permite estimular toda la cdclea. Su tiempo
de duracién es de microsegundos.

- Clicks filtrados, scen ondas cuadradas de wvarios
milisegundes de duracidn que contienen una sola frecuencia.

- Tonos en salvas, son  ondas con una frecuencia
caracteristica y una envolvente trapezoidal.

- Ruide blanco, presenta como el click una amplia gama de
frecuencias y se presenta de manera continua para consegulir un
enmascaramiento de la actividad del oido contralateral.

El estimulo viene definido por su intensidad, medida en
aB, y su frecuencia, medida en Hz. Existen varics tipos de
medidas en dB segun la referencia utilizada. En estudios de
actstica se utiliza el dB SPL (Socund Pressure Level) dque
relaciona la 1intensidad fisica producida con la sensacidn
auditiva percibida. El1 decibelio corresponde a la méds pegquefia

cantidad de sconido capaz de estimular el oido humano en la
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frecuencia de 1000 Hz. El wvalor de la intensidad en decibelios
viene dada por la farmula 20 log p/(2*10"4 dinas/cm4) siendo P
la presidén del sonido problema La frecuencia viene definida por
el numeroc de vibraciones, o© ciclos, por unidad de tiempco. El
Hercic es por tanto un ciclo por segundo.

En cuanto a la forma de presentacidén del estimulo, esta
puede ser de dos tipos: en campo libre o mediante auriculares.

En nuestro estudic se utilizé una unidad compacta de
potenciales evocados Mistral SM280M de Medelec Internacional
para la recogida de todas las mediciones (amplificacién,
digitalizacién, medicidén e 1impresién). Los estimulos fueron
generados por un sintetizador de funciones HP B8204A conectado
al Mistral.

Se utilizarcn dos tipos de electrodos uno de plata
recubierto de tefldn excepte en la punta gque fue redondeada al
fuege y otro de acero incxidable.

La exposicidn de la bulia v su apertura se realizd bajo una
lupa estereoscopica (Wild) \% se utilizé material de
microcirugia: bisturi, pinzas de relojero, tijeras,

separadores, aguias histolégicas, etc.

D. ADMINISTRACION DE GMS

La administracién del farmaco siempre se realizd por via
intraperitoneal tanto en animales adultos como en animales en
desarrollo. El1 GMS, 4mg/g ¢ 2mg/g de pesc, fue disuelto en un
volumen de 10ml o 5ml de sueroc salino y administrade a
temperatura corporal ({(36-37°C}. En los animales en desarrcllo

se considerd el dia de su nacimiento como dia cero de wvida.
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E. TECNICA ELECTROFISIOLOGICA

El estudio fisioldgico siempre se llevd a cabo en edad
adulta. Los animales adultos tenian una edad igual o superior a
2 meses, mnmientras gue en 1los animales tratados durante el
desarrollo una parte fue registrada al mes y otra a los dos
meses de vida. Los animales tratados durante el desarrollo y 8
animales machos adultos fueron anestesiados
intraperitonealmente con hidrato de cloral (300mg/kg), mientras
que se usd tiopental sddico (Z3mg/kg) para 8 animales hembras
controles y los tratades con GMS en edad adulta. Se efectud
alguna administracién adicional cuando las mediciones se
prolongaron mas de 1 hora.

Los registros se llevaron a cabo en una caja anecoica gque
filtraba un ruido exterior inferior a leos 30 dBA, segin la
lectura de un sonémetrc PROMAX 120,

Para la electrococleografia el animal fue traqueotomizado,
introduciéndose una sonda endotragqueal gue se conectd a un
respiradecr automédtico (SRI) gque se mantuvo a un ritmo
respiratorioc de 80 p/s, y se procedié a la visualizacidén de la
bulla mediante incisién en 1la zona lateral del cuello vy
diseccién de 1os miascules digastrico, esternomastoidec vy
omohicideo, en la bulla se practicd una pequefia abertura en 1la
parte postericr lateral que permitia la visualizacidén de la
ventana redonda sobre la cual se colocd un electrecdo de plata
recublierto de tefldn excepto en la punta que fue redondeada
para evitar la rotura de la membrana de la ventana redonda. EI
electrocde de referencia fue colocado en la musculatura
mandibular ipsilateral y el de tierra en la zona axilar

contralateral.
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ILos estimulos fueron clicks filtrados de 16, 12, 8 y 4 Khz
generados por el sintetizador de funciones, la estimulacidn se
realizé siguiendo el orden de frecuencias arriba mencionado.
Los «c¢licks filtrados tuvieron una duracidén de 10ms, la
frecuencia de repeticién fue de 10 estimulios por segundo y se
tomaron un total de €4 mediciones.

Debido a la carencia de un sistema adecuado de medicidn de
la intensidad acustica emitida por el auricular conectado al
generador de funciones, nos referimeos & una serie de
intensidades representadas por el voltaje de salida del
generador de funciones que fueron segun la frecuencia
utilizada:

- 16 KHz: ({(39) 1.8V, (38} 500mv, (37) 12bmv, {36) 50mV,
{35} 10mv, (34} 5mV, (33} 2.5mv, ({32) imV, ({(31i) 0.5mVv, {30)
0.25mvV, {(29) 0.1imV.

- 12 KHz: (28) 10V, (27) 4V, (26} 1V, (25) 490mV, (24)
100mv, (23} 50mv, {(22) 25mv, (21) 12mV, (20} 6émVv, (19) 3mv,
(18} imV.

- 8 KHz: (17; 1v, (le) 250mv, (15) 100mv, (14) 40mVv, (13)
Smv, (12) 2.5mv, (11) 1mv, (10} 0.5mv, (9) O.25mV.

- 4 KHz: {(B) 225mVv, (7} 50mvV, {(6) 20mV, {5) 5mV, (4) 1mV,
{3y 0.5mV, (2) 0.25mv, (1) 0.1lmV

Las primeras 6 medidas de cada frecuencia corresponden a
una gama de intensidades entre 90 y 30 dBA medidas mediante un
sondmetrc PROMAX 120.

Para - animales pertenecientes a 1los grupos IV {2
animales), V (2), y XI (1} se usd una gama de intensidades mas
restringida:

- le KHz: 39, 36, 33, 32, 31, 30, 29.

- 12 KHz: 28, 27, 24, 21, 20, 19, 18.



g6

- 8 KHz: 17, 13, 1z, 11, 19, 8.

- 4KHz: 8, o, 5, 4, 3, 2, 1.

En todo momento se controlidé la temperatura del animal por
medic de un termémetro rectal a 37x1°C, La temperatura del

animal se mantuvo por medic¢ de una manta eléctrica.

F. TECNICA MORFOLOGICA

Una vez finalizado el registro de los potenciales
bicveléctricos en ambos olidos se decapitd el animal, todavia
bajo anestesia profunda, y tras incisidén craneal media vy
retirada del encéfalo se realizéo la extraccidn de ambos huesos
temporales. Bajo microscopio esterecoscdpico, y manteniendoe los
tejidos en fijador (glutaraldehideo al 2.5% en tampdn fosfato
0.1M) se procedi¢ a la diseccidédn fina coclear Las cécleas se
mantuvieron en la mezcla fijadora durante 2 horas. Se lavaron
con tampébn fosfato y se introdujercn en acido ascérbico al 2%
para su decalcificacidén. La decalcificacidén se realizé durante
15 dias, renovandoss la solucidn decalcificadora cdiariamente.

Las plezas, una vez decaicificadas, se incubaron en &cido
dsmico al 4% en tampdén fosfato (.2M durante uha hora en
oscuridad y bajo agitacidn. Procediéndose a continuacidén a su
deshidratacién en concentraciones crecientes de etanol y a su
inclusidén en resina {Spurr) que se prolongd durante tres dias.
Ei primer dia las piezas se incubaron en vacio con 50% de spurr
Yy 50% de o6xido de propileno. El1 sequndo dia se incubaron en
vaclio con spurr puro. El tercer dia se incubaron de nuevo en
vacic con sSpurr puro y se procedid a la polimerizacidén de la
resina en estufa de 60°C durante 48 horas.

Los blogques fueron tallados hasta alcanzar la zona

midmodiolar donde se obtuvieron cortes semifinos (ipm) en un



87

ultramicrotome. Por términc  medio se realizaron  tres
preparacicnes histoldégicas de cada bilogue, cada una de las
cuales contenia una media de 6 cortes seriadcos. Los cortes se
tifferon con azul de Richardson al ¢.IM v se montaron con Eukit.

Para el estudic histeldégico se realizé la observacién
microscdpica de los cortes semifinos seriados, de las cécleas
tratadas vy los controles. Ademds de comprobar la indemnidad
histclégica de todas las estructuras que constituyen el drgano
de Corti, se analizd la presencia de las vacuolizaciones en el
plexo espiral interno bajo las CCIs, vya que estos son los
signos patolégicos mayores descritos tras la administracidn
intraccclear de agonistas del GLU (Gil-Loyzaga vy Pujol, 1990a;

Puel v cols., 1994; Puijol y cols., 1985).

G. ESTUDIO ESTADISTICO

Con los datos fisiolégices, latencia y amplitud de la onda
Nl {se mididé la latencia como el tiempo, en milisegundos,
transcurrido desde el inicic del estimulo hasta la aparicién de
la primera deflexién negativa del PAC; vy la amplitud como 1la
diferencia de voliaje obtenida entre la linea basal vy el maximo
voltaje gque alcanzd la onda N1), asi comoc de los valores umbral
(minima intensidad de estimulacidén a la que aparecid la onda
N1} obtenidos se llevd a cabo un estudico de comparacidén de
medias mediante el test de "t" de Student.

Con respecto a las representaciones graficas, la amplitud vy
la latencia, se representaron utilizandc los valores medios méas
el error standard de la media en grafices de lineas; no
obstante, para las representacicnes de los umbrales se
utilizaron los wvalores medics més la desviaciédn standard en

graficos de barras.
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RESULTADOS
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A. ANIMALES CONTROLES

Dentro del grupo de animales controles se registraron siete
animales machos y siete animales hembras adulitos (edad igual o
superior a 2 meses). Los valores de latencia en los animales
hembras presentaron una mayor dispersidén que en 1os animales
machocs perc las medias no fueron estadisticamente
significativas, excepto la intensidad 39 (p<0,5) (tabla I vy
figura 1). Los valores de amplitud fueron semejantes en ambos
grupos, excepto en las intensidades 3 y 2 (p<0,5) y mostrarcn
una dispersidén aproximadamente del 50% (tabla I y figura 2}. En
cuanto al umbral de audicidédn, 1los wvalores obtenidos en 1los
machos fueron ligeramente superiores, aungue no
significativamente diferentes a los obtenidos en las hembras a
12, 8 y 4 KHz (tabla 1 y figura 3). Estos resultados nos
permitieron agrupar 1los dates obtenidos en un utnico grupo
contrel.

Con respecto a los resultados morfoldgicos, no se pude
cbhservar ninguna diferencia entre las cdcleas pertenecientes a

animales machos o hembras (Piancha 1).



TABLA I: Latencias y amplitudes de los grupos control machos y hembras
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18KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD(uV)
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
INT. N X Ds N X DS P N X DS N X DS P
39 ] 14 08) 004} 14 085 005 - 14 6391 3788| 14 57,78 1810] NS
38 14 092 0,05 14 098 010] NS 14 5534 32,15 14 5583 2263| NS
37 14 101 003 i4 1,04 011 NS 14 43,16 2180] 14 4239 1677| NS
36 14 1,08 004 14 1,08 0,11 NS 14 3076 1628] 14 3215 1344| NS
35 14 1,16 0,04 14 1,21 0,14 NS 14 11,81 671 14 13,20 6931 NS
34 14 1,19 006 | 14 1,23 0,13] NS 14 835 486| 14 927 4601 NS
33 14 124 008 14 125 0,13] NS 14 584 3371 14 597 303] NS
32 14 132 008 14 133 014] NS 14 410 238] 14 383 206| NS
31 14 143 009 14 143 037 | NS 14 258 1,31 14 284 141 NS
30 14 161 022 13 152 0,1B| NS 14 130 0,74 13 201 125 NS
29 7 1,68 0,32 a8 159 0,18 NS 7 1.056 056 8 134 (062 NS
12KHz
LATENCIA{mS) AMPLITUD{uV)
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
iNT. N X DS N X DS P N X 5] N X DS P
28 14 0,78 003 14 079 0068 ]| NS 14 9199 6243 14 8103 4830[ NS
27 14 0,79 004 14 0,81 006 | NS 14 7875 4813| 14 7866 40,40} NS
26 14 0,88 003 14 093 Q1 NS 14 6191 3801] 14 6547 23901 NS
25 14 082 005 14 087 011 NS 14 4860 2802 14 5503 2456] NS
24 14 102 004 14 1,00 0081 NS 14 3108 1660 14 3487 1287| NS
23 14 1,06 0,04 14 1,08 016] NS 14 2544 1359 14 2851 1350] NS
22 14 112 0041 14 113 Q12| NS 14 2231 11,76] 14 2320 12,08] NS
21 14 118 005 14 117 010 | NS 14 1461 B,08 t4 1554 8561 NS
20 14 1,26 0,06 14 126 0,11 NS 14 779 498 i4 1009 7801 NS
19 14 1,32 0,10 14 1,32 OMN NS 14 294 2861 14 460 486 NS
18 7 1,33 0,12 10 142 013 NS 7 1,18 0,81 10 1,37 1.3 NS
8KHz
LATENCIA{ms) AMPLITUD{uV)
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
INT. N X DS N X DS P N X DS N X DS P
17 14 88 005 14 093 009§ NS 14 5975 3183 14 6324 2814] NS
16 14 099 004 14 103 013] NS 14 3976 20311 14 4880 21,30] NS
15 4 t.06 003 4 109 013 | NS 14 2063 15367 14 3711 1488 NS
14 14 t12 005 14 115 0121 NS 14 2413 1252] 14 2745 1088} NS
13 14 138 007 14 1,30 0,15 NS 14 759 428 14 10,88 531 NS
12 14 145 007 14 1,44 0,12 NS 14 418 2,56 14 585 334! NS
11 14 158 010 i4 156 0,141 NS 14 217 1,47 14 307 1.1 NS
10 10 1.69 011 13 165 093] NS 10 113 072 13 214 136 | NS
o] 5 1,81 024 10 1,76 0,11 NS 5 076 028 10 095 0481 NS
4KHz
LATENCIA{mMs) AMPLITUD{uV)
MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
INT. N X S N X 0s P N X DS N X DS P
8 14 104 006 14 109 0121 NS 14 3758 18241 14 4108 2236| NS
7 14 119 0,09 14 116 0141 NS 14 2203 972 14 2964 1195] NS
6 14 1,26 004 14 1,27 06121 NS 14 13,89 6,44 14 1645 839 ] NS
5 14 1,45 010 14 1,42 012] NS 14 775 481 14 808 404 | NS
4 14 175 013 14 1,70 015} NS 14 252 1863 14 366 202 NS
3 13 1,94 0,18 13 1,82 014] NS 13 1.3 108 13 279 1867 *
2 9 203 016 t1 188 017 NS g 087 0501 1 177 105 *
1 3 210 015 8 211 022] NS 3 059 030 8 08 048] NS

KHz= Kilohercies, ms= milisegundos, uV/= microvoltios, , N= nGmero de cidos, X= media,

DS= desviacién standard, P= probabilidad {NS= no significativa; * < 0,5, ** < 0,01; =** < 0,001).
INT .= intensidad: (39) 1.8V, (38} S500mV, (37) 125mV, (36) S0mV, (35) 10mV, (34) 5SmV, (33) 2.5mV, (32) 1mV,

(31) 0.5mV, (30) 0.25mV, (20) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, (25) 490mV/, (24) 100mV, (23) 50mV, (22} 25mV,
(21) 12mV, (20) BmV, (19} 3mV, (18) TmV, (17} 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14) 40mV, (13) 5mV, (12) 25mV,

(1) 1mV, (10) 0.5mV, (9) 0.25mV, (8) 225mV, (7) S0mV, (5) 20mV, (5) SmV, (4) TmV, (3) 0.5mV, (2) 0.25mV, (1) O.1mV.
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TABLA 1: Comparacion de las medias de los umbrales
obtenidos en los animales controles machos y hembras

MACHOS HEMBRAS
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 4 2950 085 14 2950 065 NS
12 KHz 14 1850 0,52 14 18,29 0,47 NS
8 KHz 14 89983 083 14 936 0623 NS
4 KHz 14 22t 0,89 14 1,71 0,89 NS

KHz= Kilohercios, N= nimero de oidos, X= media, DS= desviacion standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5; ™ < 0,01; *** < 0,001).

intens:dades

12 KR/ & KHZ

frecuencios

Figura 3: Umbrales (X+D&) de los grupos control
machos (Jll. N= 14} v hembras (], N= 14)



Figura 1: Animal adulto joven (30 dias) perteneciente al grupo Contrel. a) Detalle de
un Organo de Corti sin sBignos patoldgicos (membrana tectoria (*), CéElula ciliada
interna (I}, Cé&lulas ciliadas externas (Ex)). b) Detalle del ganglio espiral, con la
poblacidén normal de neuronas. Obsérvese la proximidad de los elementos celulares y
los smuy escasos egpacios vacios. (a: 0bj.40x; b: 0bj.20x}
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B. ANIMALES TRATADOS

Los diferentes tratamientos produiercn una distinta
mortandad en los animales gue es comentada en cada grupo; sin
embargo congideramos oportunc reflejar los cambios ocurridos en
el listado de material y métodos, que queda como sigue:

- Grupo control: Se han utilizado registreos de 14 animales
adultos, siete hembras y siete machos.

- Grupo I: Grupo £tratade con GMS 4dmg/g/dia. Se han
utilizado registros de 8 animales adultos que recibieron cuatro
administraciones durante 4 dias consecutivos.

- Grupo II: Grupo tratado con GMS 4mg/g. Se han utilizado
registros de 5 animales dque recibieron una administracidén de
GM3 en el dia dos PN.

- Grupeo III: Grupo tratado con GMS 4mg/g. Se han utilizado
registros de 4 animales que recibieron una administracién de
GMS en el dia seis EN.

- Grupo IV: Grupo tratadc con GMS 4mg/g. Se han utilizado
registras de 2 animales que recibieron una administracidn de
GME en &1 dia nueve FN.

- Grupo V: Grupo tratade con GMS 4mg/g. Se han utilizado
registros de Z animales que recibieron una administracién de
GMS en el dia 15 PN,

- Grupo VI: Grupo tratado con GMS Zmg/g/dia. Se han
utilizado registros de 3 animales que recibieron dos
administracién de GMS en los dias 2 y 3 PN.

- Grupo VII: Grupo tratado con GMS 2mg/g/dia. Se han
utilizado registros de 2 animales qgue recibieron tres

administraciones de GMS durante los dias 2, 3 y 4 PN,
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- Grupoe VIII: Grupo tratado con GMS 2mg/g/dia. Se han
utilizade registros de 3 animales gque recibieron ocho
administracicnes de GMS durante los dias 2 ali 9 PN.

- Grupo IX: Grupo tratado con GMS 2mg/g/dia. Se han
utilizade registros de 2 animales que Trecibiercn dos
administraciones de GMS durante los dias 6 y 7 PN.

- Grupe X: Grupo tratado con GMS Zmg/g/dia. Se han
utilizado registros de 5 animales gue recipieron tres
administraciones de GMS durante los dia 6, 7 y 8 PN.

- Grupo XI: Grupe tratado con GMS 2mg/g/dia. Se ha
utilizado registros de 1 animal que recibid tres

administraciones de GMS durante los dias 11, 12 y 13 PN.

B.1. Grupo I

En este grupc se usaron 13 ratas Long-Evans hembras adultas
que recibieron una deosis diaria de 4mg de GMS por gramo de peso
por medico de la administracién intraperitoneal de una solucidn
de 400mg de GMS en 1 mli de agua destilada durante cuatro dias
consecutivos,

La administracién de GMS ©provocd crisis convulsivas
observadas al cabo de aproximadamente una hora después de la
administracién del farmaco en cinco animales gque murieron en
distintas etapas del tratamiento: 2 el primer dia, 2 el segundo
dia y uno el cuartce dia. En los restantes 8 animales noc se
observaron convulsiones u otro sintoma, come posturas atipicas
en la hora siguiente a la administracién del farmaco.

En el estudic de la latencia se observé que ésta no diferia
de la obtenida en el grupco control aunque, al igual que en las
hembras controles presentd una desviacidn mayor gue los

animales machos (tabla 1II). Se pudo observar un discreto
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incremento de las latencias a altas frecuencias (lo y 12 KHz),
que fue significativo (p<G, 5} a las intensidades de
estimulacidén 39 y 27 (tabla II y figura 4).

Las amplitudes obtenidas en el grupo I presentaron un
desviacién de aproximadamente el 50% y las medias fueron
menores, estadisticamente significativas, incluso con p<G, 001
en altas intensidades, a todas las frecuencias exceptuando 1los
valores préximos ai umbral (tabla II y figura b).

Los valores del umbral de audicidén fueron superiores frente
a los obtenides en los animales controles a todas las
frecuencias vy se hicieron significativeos (p<C,5) para 16 KHz
{tabla 2 v figura ¢).

Las cébcleas que en el estudio electrofisioldgico
presentaron una mayer latencia vy menor amplitud resultaron ser
en las que se observdé un mayor dafic neurotéxico a nivel de las
fibras del plexc espiral interno, preferentemente en espiras
basales aunque también en espiras medias y en una ubicacién
modiclar bajo las CCIs. En otras cécleas, las que presentaron
valores de latencia, amplitud y umbral cercanas a los valcres
controles, se pudo observar un efecto neurotdxico menor y casi
siempre en espiras basales. Por otra parte hay que seflalar que

nc hubo pérdida neuronal en el ganglio espiral (plancha 2).
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TABLA Il: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo |

16KHz
LATENGCIA{ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPQ ] CONTROL GRUPO |
INT.| N X DS N X bs P N X DS | N X Ds P
3 | 28 083 005) 16 089 009 | - 28 6085 2930 16 32,99 1487 *
38 | 28 095 009) 16 094 0,12 | NS 28 5559 27.28| 16 28,47 1397 **
37 | 28 102 008| 16 1,02 013| NS 28 4278 1908| 16 2459 1322 *
3 | 28 108 008 16 108 615| NS 26 3148 1467 t6 1858 11,34 *
a5 | 28 118 ©10| 186 127 015] NS 28 1250 B73[ 16 856 615] NS
34 | 28 121 010 16 126 018] NS 28 881 467| 6 525 450 -~
33| 28 125 010 16 132 021| NS 28 591 314! 16 363 338] *
32 | 28 133 012 15 138 019| NS 28 396 219 15 234 218 *
31 28 143 0131 14 145 020| NS 28 27t 134§ 14 170 1387
30 { 27 156 C20( 8 149 016| Ns 27 164 1061 & 146 085 | NS
29 15 163 025 7 157 020| Ns 15 121 063] 7 0B84 048 NS
12KHz
_LATENCIA(mS) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO | CONTROL GRUPO |
INT.| N X DS N X DS P N X DS : N X DS P
28 | 28 078 005| 16 082 0081 Ns 28 8651 5506, 16 3528 16,17] **
27 | 28 080 005| 16 085 o009]| * 26  7B71 4360 16 33,99 1386
26 | 28 0% 008| 16 090 010 NS 28 6369 3360] 16 30,63 14,73] **
25 ) 28 084 009| 16 093 010 NS 26 5181 2606| 16 2819 1435 "
24 1 28 101 007 16 1,04 013 | NS 28 3288 1470| 16 2155 11562 ™
23| 28 107 o008| 16 1,00 015| NS 28 2698 1338 16 17,80 1021 -
22 1 28 143 009 | 16 1,16 020 NS 28 2275 1570| 16 13,88 901 |
24 28 118 008 18 124 D023 | NS 28 1507 B818| 16 1000 745! NS
20 | 28 126 009 14 127 0417 | NS 28 894 £53| t4 782 547| NS
19 F 28 1,32 010 12 133 016 | NS 28 377 382| 12 443 430| NS
18 17 138 013| 8 142 048! NS 17 129 110 8 180 1311 NS
8KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO | CONTROL GRUPO
INT.{ N X DS N x DS P N x ps i N X DS P
17 | 28 081 008| 16 082 008| NS 26 B150 2953] 16 32,74 1476] **
1% | 28 101 Q10| 16 098 011] NS 28 4433 20841 16 2499 1178 -
151 28 107 010 16 105 010] NS 28 3337 1532) 16 1964 938 |
14 | 28 113 009| 16 132 0131 NS 28 2579 11631 16 1484 71891
13| 28 133 012| 6 134 017 | NS 28 923 502 16 679 508 | NS
12 | 28 144 040| 15 142 018 NS 28 502 304 15 486 316| NS
11 28 157 042| 13 150 05| NS 28 262 163 13 2B0 1,47 | NS
10 | 23 167 042 11 182 017 | Ns 23 470 122 11 150 078| NS
g 15 178 045! 8 176 013 | NS 15 089 042| B 0B2 051 NS
I4KHz .
LATENCIA{ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPD | CONTROL GRUPO |
INT.} N X 0s N % bs p N X DS N X DS p
8 28 107 010| 15 1,01 0,09| NS 28 3833 2010| 15 2006 7571 **
7 28 118 012] 45 115 0131 NS 28 2583 1137 15 1337 681}
6 2 127 003| %5 126 0420 Ns 28 1517 745| 18 91t 470)] *
5 28 1,43 0111 15 145 D016{ NS 28 792 436| 15 469 239 -
4 28 172 0141 14 1,73 018! NS 28 300 188 14 209 132| NS
3 26 188 0471 43 188 025{ NS 26 208 155 13 1.4% 085 | NS
2 200 201 0171 ¢ 197 023} NS 20 137 085 9 105 ©51] NS
1 11 211 0200 4 208 01Bi NS 11 D74 044) 4 069 025{ NS

KHz= Kilohercios, ms= mihsegundos, uV= microvoitios, , N= nimero de oidos, X= media,

DS= dgesviacion standard, P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0.5, ** < 0,01; *** < 0,001).

INT = intensidad: (39} 1.8V, (38) S00mV, (37) 125mV, (36) 50mV, (35) 10mV, (34) SmV, {33} 2.5mV, (32) 1mV,

(31) 0.5mV, (30) 0.25mV, (29) 0.1mV, (28) 10V, (27} 4V, (26} 1V, (25) 490mV, (24) 100mV, (23) S0mV, (22) 25mV,

{21} 12mV, (20 6mV, (19) 3mV, (18) 1mV, {17} 1V, (16} 250mV, (15) 100mV, {14) 40mV (13)5mV, (12} 2.5mV,

(11) tmV, (10) C.omV, (2) 0.25mY, (8) 229mV, (7) S0mV, (6) 20mV, (5 SmV, (4) 1mV, (3) 0.5mV, (2} 0.25mV, (1) 0.1mV.
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TABLA 2: Comparacion de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y et grupo 1

CONTROL GRUPO |
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 2950 0,58 16 3025 1,29 *
12 KHz 28 18,39 0,50 16 18,88 1,08 NS
8 KMz 28 964 078 16 10,06 1,34 NS
4 KHz 28 196 0,86 15 233 118 NS

KHz= Kilohercios, N= namero de oidos, X= media, DS= desviacion :standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5, ** < 0,01; ™ < 0,001).

(O]
o

=2~
SU

intensidades

(@
{

frecuercias

Figura 6; Umbrales {(X~DS) de los grupos control

(M. N= 28) v grupo I ([__i, N= 16)



Figura Z/: Animal adulto tratado, durante 4 diaa consecutivos, con glutamatc
monosddico (4 myg/g). a) Panordmica de un Srgano de Corti y ganglio perteneciente 2
una espira media. b) Detalle del &6rgano de Corti, en el que se observan lesionees
edematosas fundamentalmente bajo la c¢&lula ciliada interna (membrana tectoria (=),
Célula ciliada interna (I), Células ciliadas externas (Ex)). ¢) Detalle del ganglic
espiral, no aprecidndose alteraciones significativas. (a: Obj.20x; b: Obj.40x; c:
Obj .40x)
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B.2. Grupo II

En este grupo se usarcn & animales hembras a los gue se les
administr® una dosis de 4mg de GMS por gramc de pesc en un
volumen de 0,01 ml de agua destilada por medic de una inveccidn
intraperitoneal en el dia 2 PN. No se observaron convulsiones
en ningin animal en la hora siguiente a la administracién del
neurotdéxico aunque uno de los animales murié a consecuencia del
tratamiento. Las cinco ratas que sobrevivieron al tratamiento
fueron registradas a los 66 dias de vida, tres de ellas, y a
los 69 y 70 dias de vida las dos restantes.

Las latencias presentaron una desviacidn semejante a 1la
obtenida para las hembras controles y la media fue
significativamente mayor al grupo contreol, observidndose una
gradacidn entre las distintas frecuencias. Para altas
frecuencias, 16 y 1Z KHz, las latencias fueron mayocres
significativamente a aitas ¥y medias intensidades, con
significaciones que oscilaron entre p<0,5 y p<0,00l; en 8 KHz
sélo fueron mayores significativamente en altas intensidades
(p<0,5 v p<C,01), mientras gue en 4 KHz sdélo la intensidad 6
fue significativamente mavyor (p<0,5) (tabla 1II y figura 7).

Los valores de amplitud obtenidos estuvieron més agrupados,
aproximadamente con un desviacidn del 30%, gue en los animales
controles. Los valores medios de las amplitudes fuercn menocores
significativamente (la mayceria con p<0,01; a los obtenidos en
los animales controles exceptuando las intensidades mnuy
proximas al umbral de audicién (tabla III y figura 8).

También se observd un aumentce general del umbral de
audicién a las distintas frecuencias, siendo estadisticamente
significativeo a 16 KHz (p<0,01) v 8 KHz (p<0,5) (tabla 3 y

figura 9).
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La observacidn microscépica de las cdcleas pertenecientes
al grupc 1I condujo a al constatacion de una pérdida neuronal
en el ganglio espiral coclear, sobre todo en espiras basales

{(Plancha 3).
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TABLA #lI: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo il

16KHz
LATENCIA{ms} AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO Il CONTROL GRUPO I
INT. N X DS N X 0s P N X DS N X DS ] P
39 28 083 005 10 093 042¢ 28 8085 2830 10 2711 884 b
] 28 095 008! 10 104 042 ' 28 5558 2728| 10 2652 930 *
37 28 1,02 008 10 111 0,13 - 28 4278 1908| 10 2055 663 -
35 28 108 008} 1C 118 Q14| * 28 3148 1467) 10 1547 571 -
as 28 1,18 010 10 1,30 0,18 * 28 1250 673 10 6,78 268 *
34 28 121 010 10 128 0,14 | NS 28 881 467 | t0 443 175] =
» 28 125 040! 10 132 047 NS 28 59t 314 10 278 091 b
32 28 133 012! 10 138 0B [ NS 28 396 215| 10 1,87 090 .
31 28 143 013 B 149 0,22 ]| NS 28 2,71 1,34 1} 1,29 0,40 -
30 27 156 020 5 158 024 NS 27 184 108 5 0,74 036 | NS
29 15 163 025 2 170 035 NS 15 1,21 063 2 086 055 | NS
12KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL. GRUPO Il CONTROL GRUPO I
INT. N X DS N X DS P N X DS N X DS P
28 28 079 QO5{ 10 08 010 * 28 B651 55068 10 4066 1437 -
27 28 080 005) 10 08 010{( ™ 28 7871 43601 10 3339 824 ™
26 28 0O Qo08! 10 10¢ 013 * 28 6369 3360 10 2619 707
25 282 094 009§ 10 103 013 * 28 5181 2606, 10 2255 585 ™
24 2 101 007§ 90 111 Q12 28 3288 1470| 10 1573 447 =
23 28 1,07 008 10 116 013 * 28 26588 1338) 10 1303 405 -
2 28 113 009: 10 120 014 NS 28 27 1170 10 964 272
21 28 118 008! 0 126 016 [ NS 28 1507 B18| 10 620 244 *
20 28 126 009% 10 131 0171 NS 28 884 653 10 251 1,20 *
18 28 132 010 g 1,40 028 ] NS 26 377 292 g 1,30 088 NS
18 17 138 013 5 158 0728 - 17 1,28 1,10 S 093 022] NS
8KHz
LATENCIA{ms) ) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO I CONTROL GRUPO I
INT. N X DS N X DS P N X Ds N X DS P
17 28 091 0,08 10 1,02 0,14 - 28 6150 20531 10 28607 727
16 28 101 010 10 1,11 013 " 28 4433 2084] 10 1856 622 .-
15 28 1,07 Q.10 10 1,16 012 * 28 3337 1832] 10 1531 478 -
14 28 113 009§ 10 121 013 NS 28 2579 1163 10 1186 363 ™
13 28 133 0127 16 140 D16 NS 28 923 502 10 477 159 -
12 28 144 010 10 1485 020 NS 28 502 304] 10 280 114 *
1% 28 157 012] 9 15 020 NS 28 262 183)] 9% 163 063 NS
10 23 167 012 8 172 020 NS 23 1,70 1.22 8 101 051 NS
g 15 1,78 015 [+ 000 000 15 089 042 0 c00 0,00
4KHz
LATENCIA{mS) AMPUITUD(V)
CONTROL GRUPGQ Il CONTROIL. GRUPO i
INT. N X DS N X Ds P N X DS N X 9.5'_)_ P
8 28 1087 0107 10 113 016} NS 28 3933 20107 10 1837 667}
7 28 118 01237 10 125 014} NS 28 2583 1137 10 1139 357} **
5] 28 127 0084 10 136 015 * 28 t517 745 10 780 283} *
5 28 143 011§ 10 148 019 NS 28 782 4361 10 449 187 .
4 28 172 014 10 1,74 0,21 NS 28 308 188 10 297 1,22 NS
3 286 1,88 017 10 1894 028 [ NS 26 209 155 10 147 D551 NS
2 20 201 047 6 1,94 023 NS 20 137 095 & 121 047 [ NS
3 11 2,11 0,20 2 200 028 | NS 11 074 044 2 0,83 080 NS

KHz= Kilohercios, ms= milisegundos, uV« microvoltios, , N= nimero de oidos, X= media,

DS= desviacidn stendard, P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5, ** < 0,01, *** < 0,001).

INT.= intensidad: (39) 1.8V, (38) 500mV, (37) 125mV/, (36) 50mV, (35} 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32} 1mV,

(31) 0.5mV, {30} 0.25mV, (29) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, (25) 480mV, (24} 100mV, (23) 50mV, (22) 25mV,

{21) 12mV, (20) BMV, {19) 3mV, (18) TmV, (17} 1V, (16} 250mV, (15) 100mV, (14) 40mV, {(13) SmV, (12} 25mV,

(11) tmV, (10) G.5mV, (9} 0.25mV, (8) 225mV, (7} 50mV, {6) 20mV, (3) dmV, (4} 1mV, (3) 0.5mV, {2} 0.25mV, (1} 0.1mV.



10¢

-
-
=
o0
-
3

Jp—
—
il

‘
_
-
e

1
-t
,(

! A 3
1oy - "l' 14 « Yo
o L] w 1.3 ]
: I - ' ' A N
; R v i w oo Sy TV
S g T - v T3
IR e W 11 - v
. S . - N
[ ! h ~ T o1
o . ey 1.0 . v
T . e . N\
8 by RN
N

O JH R B R E e B St pa G.7 “Lr L A A A A R R
2930 01 52 55 A4 35 36 57 3B 39 TR 1920271272 2574052627 76

intensidod Intensidod

8 Kz 4 Klz

.\
s
o

L RDORY R
|
- —
K
[ =

O ’

El \_}.T
‘1 7 R
. ' N
v v T s e \Q\\
{ . £ N
.

-
‘e
il
; P i ; : : :
3
-~
-

—
e
i
1
¢
-
-
i

H 1

EEE 5 PG O R RS L I 1 3 4 S T

A e |

[ .

Intenaidad Iniensidad

Pgure 70 Lalenaias oblenidas en los anlmales controles (o ) N-28)

frente a fos animeles tratados el dieg 2 PN con GME (v | N=10}



Y

40

SL

Tigura
frenle o log animales tratados of dia 2 PN con OGNS ( «

bt
[
~1

K

Ve

/¥
e
/’Ai v'/.

o

. o
I S,
7:7:'—';‘!*’ v

"T—:I" [ A e A
29 30 51 A0 1254 535 36 A7 38 A9

fntensidaod

8 Kz

,/
/,’
S
1.7
i »
| 1,
| v
N / v
i ,/ T _,/v
I A4
| / e
- h 2

intenaidod

RER0EN:

B Amphludes obienidas en les

18 192021220324 252627 28

intensidad

50

0 - /

»
o0 / |
/ v

*
S L
s B
0 e L

D =

N=.226)
Ne ()

ammales controies (e |



108

TABLA 3: Comparacion de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL vy el grupo i

CONTROL GRUPQ 1
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 28,50 0,58 10 30,40 0,97 -
12 KHz 28 18,39 0,50 10 1880 0,70 NS
8 KHz 28 964 0,78 10 10,30 0,67 *
4 KHz 28 196 0,98 10 220 0,79 NS

KHz= Kilohercios, N= nitmero de oidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probabilidad (NS= no significativa; *< 0,5; ™ < 0,01; *** < 0,001).
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Figura 9: Umbrales (X+DS) de los grupes control
M. = 28) y grupo I (7, N= 10)



Figura 2: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico {4 mg/g) en
el 2° dia postnatal. a) Detalle de un Srgano de Corti en el que no se observan
alteraciones patolégicas. Tampoco en el ganglio espiral (G) se aprecian alteraciones
significativas (membrana tectoria (*), Estria vascular (Es)). b) Detalle del ganglio
espiral, que muestra una reduccién discreta de la poblacidén neuronal del ganglio. (a:

Obj.10x; b: Obj.40x)



110

B.3. Grupo III

En este grupc se utilizaron 4 animaies hembras que
recibieron una inyeccién intraperitoneal de 4mg de GMS por
gramo de peso en un volumen de administracidn de C,01lml de agua
destilada en el dia & PN. No se observaron convulsiones en la
hora posterior a la acdministracién del neurotdxico. Los
animales fueron registrados a leos €8, 71 y 72 (dos ratas) dias
de wvida.

Las latencias presentaron un desviacién muy grande, incluso
superaron a los obtenidos en las hembras contrcles; en la
figura 10 se puede observar que tanto en la intensidad 30 de 16
KHz como la 10 de 8 KHz el valor medio de la latencia disminuye
acusadamente, dehido a que estid compuesto por 3 valores
pertenecientes a cbcleas muy poco afectadas por el neurotdxico.
En general, los wvalores medios fueron supericres a 1los
obtenidos en los animazles controles, observidndose diferencias
significativas (p<0,5) sclamente en altas frecuencias (3
intensidades en 1€ y seis valores en 12KHz), mientras gue en
frecuencias medias las latencias fueron supericres pero no
estadisticamente significativas respecto de las latencias
controles (tabla IV y figura 10).

Los valores medics de las amplitudes fueron siempre menores
a los obtenides en los animales controles vy estadisticamente
significativos, la mayoria con p<0,01, excepto en las
proximidades del umbral de audicidén y en las dos intensidades
maycres de 12 KHz deonde ios valores medios presentaron una gran
dispersién, mayoer al 50% normalmente encontrade (tabla IV vy
figura 11). También hay que sefialar que en la frecuencia de 16

KHz se pudo observar dque a la mAs alta intensidad de
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estimulacién (3%} se obtuve un valor eguivalente, incluso
menor, al obtenido en la siguiente intensidad (38).

Con respecto a los umbrales, se pudo cbservar dgue hubo un
aumentc con respecto a los controles, muy acusade en 16 KHz
(p<0,001) asi como en 8 y 4 KHz (p<0,01 vy p<0,5), pero en menor
medida para 12 KHz (tabla 4 y figura 12).

La observacidén microscépica de las coHdcleas pertenecientes a
este grupo permitid constatar la pérdida de células nerviosas
en el ganglio espiral coclear, sobre todo en las espiras

basales (Flancha 4}.
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TABLA IV: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y ei grupo itl

16KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV}
CONTROL GRUPO It CONTROL GRUPO Il
INT.| N X DS | N X Ds P N X DS | N X DS P
39 28 083 005 8 ager Q09 28 6085 2030 B 2798 1126 ™
38| 28 095 00%( & 1,03 017! NS 28 5559 2728] 8 2003 11,63 *
a7 | 28 102 o008 8 113 oag| * 28 4278 1908] 8 2184 BTG} **
3 | 28 108 008 &8 119 C18| - 28 3148 1467( & 1556 757 *
35 ] 26 118 CiC| 8 126 020 NS 28 1250 673 &8 531 244 -
34§ 28 121 010] & 128 020] NS 28 88t 467 8 376 181 =
33 ) 28 125 040( 8 1,33 022 NS 28 591 314 B 266 136 -
32 ] 28 133 012 8 144 026 NS 28 39 219) & 188 083 ™
31 28 143 013} 7 150 030 NS 28 271 134| 7 084 054
30| 27 156 ©20F 3 138 012) NS 27 164 106 3 064 034| NS
29 1 15 163 0257 0 000 000 15 1,21 083 0 000 000
12KHz
LATENCIA{ms) ) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO I CONTROL GRUPO It
INT.| N X DS| N X D§ P N X DS | N X DS P
28| 28 o7 o005 8 087 015( * 28 8651 5506] B8 5813 3675 NS
27 { 28 080 005] B 089 014 * 28 7871 4360] B8 4573 2871) NS
26 § 28 081 008| B 098 020 NS 28 6369 33680 & 2011 1488{
25§ 28 094 009| B 103 020| NS 28 5181 2606 8 2238 958 =
24 1 28 1p1 007 8 111 07| * 28 3296 1470 & 1414 535{ *
23 | 28 107 008| B 118 QA7) " 28 2698 1338) 8 1106 446 =
2| 2 113 o008f{ B 123 016 NS 28 2275 1170f 8 820 377 *
21 28 118 op8! 8 130 023 28 1507 818) 8 47t 37| *
20 | 22 126 009| 8 138 o022 - 28 B94 653 8§ 257 288 -
19 | 28 132 010 6 143 018 | NS 28 377 392| 6 154 144| NS
18 | 17 138 0413| 4 148 0147t NS 17 128 130| 4 074 043| NS
BKHz
LATENCIA{ms) AMPLITUD({uV}
CONTROL GRUPO It CONTROL GRUPO I
INT.{ N X DS | N X Ds P N X ps | N X DS P
17 | 28 0581 008| & 09 0,19 NS 28 61,50 2853 B8 3200 1434] -
16 | 28 101 010) 8 107 022| NS 28 4433 2084 B 2136 685 | **
15 | 28 107 010 8 115 0,48 NS 26 3337 1532] B 1566 54t} *
14 | 26 113 008} & 120 020] NS 28 2578 11631 & 11,88 430
12 { 28 133 042! 8 140 021] NS 28 923 5021 8 389 1754
12 | 28 144 0101 B 149 022| NS 28 502 304 B8 t82 102 *
11 28 157 012{ B8 166 028 | NS 28 262 163 8 138 107{ NS
101 23 167 012 3 180 008| NS 23 170 1220 3 073 015| NS
9 15 478 015| 0 000 000 15 0B 042 O 000 000
4KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO Il CONTROL GRUPO I
INT.| N X DS| N X Ds P N X DS | N X Ds P
8 28 1,07 C10| & 110 021} NS 25 3933 20,100 & 228% 1231
7 28 118 012} 8 126 021] NS 28 2583 1137) 8 1354 663 *
6 28 127 0081 8 135 016 NS 28 1517 745] 8 8D4 287 *
5 28 143 011 8 151 016] NS 26 782 436 8 3988 1| -
4 28 172 014 8 176 027 ] NS 28 309 183| 8 169 (23] NS
3 26 188 Q17| 7 190 020] Ns 76 200 15| 7 122 054 NS
p) 20 201 017 3 211 038| NS 20 137 085 3 060 608 NS
1 11 211 020 0 000 000 11 074 044| 0O 000 000

KHz= Kilohercios, ms= milisegundos, uV= microvoltios, , N= nimero de cidos, X= media,

DS= desviacidn standard, Pe= probabilidad (NS= no significativa; * < 0.5, ** < 0,01, *** < 0,001).

INT = intensidad: (39) 1.8V, (38) 500mV, (37) 125mV, (36) 50mV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32) imv,

(31) 0.5mV, (30) 0.25mV, (20) C.1mV., (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, (25) 490mV, (24) 100mV, (23) 50mV, {22) 25mV,
(21) 12mV, (20) BmV, (19) 3mV, (1B) 1mV, (17 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14) 40mV, (13) 5mV, (12) 2.5mV.,

(11) 1mV, (10) 0.5mVv, (9) 0.25mV, (B) Z25mV, {7} 50mV, (6) 20mV, {5) 5mV, (4} ImV, {3) 0.5mV, (2) 0.25mV, (1) 0.1mV.



(e

’_i
[
L

VR ) ‘
v L

)
—
«
—
s
]

e e B S e R Rt Sy R i Lo/ -y ! I [ | A I R S

ZH A0 51 A7 S5 34 535 36 537 38 59 1819 202 P20 2504 25 08727 2H

Intensidad Intensidad

60 Ky 4 Kz

S

e 1A
A
s - SN
[ t\ - 4?) ‘ i
1. ! PR
. v 20
b - N LR
1.e . A
l ) ¢ " B L .
A I
{ TG
- a 1
R TR
| S N
r. 1 ‘\. \l”
T R
- ) H » ‘\\
1 o4 - ]
. L R I
; I - H '_\ | s e T
] Pt ». Ty
H Ay el
100 = L .y
S .1 - ~
(g - Qe ¥
1wy "I
[ N . e - e — I R R e e
S L S R LA S e
(A O B B B S04 1h s 1 ! S5 4 > £ 7 -
frionaigad ftonadod

Flgura 100 Licencias oblenidas en los anmimales controles { o N 28

frente o los animales bratades el dia 6 PN conn GMS (v | N8



Ut

20

o

Figura 11

frente o log anintales Lratadog ¢l da 6 PN con GMS {

114

o
[ 2

| /
/
| ~/
g /
/ - =
B , oo
| ,f‘! Y—m‘v
| / T 7
I
1 v
1 .
| ) / /V’
-~
: I
i »- = v—F v
e (e e B mtm e w
20 3031 52 3R 54 35 3R 37 58 309
intensidad
8 KH
\NiiL7Z
! 1
- S,
\ /
/
-
| 1/
»
; + 7 =
i ) ‘ V -
i e ’/"‘
.
i ‘/' Lr,«/
) ; o
I" = .
i s //_1'
— A
- ¥
| e
| 7 o
RIS S, A I
R T i [ T i |
Lo R D B B T R I

.
S

Amplitudes obtenidas en los animales controles {

/
i /
¢
4
- /
| §oT
/ v
= . /
: o
i » 5
: AL
| ‘4" v
‘L ’// P -
{ v e

— -

i S matek o
_‘__Yf::j—— T i ; ] 7

- - . . ' . . -
[ 2 ) - o 6 / tn

Imtensicod

 N=28)
L N=8)



115

TABLA 4: Comparacion de las medias de ios umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo il

CONTROL GRUPO 1l
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 1728 29,50 0,58 8 30,75 0,71 -
12 KHz 28 18,39 0,50 B 18,75 0,88 NS
8 KHz 28 964 078 g 10,63 0,52 b
4 KHz 28 196 096 8 275 07N *

KHz= Kilohercios, N= nimero de oidos, X= media, DS= desviacién standard
P= prohabilidad (NS= no significativa; * < 0,5; = < 0,01; *™ < 0,001).
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Figura 12: Umbrales (X+D%) de los grupes conirol

(MR N= 28) v grupo Tl (1. N= 8)



Figura 4: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (4 mg/g) en
el 6° dia postnatal. a) Panordmica de la rampa coclear de una espira media baja, que
deja patente la reduccidén de la poblacidén neuronal del ganglio espiral (G). b)
Detalle de un Srgano de Corti situado en una espira media alta, cuyo ganglio espiral
(@) estd escasamente afectado (membrana tectoria (*), Cé&lula cilliada interna (I},
C&lulas ciliadas externas (Ex)). ¢) Detalle de un ganglio espiral situado en una
espira media baja, que mueatra una reduccién de la poblacién neuronal del ganglio.

{a: Obj.10x; b: 0bj.20x; c: Obj.20x)



117
B.4, Grupo IV

En este grupo se utilizaron 2 animales, un macho vy una
hembra, que recibieron una inyeccidn intraperitoneal de 4mg de
GMS por grame de peso en un volumen de administracidén de 0,01ml
de agua destilada en el dia 9 PN. Nc se cbservaron convualsiones
durante la hora posterior a la administracidn del neurotéxico.
En el registro electrofisiclégico se utilizé una gama distinta
de intensidades, com¢o se comenta en el apartado E. de material
vy métodos. Estos dos animales fueron registrados a los 31 y 32
dias de wvida.

las latencias fueron mayores a las cobtenidas en los
animales controles a excepcidn de los intensidades proximas al
umbral para 16 KHz, donde fueron inferiores a las control. En
general, los valores medios presentaron una desviacién standard
muy superior a la control. Los valores de ia latencia no fuercn
estadisticamente significativos en altas intensidades y para
cualgquier frecuencia. Sin embargo, se hace significativo (p<Q,5
y p<0,01) en intensidades medias: 36 (16 Kiz), 24 (12 KHz), 14
(8 KHz), 6 y 5 (4 KHz) y bajas: 18 (12 KHz), 12, 8 y 10 (8
KHz}; 4, 3 v 2 {4 KHz). El cambio brusco gue ocurre en la
pendiente de la curva cbtenida en 16 KHz es debido a la alta
latencia y elevado umbral obtenido en unce sdélo de los oides
estudiados {(tabla Vv y figura 13).

Lo primerc que hay Qque resaltar en el estudio de la
amplitud es la aita desviaciédn standard obtenida, valores que
incluso superan el 100% de la media para altas intensidades (16
v 12 KHz) v todas las intensidades. No obstante, los valores de
la desviacién standard para frecuencias medias (3 y 4 KHz)
fueron elevados pero nunca superaron el valor de la media. Los

valores medics de las amplitudes siempre estuvieron por debajo
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de 1los valores controles y se obtuvieron significaciones
estadisticas en altas y medias intensidades para 16 KHz (39 y
36); y medias intensidades para 8 KHz (14) y 4 KHz (6 y 5). En
la frecuencia de 12 KHz no se obtuve ningun valor significativo
(tabla V y figura 14).

Los umbrales obtenidos son estadisticamente semejantes a
los valores control para 12, 8 v 4 KHz. Sin embargo para 1¢ KHz
si se observdé un clarc aumento (p<0,5) en el umbral (tabla 5 vy
figura 15j.

En el estudio morfolédgico se aprecid gue en algunas cdcleas
hablia disminuido el numero de neurconas de las espiras basales
del ganglio espiral, mientras gue otras se asemejaban a las

cGcleas control (Plancha DA y 5B).
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TABLA V: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo IV

16KHz
LATENCIA{mMS) AMPLITUD{uV) )
CONTROL GRUPO IV CONTROL GRUPO IV

INT. N X DS N X DS P
39 28 083 005 087 00681 NS
38 28 095 Q08 5559 2728
37 28 102 008 42,78 19,08

N X DS N X DS P
28
28
28
36 22 108 o008 4 122 0137 ** 28 3148 14671 4 1477 150917 ¢
28
28
28

60,85 29,30 28,30 18,88

F-Y
P

35 28 118 @10 1250 673
34 28 121 010 8,81 467

33 ] 28 125 010} 4 140 038] NS 591 314} 4 422 488 NS
az | 28 133 o012 3 136 002! NS 28 396 219] 3 332 343] NS
3 28 143 043 3 137 011 NS 28 - 271 134 3 248 276 NS
30 ] 27 156 020) 2 143 013] NS 27 164 106) 2 2B% 130 NS
20 | 15 163 026} 2 150 003! NS 15 121 083] 2z 188 056]| NS
12KHz
_LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO IV CONTROL GRUPO [V
INT.] N X DS| N X DS P N X DS | N X DS P
28 | 28 079 005{ 4 081 004| NS 28 B651 5506| 4 57,30 5860| NS
27 | 28 080 005| 4 084 QD5| NS 28 787t 4380| 4 5225 5812| NS
26 1 28 091 008 28 6369 3380
25 } 28 094 008 28 51,81 2506
24 | 28 101 007{ 4 112 o0a7| * 28 3298 1470 4 1800 1233] NS
23| 28 107 008 28 26,98 1338
21 28 113 008 28 2275 11,70
21 28 148 008| 4 132 024 * 28 1507 818l 4 773 5866 NS
20 | 28 126 009 4 138 028| NS 28 894 B53] 4 444 4151 NS
19 ) 28 132 010 4 146 D2B! NS 28 377 392 4 237 290! NS
18 {47 138 013| 3 168 034] * 17 129 1107 2z 189 184| NS
8KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL ; GRUPC IV CONTROL GRUPC IV
INT.1 N X DS N X Ds P i X DS N X Ds P
17 | 22 091 008] 4 094 010| NS 28 61,50 2053| 4 3288 27.87| NS
16 | 28 101 010 28 44,33 20,94
15 | 28 107 0,10 28 3337 1532
14 } 28 113 ops| 4 428 010 28 2579 11863, 4 B55 280 *
13§ 22 133 012 28§23 502 )
12 ] 28 144 o010f 4 159 020 * 28 502 304) 4 320 143 NS
11 28 157 012 4 182 024} * 28 262 163| 4 121 0B6[ NS
16 | 23 167 032) 3 18 02 . 23 1,70 1221 3 077 054 N§
g 15 178 045] © 000 000 15 089 042] 0 000 000
4KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO IV CONTROL GRUPO (v
INT.| N X DS | N X Dbs P N X DS N X DS P
8 28 107 010] 4 112 0111 NS 28 3933 2010 4 1883 1511 NS
7 28 1,18 0.2 28 2583 11,37
6 28 127 00°| 4 144 013 28 1517 745| 4 553 423 *
5 28 143 01t 4 163 o008 -+ 28 792 436| 4 301 172| °
4 28 172 044 4 19t qo08f - 28 309 189 4 148 044 | NS
3 2 1688 017 4 210 o011} * 26 200 155| 4 094 02| NS
2 20 201 617! 4 221 o018 20 137 085! 4 064 035] NS
1 11 211 020) 0 000 000 11 074 044| 0O 000 000

KHz= Kilohercios, ms= milisegundos, uV= microvoltios, | N= numero de oidos. X* media,

DS= desviacién standard, P= probabilidad (NS+ no significativa; * < 0,5; ** < 0,01, *** < 0,001).

INT .= intensidad: (38) 1.8V, (38) 500mV, (37) 125mV, (36) 50mV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32) 1mV,

(31) 0.5mV, (30) 0.25mV, (29) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, {25) 490mV, (24) 100mV, (23) 50mV, (22) 25mV,

{21} 12mV, (20) 8mV, {19) 3mV, {18) 1mV, (17} 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14) 40mV, (13) SmV, (12) 2.5mV,

(11} 1mV, (10) 0.5mV, (9) 0.25mV, (8) 2Z5mV, (7) 50mV, {8} 20mV, (3) SmV, (4) 1mV _(3) 0.5mV, (2} 0.25mV, (1) 0.1mV.
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TABLA 5: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL vy el grupo IV

CONTROL GRUPO IV
FRECUENCIA N X De N X DS P
16 KHz 28 2950 0,58 4 30,50 1,91 *
12 KHz 28 18,38 0,50 4 18,25 0,50 NS
8 KHz 28 964 0,78 4 10,25 0,50 NS
4 KHz 28 1,96 0,96 4 2,00 0,00 NS

KHz= Kiichercios, N= namero de oidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0,01; ™ < 0,001).
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Figura 13 Umbrales (X-+DS) de los grupoes control
(M. N= 28) v grupo IV (1, N= 4)



Figura54&: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (4 mg/g) en
el 5° dia postnatal. a) Panordmica de la rampa media de una espira baja, con una
pequefla reduccién de la poblacién neuronal del ganglio. b) Detalle de un Grgano de
Corti de una espira media alta (membrana tectoria (*), Cé&lula ciliada interna (I),
Cé&lulas ciliadas externas (Ex)) y del ganglio espiral (G), caracterizado por un alto
grado de afectacién neuronal. c¢) Seccién del ganglio a nivel de una espira media
baja, que muestra una reduccién de la poblacién neuronal. 4d) Detalle de un ganglio
espiral de una espira media alta. Obsérvese la gran alteracidn neuronal del mismo.
{a: Obj.10x; b: Obj.20x; c: Obj.20x; d: Obj.40x)



FiguraS5B: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (4 mg/g) en
el 9° dia postnatal. a) Detalle de un 6rgano de Corti situado en el &dpex coclear de
caracteristicas normales (Cé&lula c¢iliada interma (I), Cé&lulas ciliadas externas
(Ex)). b) Detalle del ganglio espiral a ese mismo nivel, gque no muestra una
disminucién significativa de la poblacién neuronal del ganglio. {a: Obj.40x; b:
Obj.40x)
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B.5.Grupo V

En este grupo se utilizaron 2 animales hembras que
recibieron una inyeccidén intraperitoneal de 4mg de GMS por
gramo de peso en un volumen de administracidén de 0,01lml de agua
destilada en el dia 15 PN. No se cbservaron convulsiones en la
hora posterior a la administracidén del neurctdxico. Ambos
animales se registraron a los 32 dias de vida y la estimulacidn
fue con una gama mencr de intensidades.

Las latencias no se diferenciaron de las controles, excepto
en la menor intensidad a 12 KHz {p<0,01}, v ademds presentarcn
una desviacidén de la media pequeria (tabla VI y figura 16).

Las amplifudes no se diferenciaron estadisticamente de las
amplitudes control aungue se cbserva una disminucidédn en 16 y 12
KHz a altas intensidades. Tenemos que sefalar gque los dos
Unicos vaiores significativos, fueron superiores a los valores
control y correspondian a las méds bajas intensidades en § KHz
(p<0,5) v 4 KHz (p<0,001). Las desviacicnes de la media fueron
infericres al 50% (tabla VI vy figura 17).

Los valores umbrales fueron estadisticamente semejantes a
los controles (tabla 6 y figura 18).

En el estudio histoldgico de estas cdcleas no se observd

diferencia con respecto a las codcleas control {(Plancha 6).
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TABLA VI: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo V

[

16KHz
LATENCIA{mS) AMPLITUD(UV)
CONTROL GRUPO V CONTROL GRUPO V
mr.] N x DS| N X D§ p N X DS|N X DS P
3 | 28 083 005| 4 085 ©005| NS % 6085 2030] 4 4880 1372 NS
38 | 28 o095 009 28 5550 2728
a7 | 28 102 008 28 4278 19,08
36 | 26 108 008| 4 108 005| NS 28 3146 1467| ¢ 2700 555] NS
35 ] 28 118 040 28 1250 673
3 | 28 121 010 28 881 467
331 28 125 010| 4 119 008| NS 28 591 314| 4 357 088| NS
22| 28 133 o12| 4 127 008| Ns 28 396 219| 4 278 049| NS
31 | 286 143 043| 4 135 008| NS 28 271 134 4 128 049| NS
30| 27 156 020 3 142 006| Ns 27 164 106] 3 104 020) NS
20 1 15 183 025] 2 143 003| NS 15 121 0631 2 043 036] NS
12KHz
LATENCIA{mS) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO V CONTROL GRUPO V
NT.] N X DS!{ N Xx DS p N X DS|N X DS p
78 | 28 079 O005] 4 D077 004] NS 268 B651 5508| 4 5473 1547) NS
271 28 o080 005! 4 080 002] NS 286 7871 4360] 4 5678 17.73] NS
2% | 28 o091 o008 28 6360 3360
2 | 28 o094 009 28 51.81 2606
24 | 28 101 og7] 4 101 oco4| Ns 28 3298 1470| 4 2795 617 | NS
2| 28 107 o008 28 2608 1338
2128 113 008 28 2275 11,70
21 ] 28 118 008| 4 119 002! NS 28 1507 B1B| 4 1673 385| NS
20} 28 126 009| 4 120 003| NS 28 894 653| 4 1200 303 | NS
191 28 132 010] 4 142 006| Ns 28 377 392| 4 663 204| NS
18 { 17 138 G13| 3 164 011 NS 17 128 140] 3 196 118| NS
SKHz
LATENCIA(mS) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO V CONTROL | GRUPOV
Wr| N __x bS| N x ps _® N X DS|{N X DS P
7 18 081 0068 | 4 086 003 NS 28 6150 2953| 4 5025 15.44) NS
161 28 101 010 28 4433 2094
15 | 28 107 040 28 3337 1532
14| 22 113 008| 4 110 002 NS 28 2570 1163] 4 2153 283 | Ns
13| 28 133 o012 28 023 502 ~
12 ] 28 144 c10]| 4 142 004 NS 28 507 304| 4 812 2591 NS
1| 28 157 0121 4 156 003| NS 26 262 163| 4 431 170] NS
10| 28 167 012! 4 169 008| NS 23 170 122| 4 303 141 NS
o | 15 178 015/ 3 188 004]| NS 15 o089 042] 3 161 077 -
4KHz _
LATENCIA(mS) AMPLITUD({V}
CONTROL GRUPO V CONTROL GRUPO V
Wr.] N x Dsi N X DS P N X _DS| N x Dps
8 | 28 107 010! 4 099 002| NS 26 3033 2010| 4 3646 11.62| NS
7 | 28 118 o012 28 2563 1137
6 | 28 127 o09i 4 125 000/ NS 28 1517 745| 4 1618 4541 NS
s | 28 143 0111 4 152 047| NS 28 782 436 4 685 305] NS
4 |28 172 o014l 4 173 o2t | Ns 26 300 18%| 4 400 208| NS
3 26 1,88 017 4 1,81 0,13 NS 26 2,09 1,55 4 286 190 NS
2 | 20 201 017] 4 191 06| Ns 20 137 095] 4 255 150| NS
i 11 211 020 3 202 006 NS " 0,74 0,44 3 210 030 hbald

KHz= Kilohercios, ms= milisegundos, uVv= microvoltios, | N= nimero de oidos, X= media,

D 3= desviacién standard, P= probabilidad (NS= no significativa; * <0,5; ™ < 0,01; ** < 0,001).

INT .= intensidad: (39} 1.8V, (38) 500mV, (37) 125mV, (36) SOmV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32) tmV,

(31} C.5mV, (30) 0.25mV, (20) 0.1mV, (28) 10V, (27} 4V, (26) 1V, {25) 490mV, (24) 100mV, (23) S0mV, {22} 25mV,

(21) 12mV, (26) 6mV, (19) 3mV, (18} 1mV, (17) 1V, (16) 250mV, (15} 100mV, (14) 40mV, (13) SmV, (12) 2.5mV,

(113 1mV, {10) 0.6mV, (9} 0.25mV, (B) ZZ5mV, {7) S0mV, (8) 20mV, (5) SmV, (4) 1mV, (3) 0.5mV, (2} 0.25mV, (1) 0.1mV.
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TABLA 6: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo V

CONTROL GRUPO V
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 2950 0,58 4 29,75 096 NS
12 KHz 28 18,39 0,50 4 18,25 0,50 NS
8 KHz 28 964 0,78 4 925 0,50 NS
4 KHz 28 196 096 4 1,26 0,50 NS

KHz= Kilohercios, N= niimero de oidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probahilidad (NS= no significativa; * < 0,5; * < 0,01; =** < 0,001).
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Figura 18: Umbrales (X+DZ) de los grupos conirol
M Y= 28) v grupo V (!, N= 4)



Figura 6: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (4 ng/g) en
el 15° dia postnatal. a) Panordmica de la rampa coclear en una espira media baja.
Todas las estructuras son normales. b) Panorimica de 1la rampa coclear en una espira
media alta, sin ninguna alteracién estructural significativa. ¢) Detalle de un drgano
de Corti de una espira media alta, en el que se observan pequeflos edemas dendriticos
bajo las células ciliadas internas (membrana tectoria (*), Cé&lula ciliada interna
(I), C&lulas ciliadas externas (Ex)). (a: Obj.10x; b: Obj.10x; c: Obj.40x)
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B.6. Grupo VI

En este grupo se utilizaron 3 animales hembras gque
recibieron una inyeccidén intraperitoneal de 2Zmg de GMS por
gramo de peso en un volumen de administracién de C,0lml de agua
destilada durante 2 dias consecutivos, el 2 y 3 PN, No se
observaron convuisiones en la hora posterior a la
administracidn del neurctdxico. Los animales fueron registrados
electrofisiolégicamente a los 74 (dos ratas) vy 75 dias de vida.

L.as latencias fueron semejantes a las obtenidas en los
animales contrcl e incluso menores para 8 y 4 KHz; sdlo en la
mas alta intensidad de 16 KHz el vwvalor c¢btenido fue
significativamente mayor {p<0,5) al valor cecntrel. Los valores
medios de las latencias de este grupo presentaron una
desviacidn standard baja (tabla VII y figura 19).

Los valores de amplitud fueron significativamente menores a
las amplitudes controles, la mayoria con p<0,5, excepic para
intensidades cercanas al umbral. Se puede observar gue las
diferencias «cerca del umbral se hacen menores en las
frecuencias medias de 8 y 4 KHz (4 vy 5 intensidades
respectivamente}, mientras que en las frecuencias altas, 1€ vy
12 KHz, las diferencias cerca del umbral son maycores (2 y 3
intensidades respectivamente). También se puede recalcar dque
los valores medios presentaron un desviacién standard menor del
50% (tabla VII1 y figura 20).

Con respecto al umbral de audicidén se observa un aumentc a
todas las frecuencias pero que s0lo es estadisticamente
significative {(p<0,0l) para 16 KHz (tabla 7 y figura 21).

El estudio morfoldgico de las cédbcleas pertenecientes a este
grupo puso en evidencia la pérdida de neuronas en el ganglio

espiral coclear (Plancha 7).
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TABLA VH: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo VI

16KH2z
LATENCIA(ms) AMPLITUD{UV)
CONTROL GRUPQ VI CONTROL GRUPO V|
INT.| N X DS| N X Ds P N X Ds | N X Ds P
36 | 28 083 005| & 083 005 * 28 6085 2830| 6 2727 821 °*
3 | 28 095 009| 6 004 004| NS 28 5559 2728( € 2407 838 *
37 | 28 102 008| 6 101 005| NS 28 4278 1908[ 6 2062 827 °
35 | 28 108 008| 6 108 004] NS 28 3148 1467] 6 1531 678 *
as | 28 118 010| & 118 005| NS 28 1280 B73] 6 668 391 | NS
34 | 28 121 010 6 122 007 N§ 28 881 467 6 417 230} *
23| 28 125 010f B8 123 006| NS 26 581 314 6 304 128] °
32| 26 133 012% 6 131 01| NS 28 396 219 & 187 1,08
a1 | 28 143 013i 5 137 013[ NS 28 271 134| 5 120 088|
30§ 27 1156 020! 4 146 015| NB 27 164 106 4 074 03t ] NS
29 1 15 163 025] O 000 000 15 12t 083] 0 000 000
12KHz
LATENCIA{ms) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO VI CONTROL GRUPO VI
INT.| N X DS| N X D8 P N X DS | N X DS P
28 | 28 079 005 6 082 000| NS 28 8651 5506] 6 4028 1686 NS
27 | 28 08O 005 6 083 002| NS 28 7871 43860| 6 3367 1475| *
25 | 28 091 008| 6 089 003 NS 28 8369 3360 6 2673 1025 -
25 { 28 094 009 & 092 004| NS 98 5181 2606] & 2267 789| *
24 | 28 101 007{ 6 102 004| NS 28 3298 1470] 6 1585 495( -
23| 28 107 008! & 106 004| NS 28 2688 1338| 6 1330 416] *
22| 28 143 002] 6 141 006} NS 28 2275 1170] 6 1014 383| -
24| 28 1148 008] 6 119 008] NS 28 1507 81B| 6 666 378| -
201 28 126 009| 6 130 013]| NS 78 894 653 6 356 32| NS
19 [ 28 132 010 4 128 004| NS %8 377 392| 4 219 209| NS
18 ] 17 138 043] 3 154 0,161 NS 17 128 110| 3 114 ©35]| NS
8KHz
LATENCIA({ms) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO V| CONTROL GRUPO VI
INT.| N X DS| N X Ds P N X DS | N X Ds P
17 | 28 0% O008| 6 082 004] NS 26 6150 2053] 6 2372 926) *
6] 28 100 010| 5 099 003| NS 28 4433 2094 6 1812 680| *
15 | 28 107 010{ 6 104 003] NS 26 3337 1532| 6 1449 5141} *
14 | 28 113 009| & 1,08 004 NS 28 2579 1163, 6 11,38 424§ =
3] 28 433 012 6 126 008] NS 2B 923 502 B 464 285] -
12| 28 144 010| & 1,38 008| NS 28 502 304| 6 277 19| NS
11 | 28 157 012 6 154 047 | NS 28 262 183| 6 183 087 | NS
1w | 23 167 012 3 152 010| Ns 73 170 3122| 3 164 09%| NS
g 15 178 045} 2 176 017| Ns 15 D89 042] 2 106 068| NS
h4KHz )
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO VI CONTROL GRUPO VI
INT.} N X DS | N X DS P N X ps | N X Ds P
8 } 28 107 0107 € 1,01 002] NS 28 3933 2010f & 2057 767 °
7 {28 118 012| 6 118 008] NS 28 2583 1137 6 1126 448| *
6 1 28 127 009 6 123 002 N8 28 1547 7451 & 773 278 ¢
5 [ 28 143 041 6 138 007! NS 28 792 436| 6 464 229| NS
4 | 28 172 014| B 163 008| NS 28 309 185{ 6 2868 112 NS
3 1 26 18 017] & 1,77 043 Ns 2% 209 155! 6 154 114| NS
2 [ 20 201 017! 4 199 014| NS 20 437 095] 4 127 044 | NS
1 11 211 020) 1 203 000 11 074 044{ 1 170 000

KHz= Kiiohercios, ms= milisegundos, uV= microvoltios, | N= numero de oidos, X= media,

D5= desviacion standar, P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0.5; ** < 0,01; *** < 0,001).

INT .= intensidad: {39) 1.8V, (38) 500mV, (37) 125mV, (36) 50mV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32) 1mV,

(31) 0.5mV, (30} 0.25mV, (29) 0.1mV, (2B) 10V, (27} 4V, (26} 1V, (25) 490mV, (24) 100mV, (23) 50mV, (22) 25mV,

(21) 12mV, (20) 6BmV, (18) 3mV, (18) tmV, (17} 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14} 40mV, (13) SmV, (12) 2.5mV,

(11) 1mV, (10) 0.5mV, (9) 0.25mV, (B) 226mV, (7) 50mV, (6} 20mV, (3) SmV, (4) 1mV, (3) 0.5mV, (2) 0.25mV, (1) ¢.1mV.
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TABLA 7: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupc CONTROL y el grupo VI

CONTROL GRUPOQ VI
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 2850 0,58 6 3050 0,84 ™
12 KHz 28 18,39 0,50 & 18,83 0,98 NS
8 KHz 28 964 078 6 10,17 0,98 NS
4 KHz 28 1,96 095 6 217 0,75 NS

KHz= Kilohercios, N= numero de oidas, X= media, DS= desviacién .standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0,01; ** < 0,001).
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Figura 7: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (2 ng/g) el
2° dia y el 3° dia postnatal. a) Panordmica de un Srgano de Corti y del ganglio de
una espira media baja, en el que se observa una discreta disminucidn de neurocnas. b)
Detalle de un 6rganc de Corti (membrana tectoria (*), Cé&lula ciliada interna (I),
Células ciliadas externas (Ex)) y del ganglio espiral (G) de una espira media sin
aparentes alteraciones.(a: Obj.10x; b: Obj.20x)
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B.7. Grupo VII

En este grupo se utilizarcon 3 animales, 2 hembras y un
macho, gue recibieron una inyveccidn intraperitoneal de Z2mg de
GMS por grame de peso en un volumen de administracién de 0,01ml
de agua destilada durante 3 dias consecutivos, el 2, 3 y 4 PN.
Nc se observaron convulisiones en la hora posterior a la
administracién del neurotdxico. Los animales fueron registrados
electrofisioldgicamente a los 66, 67 y 70 dias de wvida. Los
datos obtenidos del registrc de la rata macho presentaron un
comportamiento muy peculiar va gque en uno de los ¢idos no se
pude obtener seflal electrofisiclégica excepto a muy altas
intensidades mientras que en el otro se obtuvieron latencias y
amplitudes muy elevadas; debido a este extrafic comportamiento
estos datos fueron eliminados de la comparacidn estadistica.

Los valores de la latencia fueron muy superiores a los
valores controles y con una significacidn estadistica muy alta
(p<0, 001} para tedas las intensidades y & todas las
frecuencias. Sin embargo, los valores medios presentaron una
desviacidén standard normal (tabia VIII y figura 22}.

Los resultados obtenidos en la amplitud fueron infericres a
los valores control, no obstante, vy debido a la gran desviacidn
standard que presentaron (mayor al 50%), solamente resultaron
estadisticamente significativas {(p<0, %) las medias
correspondientes a altas intensidades de estimulacién en 16 KHz
(39 y 37); altas y medias intensidades en 8 KHz (17, 16, 15, 14
vy 13); dos intensidades en 12 KHz (24 vy 21} y una (7)) en 4 KHz
(tabla VIII y figura 23)}.

Como puede observarse en la tabla 8 y en la figura 24, los

umbrales de audicidn aumentaron en todas las frecuencias aunqgque
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las medias no fueron estadisticamente significativas para
ninguna de ellas.

El estudio morfoldgico de los cortes de codcleas
pertenecientes a este grupo no se pudo llevar a cabo debids a

problemas surgidos de impreoviso.
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TABLA VII: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo VI

16KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{UV)
CONTROL GRUPO VI CONTROL GRUPO VI
INT. N X DS | N X Ds P N X ps | N X bs P
ag ] 22 O0B3 005| 4 1,12 008| ™ 26 6085 2030 4 2043 1676] -
38 | 28 09 0092| 4 t20 004 28 5559 27281 4 2685 1531] NS
37 | 2 102 ooOB! 4 130 Q06| "™ 28 4278 1808| 4 2114 1286 *
36 | 28 108 00B] 4 145 003 28 3148 1467 4 21,40 10,34| NS
35 ) 28 118 010 4 147 002 *+ 28 1250 673| 4 961 408 NS
34 ] 28 121 010 4 148 003] *- 28 881 467 4 625 29| NS
a3 | 28 125 010| 4 182 008 28 58t 314 4 340 206( NS
32 | 28 133 042{ 4 162 010 *= 28 396 2191 4 213 181 [ NS
3 28 143 0431 3 181 048 = 28 271 1341 3 250 075| NS
30 { 27 15 020) 3 202 GZ22| * 27 164 106] 3 139 00Bi NS
29 1 15 183 025 t 219 000 15 121 0B3| 1 065 000
12KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO VII CONTROL GRUPO VI
INT.{ N X DS | N X DS p N X DS | N X Ds P
28 1 28 079 005| 4 112 o08| ™ 26 B6S5S1 5506| 4 4235 31.02] NS
27 | 28 08 005 4 114 Q05| * 28 7B71 4360) 4 3870 3054| NS
26| 28 09 008] 4 118 005| * 28 6369 3380 4 3158 21,98] NS
2 | 286 094 008 4 122 005} " 28 51,81 2606 4 2603 1646] NS
24 1 28 101 0077 4 130 005) 28 3298 1470 4 1727 589 | NS
23} 28 107 o008} 4 137 o003 28 2698 1338 4 1800 790 | NS
- { 28 143 009| 4 138 005] ** 28 2275 11700 4 1330 558 | NS
pa 28 118 008| 4 148 004 | ™ 28 1507 B18[ 4 49 280 *
20 | 28 126 009 4 150 007 | "+ 28 894 653{ 4 290 135| NS
19 | 28 132 010 3 160 008 ]| 28 377 382! 3 168 039 NS
18 | 17 138 043| 3 184 007 17 129 140| 3 0B84 013§ NS
8KHx
LATENCIA(mS) AMPLITUD{uV) ]
CONTROL GRUPO VI CONTRGL GRUPO VIl
INT.| N X DS | N X Ds P N X DS i N X pg P
17 | 28 091 Q08| 4 121 006 —* 2B 6150 2053| 4 2040 17,77] -
16 | 28 101 00| 4 128 004 = 28 4433 2094 4 2210 1308] NS
15 | 28 107 040} 4 135 004, 28 3337 1532 4 1587 938i -+
14 | 28 113 008! 4 141 003 = 28 2579 1163 4 1194 622| -
13{ 28 133 012 4 168 003] == 28 923 502| 4 3N 153 -+
121 28 144 040] & 172 00| ™ 26 502 304! 4 259 113| NS
11 26 157 012 3 173 oo02{ - 28 262 163| 3 148 096| NS
10 23 167 012 2 188 022] * 23 170 1221 2 087 061| NS
9 15 178 05| 2 233 003 * 15 089 042 2 08 016 NS
4KHz
LATENCIA{ms} AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO VI CONTROL GRUPO VI
INT.| N X DS | N X Ds P N X DS | N X DS P
8 22 107 01 4 139 011 ™ 26 39,33 2010! 4 1901 1255 NS
7 28 148 O 4 147 001 | 28 2583 11,37 4 1275 780 -
3 26 127 0Q%| 4 149 005 | * 28 1517 745( 4 7983 523} NS
5 28 1,43 D21 | 4 1,70 008 | e 28 782 436| 4 682 287 NS
4 28 172 014 4 18 0147 - 28 309 189 4 282 143| NS
2 26 188 017 3 247 o028l - 26 208 155 3 203 031 NS
2 20 201 017 2 227 000 * 200 137 095 2 08 020 | NS
1 1 241 0200 0 000 000 11 074 044 O 000 000

KHz= Kilohercios, ms= milisegunces, uVe microvoliios, | N= nimero de oidos, X= medha,

DS= desviacién standard, P= probabilided (NS= no significativa; * < 0,5, ** < 0,01; ** < 0,001).

INT .= intensidad: (38) 1.8V, (38) 500mV, (37) 125mV, (36) 50mV, {35) 10mV, (34) 5mV, (33) 2.5mV, (32) 1mV,

{31} 0.5mV, (30) 0.25mV, (29) 0.tmV, (28) 10V, (27) 4V, (26 1V, (25) 490mV, {24) 100mV, (23) 50mV, (22) 25mV,

(21) 12mV, (20) BmV, (19) 3mV, (18) 1mV, (17} 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14) 40mV, {13} SmV, (12) 2.5mV,

(11} tmV, (10) C.5mMV, (9) 0.25mV, (8) 225mV, (7) S0mV, (6) 20mV, (5) 5mV, (4) tmV, (3) 0.5mV, (2) 0.25mV, (1} 0. 1mV.
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TABLA 8: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo Vil

CONTROL GRUPO VI
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 2850 0,58 4 30,25 1,26 NS
12 KHz 28 18,38 0,50 4 18,50 1,00 NS
8 KHz 28 2,64 0,78 4 10,25 1,50 NS
4 KHz 28 1,86 0,96 4 275 096 NS

KHz= Kilohercios, N= niimero de oidos, X= media, DS= desviacion standard
P= probabilidad (NS= no significativa; = < 0,5; ** < 0,01; *=** < 0,001).
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Figura 24: Umbrales (X+DZ) de los grupos control
(. N= 28) v grupo VII {7, N= 4)
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B.8, Grupo VIII

En este grupo se ubtillizaron © animales hembras que
recibieron una inveccion intraperitconeal de 2mg de GMS por
gramc de peso en un volumen de administracidn de 0,01lml de agua
destilada durante 8 dias consecutives, del 2 al 9 PN. Tres de
los animales murieron durante el tratamiento: en los dias 1, 5
vy 6; en las ratas que nmurieron en los dias 5 vy 6 se registrd
una disminucidn del pesc corporal con respecto al dia previo a
la muerte. S6ic en una de ellas se pudo observar rotaciones
corporales atlpicas durante la hora postericr a la
administracidon del neurotéxico. Los animales gue sobrevivieron
al tratamiento fueron registrados electrofisiclégicamente a los
70, 74 y 7% dias de vida.

Las latencras fueron mayores gue las registradas en los
animales controles, y con muy alta significacidn estadistica
{p<(, 001) excepto en las intensidades proéximas al umbral de
audicién a tocdas las frecuencias, mencs a 12 KHz, y en la mayor
intensidad de 12 Khz., Las desviaciones de la media fueron
semejantes e inclusc mencres a las desviacicones obtenidas en
los animales contrgl. Hay gue hacer notar Jque en altas
frecuencias 16 y 12 KHz ¢l aumento de le& latencia sufre un
brusco incremento al pasar de altas a medias intensidades
(tabla IX y figura 25},

Las amplitudes fueron menores gue las amplitudes control,
presentarcn, en general, una desviacién muy por debaic del 5H0%
y fueron estadisticamente significativas (p<0,01 vy p<0,001)
excepto en los valores préximos al umbral. Hay que destacar que
en la frecuencia de 16 KHz se obtienen valores muy semejantes

en las dos intensidades mayores (tabla IX y figura 246).
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En cuanto a los umbrales, se preoduce un aumento en todas
las frecuencias que es estadisticamente significativo para 16
Khz {p<0,001) y 12 KHz (p<0,1) (tabla 9 y figura 27).

Los c¢ortes procedentes de las c¢bbeleas de este grupo
mostraron una clara disminucién de las neurcnas del ganglio

espiral coclear sobre todo en las espiras basales (Plancha 8).
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TABLA 1X: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo Vil

16KHz
LATENCIA{ms) AMPLITUD(UV)
CONTROL GRUPO VIII CONTROL GRUPO VII§

INT.| N X DS N X DS P N X DS N X DS P
@i 22 08 0ODD5] 6 087 045} = 28 8085 2030 6 1273 542
38 28 095 009| 6 117 009 ** 28 8559 2728 & 1300 37|
a7 28 102 008 [5] 128 Q07| 28 4278 1908{ © 889 464 **
36 | 28 108 oDE] 6 136 008 28 3148 1467 6 694 326|
35 28 118 010 6 152 01 b 28 1250 6,73 [ 323 1.73 .
34 | 28 121 040] 4 151 004 ** 28 88t 467] 4 202 1208| *
33| 28 125 010{ 3 155 o©0p02| 28 591 314 3 204 081 .
az 28 1,33 012 2 1.5 008 b <8 3,96 219 2 126 051 NS
a1 28 143 0413| 2 174 020 * 28 271 1341 2 084 0471 NS
30 27 196 020 2 174 020 NS 27 1,64 106 Z2 1,10 058 NS
26 ] 15 163 025| 0 COD Q00 15 1,21 083) 0 Q00 00O

12KHz
.LATENCIAgmg) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO Vil CONTROL GRUPO VIl

INT, N X DS N X DS P N X DS N X Ds [
28 | 28 072 005! 6 OB2 011§ NS 28 8651 5506y 6 3132 1228f -
27 28 0,80 005 6 100 0181 ™ 28 TBT1 4360 6 2218 6,18 -
26 28 091 008 6 117 0,04} ™™ 28 €369 33601 6 1308 384 -
251 28 0B84 009} 6 118 005} 28 5181 26068 6 1157 328(
24 28 107 007 & 1,26 007 *~ 28 3288 1470: 6 882 267 ™
23 28 1,07 008 6 1,33 0081 ™™ 28 2688 13381 6 678 239 e
22 28 113 0,00 8 140 008 | 28 275 1170 © 5,10 1.43 -
21 28 148 008 6 150 011 * 28 1507 818 6 354 1151 =
2C 28 1,26 008 3] 158 0,17 e 28 894 653 [ 199 134 *
19l 28 132 010] 4 183 033{ *™ 28 377 382 4 116 064 NS
18 17 138 0137 1 1,64 17 1,29 110 1 084 000

8KHz
LATENCIA{mS) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO VIll CONTROL GRUPO VIl

INT.§ N X DS N X DS P N X DS N X DS P
7] 28 091 008 6 ti4 01| ° 28 6150 2953 6 1297 323 *
16 | 28 1,00 010| 6 122 007 | ™ 28 4433 2084 6 937 182
15 28 1.07 010 6 127 Q07| * 28 3337 1532 6 767 144
14 | 28 1143 008] 6 134 009) ™ 28 2579 1163 € 6856 241
13 28 1,33 012 6 157 G104 ™ 28 823 502 6 286 0,90 -
12 128 144 010| 6 184 009 * 28 502 304| B8 174 0BO|
1 28 157 012 & 171 009| 28 262 1863l 6 105 034 -
Wl 23 167 012 3 177 002]| NS 23 170 122t 3 109 D48 NS

g 15 178 015)] 2 1,84 008] NS 15 089 042)] 2 075 041) NS
‘4KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO VIIi CONTROL GRUPO vill

INT. N X Ds N X DS P N X DS N X ps P
8 28 1,07 010 5] 133 014 28 3333 2010 & 1228 384 *
7 26 148 0421 6 1,33 013 | 28 2583 11370 8 740 213
6 28 127 008] B 144 010} *t 28 1517 7451 6 457 187 | -
5 22 143 011, 6 160 042] ™ 28 782 43| & 28v 02 "
4 28 172 D14} 6 184 014 NS 26 309 188)] 6 127 033 -
3 26 188 07| 6 197 015| NS 26 209 1550 6 088 031 NS
2 20 2081 Q17 3 211 0117 NS 20 137 099 3 138 0711 NS
1 11 741 020! © 000 D000 11 074 Ca4] 0 0DO 000

KHz= Kilohercios, ms= milisegundos, uV= microvoltios, | N= nimero de oidos, X= media,

DS= desviacion standard, P= probabilidad {NS= no significative; * < 0,5; ** < 0,01, *** < 0,001},

INT.= intensidad: {39) 1.8V, (38) S00mV, (37) 125mV, (36) 30mV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) Z.5mV, (32} 1mV,

(31) 0.5mV, (30) 0.25mV, (22) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, (25) 490mV, (24) 100mV, {23} S0mV, (22} 25mV,

(21) 12mV, (20) 8mV, (19} 3mV, {18) 1mV, (17) 1V, (16) 250mV, {15) 100mV, (14} 40mV, (13) SmV, (12} 2.5mV,

{11) Tmv/, (10) 0.5mV, (9) C.25mV, (B) 225mV, (7) S0mV, (§) 20mV, (3} SmV, {4} tmV, {3} 0.5mV, {2} 0.25mV, (1} 0.1mV.
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TABLA 9: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo VIl

CONTROL GRUPQO Vil
FRECUENCIA N X Ds N X DS P
16 KHz 28 2950 0,58 6 3283 232 -
12 KHz 28 18,38 0,50 6 1817 075 i
8 KHz 28 864 0,78 3 10,17 0,98 NS
4 KHz 28 1,96 0,96 6 250 0,55 NS

KHz= Kilohercios, N= namero de cidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5, * < 0,01; *™* < 0,001).
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Figura 8: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (2 mg/g) del
2° dia al 9° dia postnatal. a) Detalle de un Srgano de Corti situado en una espira
media alta con pequeflas alteraciones edematosas bajo la c¢é&lula ciliada interna
{membrana tectoria (*), Célula ciliada interna (I), Cé&lulas cilliadas externas (Ex)).
b) Detalle del ganglio espiral a nivel de 1la espira medla, que mnuestra una
disminucién muy significativa de la poblacién neuronal del ganglio. (a: Obj.20x; b:
Obj.20x) .



15C

B.9, Grupo IX

En este grupce se utilizaron 2 animales hembras, dque
recibieron una inyeccién intraperitoneal de 2mg de GMS por
gramo de peso en un velumen de administracidn de 0,01lml de agua
destilada durante 2 dias consecutivos, el 6 y 7 PN. No se
observaron convulsiones en la hora posterior a la
administracién del neurctdxico. Los animales fueron registrados
electreofisioldgicamente a los 71 y 72 dias de vida.

Los valores de latencia no se diferenciaron de los valores
control en ninguna de las frecuencilas estudiadas, ademés
presentaron una desviacidédn standard de la media baja (tabla X y
figura 28).

Los wvalores de amplitud resultaron més bajos a los
obtenidos en los animales controles, no obstante resultaron ser
estadisticamente no significativos. Tenemos que seflalar que los
datos de desviacién standard de la media fueron menores del 50%
para 16 KHz, pero superaron este porcentaje en las frecuencias
de 12, 8 yv 4 KHz (tabla X y figura 29).

Los umbrales de audicidédn se incrementarcn, sobre todo a la
frecuencia de 16 KHz, pero no fueron estadisticamente
significativos (tabla 10 y figura 30).

El estudioc morfolégico de las cécleas de este grupo no
presentd grandes diferencias con respecto a las cbdcleas del

grupo control, exceptoc en las espliras basales (Plancha 2).
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TABLA X: Latencias y amplitudes del grupo CONTROL y el grupo IX

16KHz
LATENGIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO IX CONTROL GRUPO IX
INT.| N X DS N X DS P N X DS N X DS p
39 ] 28 083 OD5) 4 081 008 NS 28 6085 20300 4 3843 776] NS
38 | 25 085 009 4 083 004] NS 28 S859 2728f 4 3388 11,07] NS
37 1 28 102 00B| 4 100 GO04| NS 28 4278 1908 4 2643 992 NS
3 | 28 108 op8| 4 107 0D5] NS 28 3148 1487 4 2013 B51] NS
a5 28 1,18 0,10 4 116 006 | NS 28 1250 673 4 825 421 NS
34 28 1,21 010 4 117 005] NS 28 881 4867 4 541 280 ]| NS
331 28 125 010] 4 120 007| NS 28 501 214| 4 326 154| NS
az 28 1,33 012 4 1,29 010 NS 28 396 219 4 308 249 | NS
21 28 143 013| 4 136 012| NS 28 271 134| 4 171 071] NS
30| 27 15 020 4 146 008{ NS 27 164 106 4 120 030| NS
29 ] 15 163 025 0 000 000 15 121 063] ¢ 000 000
12KHz
LATENCIA({ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO IX CONTROL GRUPO IX
INT. N X DS N X DS P N X DS N X DS P
28 | 28 079 005! 4 076 002] NS 28 8651 5506 4 6853 4067 NS
27| 28 080 005] 4 079 005| NS 28 7871 4360 4 5890 3747| NS
26 28 091 008 4 0,86 006 | NS 28 6369 J3360|] 4 4153 2601 NS
25 ) 28 094 0D9| 4 091 005 NS 28 51,81 2606 4 3378 2053| NS
24 28 1,01 0,07 4 1,02 006 NS 28 3298 1470 4 2313 1471} NS
23 28 1,07 008 4 107 0GOS | NS 28 2698 1338 4 18,48 10,85| NS
221 28 113 0091 4 111 007| NS T 28 2275 1.70| 4 1465 962 | NS
21 28 118 008 4 118 008 | NS 28 1507 848 4 1016 BOS | NS
20 28 126 D09 4 126 093 | NS 28 884 653 4 702 688 | NS
19 | 26 132 010] 4 135 012| NS 28 377 3920 4 238 284| NS
18 | 17 138 043| 2 139 G0B| NS 17 1,29 110 2 111 103| NS
8KHz
LATENCLA{ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO IX CONTROL GRUPO IX
INT. N X DS N X DS P N X DS N X bs P
17 26 091 G08| 4 089 004| NS 26 6150 2953 4 3403 2434| NS
16 | 28 101 G0 4 102 005| NS 28 4433 2094| 4 2598 18%1| NS
15 | 28 107 C10| 4 107 005| NS 28 33,37 1532 4 1973 1454| NS
14 28 113 009 4 112 006 | NS 2B 2579 11863} 4 1425 1094 NS
12128 133 012 4 134 008| NS 28 923 5021 4 555 504 NS
12 286 1,4 0410 4 144 0081 NS 28 502 304 4 330 283 NS
11 28 157 012| 4 155 008] NS 26 262 163 4 172 134| NS
10| 23 167 012 2 186 008| NS 23 170 122 2 153 093] NS
g 15 178 05| 1 1,80 000 15 0B9 042 1 1,25 G00
4KHz
LATENCIA(mS) AMPLITUD({uV)
CONTROL GRUPO IX CONTROL GRUPO IX
INT.| N x bs | N X Ds P N X Ds N X ps P
g 28 107 010 4 1,00 Q02| NS 28 39,33 20190 4 2377 1816| NS
7 28 118 0121 4 122 002[ NS 28 2583 1137] 4 1424 1266| NS
& 28 127 009| 4 126 002]| NS 28 1517 745 4 819 691 | NS
5 286 143 011 4 147 005| NS 28 782 436! 4 481 439 | NS
4 286 172 014| 4 173 009 | NS 26 308 182 4 210 1,74| NS
3 26 188 017| 4 182 O008| NS 26 209 155] 4 156 1,75| NS
i 20 201 017 3 206 0068 | NS 20 1.37 055 3 093 0B84 | NS
1 1M 211 02| A 211 0,00 11 0,74 044 ] 1 0,74 0.00

KHz= Kilohercios, ms= milisegundos, uV= micravoltios, , N= nimero de oidos, X= media,

DS= desviacion standard, P= probabilidad (NS= no significativa, * <0,5; ** < 0,01; ™" < 0,001).

INT.= intensidad: (39) 1.8V, (38 S00mV, {37) 125mV, (36) 50mV, (35) 10mV, {34) 5SmV, (33} 2.5mV, (32) 1mV,

(31) 0.5mV, {30} 0.26mV, (28) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, {26) 1V, (25} 490mV, (24) 100mV, (23) S0mV, (22) 25mV/,

(21) 12mV, (20) 6mV, (19) 3mV, {18) 1mV, (17) 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14) 40mV, (13) SmV, (12) 2.5mV,

(11) 1mV, (10) 0.5mV, (9) 0.20mV, (8) 225mV, (7) S0mV, (6) 20mV, (9) dSmV, {4) 1mV, (3) 0.5mV, (2) 0.2V, (1} 0.1mV.
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TABLA 10: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo iX

CONTROL GRUPO IX
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 2850 0,58 4 30,00 0,00 NS
12 KHz 28 18,39 0,50 4 18,50 0,58 NS
8 KHz 28 964 078 4 10,25 0,96 NS
4 KHz 28 1,96 096 4 200 0,82 NS

KHz= Kilohercios, N= nitmero de oidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0,01; *** < 0,001).
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figura 30: Umbrales {(X+D3) de los grupos control

(R = 28) v grupo IX ({1 N= 4)



Figura ¢4 : Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (2 ng/g) el
6° dia y el 7° dia postnatal. a) Detalle de la rampa media en una espira basal
(membrana tectoria (*), Cé&lula ciliada interna (I), C&lulas ciliadas externas (Ex),
estria vascular (Ev) y ganglio espiral (G)). b) y ) Detalles del ganglio espiral,
que muestra una disminucién significativa de la poblacién neuronal del ganglio. (a:
Obj.10x; b: Obj.20x; e: Obj.40x).
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B.10. Grupo X

En este grupo se utilizaron 7 animales, € hembras y un
macho, que recibieron una inyeccidn intraperitoneal de Zmg de
GMS por gramo de pesc en un voiumen de administracién de 0,0lml
de agua destilada durante 3 dias consecutivos, el 6, 7 y 8 PN.
Solamente se observarcon convulsiones en el animal macho durante
la hora posterior a la administracién del neurctéxico. Por otra
parte uno de los animales hembra muridé al segundo dia de
tratamiento, observandose pérdida de peso. Los restantes
animales fueron registrados electrofisioldgicamente a log 67,
70, Fi, 72 y 13 (dos ratas) dias de vida. Los registros
obtenidos del animal gue convulsiond durante el *fratamiento
resultaron ser muy dispares entre ambos oidos, va Jque en el
oido izquierdo no se pudieron obtener registros y en el cido
derecho los datos de latencia vy amplitud fueron muy elevados,
por lo gue se recharzaron para el estudico estadistico.

Los valores mediocs de las latencias fueron mavores a las
latencias controles, aungue presentaron una desviacidén standard
mayor a estos. En altas frecuenclas {lo y 12 KHz) todcs los
valores de latencia resultaron ser significativamente mayores
(p<C, 001} a los wvalcores contrel. Para frecuencias medias (8 y 4
KHz} los wvalores de latencia a altas intensidades fueron
significativamente méds altos (p<0,001), mientras que los
valores a intensidades cercanas al umbral no fueron
significativos estadisticamente c¢on respecto a los datos
control (tabia XI y figura 31).

Los valores de amplitud para este grupo fueron mas bajos
con respecto a los datos control vy presentaron una desviacién
standard muchc mencr al 50% obtenido en los animales control.

Ademéds, resultaron ser significativamente menores (p<C,001)
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para altas y medias intensidades de estimulacién. No obstante,
ias medias no fueron estadisticamente distintas en intensidades
cercanas al umbral, aungue se pudo observar una gradacidén segun
la frecuencia estimulate. Asi, para 16 Khz hubg dos valores no
significativo (30 y 29); para 12 Khz, dos valores (19 y 18);
para 8 KKz, tres valores (11, 10 y 9); y cuatro valores (4, 3,
2 y 1) para 4 KHz (tabla XI y figura 32).

Con respecto a los valores de umbral, los datos mostraron
gque hubo un aumento para 16 y 12 KHz, siendo estadisticamente
significativo para 16 KHz (p<0,001), mientras gque en las otras
frecuencias los umbrales fueron menores a los valores control
{tabla 11 y flgura 33).

La observacion microscdpica de los cortes pertenecientes a
las cdcleas de este grupo indicd una pérdida de neuronas del
ganglioc espiral coclear, muy acentuada en las espiras basales

(Plancha 10A, 10B y 10C).
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TABLA XI: Latencias y ampiitudes del grupo CONTROL y el grupo X

16KHz
LATENCIA(mS) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO X CONTROL GRUPO X
INT. N X DS N X DS P N X ps N X DS P
3 | 22 083 005( 10 0¢1 o008 * 28 8085 2030! 10 2080 533 ™
38 28 095 002 10 1.0 013 ™ 28 5559 27281 10 19065 1021}
37 { 28 102 o©008{ 10 119 g 2| = 26 4278 1908{ 10 13B5 5867 -
3 § 28 108 008! 10 125 008} *= 28 3148 1487 10 983 249
as 2B 1,48 C.10 10 138 014 * 28 1250 673 10 403 242 =
34 28 1,21 010 g 1.41 045 * 28 8,81 4,67 9 288 1004 *
33| 28 125 010 10 143 014 28 591 314| 10 186 0501 =
32 1 28 133 0421 10 1,47 0201 * 268 396 248! 10 117 043 | *
31 28 143 0131 10 155 016} * 28 271 134 10 0B (38|
30 {27 t56 020¢( 4 178 023 * z 164 1065 4 087 0371 NS
29 15 163 025; 0 000 GO0 15 121 063l 0 000 000
12KHz
LATENCIA{mz) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPQ X CONTROL GRUPO X
INT. N X ns N X 1253 p N X DS N X DS P
28 ] 28 079 005 10 08z 006 - 28 8651 5506] 10 276% 532 ad
27 | 28 080 o005} w0 o087 007] *- 28 7871 4380[ 10 249% S§15( **
26 28 091 0,08 2 098 0,15 hid 28 6369 3360 © 1748 o2 | **
25 28 084 (08 g 1,08 Q13 ** 28 5181 2606] 9 1366 643 *
24 28 1.0 007 10 196 009 ] * 28 32, 1470 10 1285 4274 **
23§ 28 107 008} 10 125 D4 28 2698 1338 10 BS5C 449
22 28 113 0093 10 133 015 ™ 28 2275 11.70% 10 623 3481 ™
2t V28 118 008 10 134 012]| * 28 1507 61B] 10 530 228} *
20| 28 126 009| 10 138 O0t% | * 268 894 653] 10 355 13651 ~
19 | 28 132 0101 10 148 011 28 377 382 10 191 DB2| NS
18 17 138 013! &8 1,70 019 ™ 17 129 1101 8 103 0B88B| NS
8KHz
LATENGIA{ns) AMPLITUD{uV)
CONTROL. GRUPQ X CONTROL GRUPO X
INT.{ N X Ds N X DS P N X DS N X DS P
17 28 091 008 10 1,04 008 ™ 28 6150 29531 10 1784 435 |
16 28 101 ©0t0} 10 115 0633 ** 28 4433 20984 10 1540 1044 -
i5 | 28 107 040 10 124 011 ]| *r 28 33,37 1532] 10 1099 604
14 1 28 113 o009 10 128 012{ 28 2579 1163] 10 844 434]
13 28 133 042| 10 140 040]| NS 28 923 s502| 10 504 380 -
12 ) 28 144 0401 10 156 010 ** 28 502 304| 10 250 140 *
1 28 157 012! 10 165 011§ NS 28 282 183 10 163 061 NS
10 } 23 167 o121 10 178 012 * 23 170 1221 10 106 058] NS
9 15 1,78 015 <] 191 01271 NS 15 089 042 5 087 D43 | NS
4KHz
LATENCIA{mS) AMPLITUD(uV)
CONTROL GRUPO X CONTROL GRUPO X
INT. N X DS N X DS P N X DS N X D& P
g 28 167 010 10 117 010 b 28 39,33 20100 10 1178 557 vt
7 28 1148 O01z| 10 132 012] ™ 28 2583 1137] 10 954 £ |
6 26 127 008 10 138 011 . 28 1517 7451 10 B19 183 ™
5 28 143 011 10 157 010 * 28 782 436! 10 386 122 *
4 286 172 6141} 30 177 DO4| Ns 28 309 189 10 231 086! NS
3 26 1828 047 10 182 012} NS 26 208 155| 10 131 080 NS
2 20 201 017 8 207 D14 NS 20 1,37 085 8 1,36 082 NS
1 1 211 02010 & 222 007 NS 11 074 044t 5 081 028| NS

KHz= [(lohercios, ms= milisegundos, uV= microvoltios, , N= nimero de oides, X= media,

DS= desviacién standard, P= probabllidad (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0.01;, =" < G,001).

INT = intensidad: (39) 1.8V, (38) S00mV, (37) 125mV, (36) 50mV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32) 1mV,

(31) 0.5mV_ (30) 0.25mv, (28) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, (25} 480mV, (24) 100mV, (23} 50mV, (22) 25mV,

{21) 12mV, (20) BmV, (19) 3mV, (18) 1mV, (17} 1V, (16) 250mV, (15) 100mV, (14} 40mV, {13} 5mV, (12} 2.5mV,

(1) tmV, (10} 0.5mV, (9] 0.25mV, (8) 225mV, (7) S0mY, (5) 20mV, (5) SmV, (4) 1TmV, (3; 0.5mV, {(2) 0.25mV, (3) 0.1mV,
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TABLA 11: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo X

CONTRCL GRUPO X
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 26 2950 0,58 10 30,60 0,62 h
12 KHz 28 18,39 0,50 10 18,20 042 NS
8 KHz 28 964 0,78 10 8,50 053 NS
4 KHz 28 1,96 098 10 1,70 0,82 NS

KHz= Kiiohercios, N= numero de oidos, X= media, DS= desviacion standard
P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0,01; ™™ < 0,001).
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Figura [QA: Panordmica de una cdclea obtenida de un animal adulto joven (30 dias)
tratado con glutamate monosddico (2 mg/g) del 6° dia al 8° dia postnatal (membrana
tectoria (*), Cé&lula ciliada interma (I), Células ciliadas externas (Ex), estria
vascular (Ev) y ganglio espiral (G), rampa vestibular (RV), rampa media (RM), rampa
timp&nica (RT)). Las secciones del Srgano de Corti a distintos niveles no presentan
diferencias ni patologias significativas. El ganglio espiral muestra alteraciones muy

importantes en la espira basal, medias a niveles medio bajo y medio alto,

Y muy
escasas en el dpex. (Obj.5x).



Figura lGR: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosédico (2 mg/g)
del 6§° dfa al 8° dia postnatal. a) Detalle de un 6rgano de Corti de una espira media
alta sin alteraciones significativas. b) Detalle de un 6rgano de Corti de una espira
baja también sin alteraciones (membrana tectoria (%), C&lula ciliada interna (I),
Células ciliadas externas (Ex), estria vascular (Ev) y ganglio espiral (G)). c)
Detalle del ganglio espiral a nivel de una espira media alta con una disminucidn
significativa de su poblacién neuronal. d) Detalle del ganglio espiral a nivel de una
espira baja, que muestra una disminucién muy significativa de su poblacién neuronal.
(a: Obj.20x; b: 0bj.20x; c: Obj.20x; d: Obj.20x).



Figura 10L: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddicoe (2 mg/g)
del 6° dia al B° dia postnatal. a) Detalle de un &rgano de Corti de una espira alta
sin ningin tipo de alteraciones (membrana tectoria (*), C&lula ciliada interna (I),
Células ciliadas externas (Ex), estria vascular (Ev])] y ganglio espiral (G))}. b)
Detalle del ganglio espiral a ese nivel gue muestra una gran reduccién de 1la
poblacién neuronal. ¢) Detalle de un Srgano de Corti de una espira apical sin ninguna
alteracién. d) Detalle del ganglio espiral, en los que se muestra una pequefla
disminucién de la poblacidn neuronal del ganglio. (a: Obj.20x; b: Obj.40x; c:

0bj.10x; d: Obj.40x)
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B.11. Grupo XI

En este grupo se utilizé un animal hembra gue recibid una
inyeccidén intraperitoneal de 2mg de GMS por gramo de peso en un
volumen de administracién de 0,01lml de agua destilada durante
tres dias consecutivos, 11, 12 v 13 PN. No se observaron
convulsiones en la hora posterior a la administracidén del
neurctdéxico. Kl animal se registrd a los 32 dias de vida y la
estimulacidédn fue con una gama menor de intensidades.

Los valores medios de 1la latencia fueron ligeramente
inferiores, aungue no significativos, a 1los obtenidos en el
grupe contrel. Las desviaciones standard fueron muy bajas
(tabla XII y figura 34).

Los valores de amplitud fueron en general menores, aungue
no significativamente distintos, a los valcres control. Sélo un
valor resultd ser significativamente menor al control ({p<0,5),
la intensidad 31 en 16 KHz (tabla XII y figura 35).

Con respecto al umbral, se pudo observar un aumento gue fue
significativc a la frecuencia de 16 KHz (p<0,5), aungue nc para
las demas frecuencias (tabla 12 y figura 36).

En el estudio morfoldgico de estas codcleas se observd

pérdida neurcnal en el ganglio espiral coclear {Plancha 11).



TABLA Xi: Latencias y amplitudes det grupo CONTROL y el grupo Xi

W el Bt g G AR T, S

16KHz :
LATENCIA(mS) AMPLITUD{uVY
CONTROL GRUPO XI CONTROL GRUPO XI
INT.] N X Ds| N X Ds P N__X Ds| N X DS _P
3t 28 0883 005| 2 078 Q00! NS 28 6085 2030] 2 4345 9281 NS
3] 28 08 009 28 5550 2728
37} 28 102 008 28 4278 1908
36 § 28 108 008| 2 102 Q00| NS 28 3148 1467] 2 1480 495] NS
35 {28 118 010 _ 28 1250 673
3¢} 28 121 010 : - 28 881 467
33 28 125 010) 2 113 000 NS 28 59t 314| 2 183 083 NS,
32 f 28 133 0121 2 119 003 NS T 28 386 219) 2 156 031] NS
3 | 28 143 0131 2 123 003| NS 228 271 134| 2 088 001 | NS
3027 15 0201 1 133 000 27 184 106] 1 050 000
2] 15 163 025 © 000 0,00 15 12t 063] 0 000 0,00
.12Kl-lz
LATENGIA{ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO XI CONTROL GRUPO XI
INT. ] N X Ds| N X DS P N X Ds | N X DS P
281 28 079 005} 2 072 003] NS 28 8651 5508] 2 53,75 17,48} NS
27 | 28 080 005] 2 074 000| NS 28 7871 4360| 2 4665 856 NS
2% | 22 091 008 28 6369 3360
25 | 28 094 009 28 51,81 26,06
24 | 28 101 007} 2 098 000} NS 28 3298 1470| 2 1481 706 NS
23 ] 28 107 008 28 2696 13,38
212 113 009 28 22,75 11,70
21| 28 118 008] 2 113 000 NS 286 1507 B18| 2 759 383 NS
201 28 126 008 2 121 006} NS 28 824 653 2 487 203| NS
19 | 28 132 o10| 2 127 003] NS 26 377 382 2 273 052 NS
18] 17 138 013] 2 138 003] NS v 129 110} 2 054 029 N§
8KHz
LATENCIA{ms) AMPLITUD{uV) .
CONTROL GRUPO XI CONTROL GRUPQ XI
INT.}] N X DS N X DS P N X DS | N X Ds5 ¢
17 1 28 08 Q08} 2 082 000! WS 28 61,50 2953] 2 3340 453) NS
16 ] 28 101 010 28 4433 2094
15 | 28 1,07 010 28 3337 1532
14 1 28 113 009} 2 108 002} NS 28 2579 1163] 2 1095 530)| NS
3] 22 1,33 012 28 923 502
12 ] 28 144 010} 2 137 000} NS 28 502 304 2 322 211 | NS
11 | 28 157 012 2 148 000] NS 28 262 183 2 229 106| NS
10 ) 23 187 012} 2 1860 011] NS 23 170 1220 2 112 115] NS
9 15 178 0151 t 1,72 000 15 088 042} 1 088 000
_4KHz
LATENCIA(ms) AMPLITUD{uV)
CONTROL GRUPO XI CONTROL GRUPO X!
INT.] N X DS N X DS P N X DS | N X DS P
8 28 107 010 2 096 003 NS 28 3933 2010] 2 27.90 1188] NS
7 28 118 012 28 2583 1137
6 | 28 127 009 2 12t 000] NS 28 1517 745| 2 738 081 ] NS
5 28 143 011 2 148 005 NS 28 782 436| 2 334 239] NS
4 ) 28 172 014 2 172 006} NS 28 300 189| 2 167 098] NS
3 26 188 017 2 188 09| NS 26 200 155 2 138 075! NS
2 20 201 ©A7) 1 199 000 20 137 09| 1 08 000
1 11 211 0201 1 207 000 1M1 074 044 1 074 000

KHze= Kilohercios, ms= milisegundos, uV= micravoltios, | N= niimero de oidos, X= media,

DS= desviacién standard, P= probabilidad (NS= no significativa; * < 0,5, ** < 0,01; *** < 0,001).

INT.= intensidad: (38) 1.8V, (38) S00mV, (37) 125mV, {36) S0mV, (35) 10mV, (34) SmV, (33) 2.5mV, (32} 1mV,

(31) 0.5mV, (30) 0.25mV, (29) 0.1mV, (28) 10V, (27) 4V, (26) 1V, (25) 490mV, (24) 100mV, (23) S0mV, (22) 25mV,

(21) 12mV, {20) 6mV, (18) 3mV, (18) TmV, (17} 1V, (18) 250mV, {15) 100mV, {14) 40mV, (13) S5mV, (12) 25mV,

(11) tmV, (10) 0.5mV, (9) 0.2GmV, (8) 225mV, (7) S0mV, (6) 20mV, (5) SmV, (4) tmv, (3) 0.5mV, (2) 0.25mV, (1) 0.1mV.
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TABLA 12: Comparacién de las medias de los umbrales
obtenidos en el grupo CONTROL y el grupo XI|

CONTROL GRUPO XI
FRECUENCIA N X DS N X DS P
16 KHz 28 2950 0,58 2 30,50 0,71 *
12 KHz 28 18,38 0,50 2 18,00 0,00 NS
8 KHz 28 264 078 2 950 0,71 NS
4 KHz 28 1,86 0,96 2 2,00 141 NS

KHz= Kilohercios, N= nimero de oidos, X= media, DS= desviacitn standard
P= prababilidad (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0,01; ** < (,001).
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Figura 36: Umbrales {X+D3F) de los grupos control

(MR N= 28) v grupo XI ([ ] A= 2)



Figura 13: Animal adulto joven (30 dias) tratado con glutamato monosddico (2 mg/g)
del 11i° dia al 13° dia postnatal. a) Panordmica de una espira coclear apical. b)
Panordmica de una espira coclear media alta. En ambas panor&micas sélo se observan
dafios a nivel del ganglio espiral. c) Detalle de un Srgano de Corti de una espira
media (membrana tectoria (*), C&lula ciliada interma (I}, Cé&lulas c¢iliadas externas
(Ex), estria vascular (Ev) y ganglio espiral (G)). d) Detalle del ganglio espiral
situado a nivel de una espira medlia, en el que se muestra una disminucidn
significativa de la poblacién neuronal del ganglio. (a: Obj.l1l0x; b: Obj.1l0x; c:

Ob3.20x; d: Obj.40x).
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A. EFECTOS DE 1A ADMINISTRACION DE GMS EN ANIMALES ADULTOS

A.l1. Sobre la técnica utilizada

La administracidn de glutamatc monosddico (GMS) es
técnicamente complicada, va dque es necesario el uso de grandes
concentraciones de esta sustancia para censeguir un efecto
neurotdéxico, debldo a la gran efectividad de los mecanismos de
proteccidn ante el exceso de GLU que existen en el oido interno
como en otras partes del Sistema Nervioso. Asi, con la técnica
de perfusidén perilinféatica, la mas empleada, se han utilizado
cantidades dque para el GLU es de ObmM (Puel y cols., 1994
frente a 10uM de AMPA (Puel y cols., 1991lb y 18%4) o 1-5nM de
AK {(Juiz vy cols., 1989; Pujol y cecls., 1985).

Excepto el estudio morfolégico de Juiz y cols. (1989) todos
ios deméds autores gue usan la administracidén perilinfatica, se
refieren a resultados de neurotoxicidad aguda, va gque los
registros electrofisioldgicos se llevan a c¢abo inmediatamente
después de efectuar la instilacidn de perilinfa artificial
conteniendo el neurotdzxico. En estos experimentos se observd
que si se efectiua un lavado del neurotéxico (AK, BAMPA, NMDA)
con perilinfa artificial se produce una recuperacidédn total o
parcial del potencial de accidn compuesto del nervio VIII; sin
embarge para elevadas concentraciones de AK o AMPA la abolicién
del PAC es total vy no se produce recuperacidén {Puel v cols.,
1994)., Atendiendo a esta recuperacidén se hipotetizédé que el
decremento en la amplitud del PAC era causa directa del disparo
agsincrénico de las fibras del VIII par craneal debidec a 1la
presencia de sustancias que imitaban el efecto del
neurotransmiscr enddgenc de la sinapsis entre las CCIs y las

dendritas de las neurconas de tipce I del ganglio espiral



171

coclear. Siendo nuestrc objetive el andlisis de lesicnes
neurcnales permanentes, nos decidimos por el estudio de 1la
actividad fisiolégica pasadas 24 horas después de la
administracidén del farmaco.

Otra de las objeciones que presenta 1la instilacidn
perilinfatica {(Juiz y cols., 1988) es la presencia de lesiones
en el haz espiral internc producidas por mecanismos de
descompresién de la ventana redonda debidas a la perforacidn de
la ladmina de los contornos en la técnica quirdrgica utilizada.
No se puede descartar, sin embargo, gque estas lesicnes se
produzcan a través de un mecanismo excitotdxico indirecto que
impligue la liberacidén del neurctransmiscor enddgenc. Asi, el
desequilibrio osmbético en la perilinfa vy la endolinfa,
producido por la perfusidén de perilinfa artificiali, podria
provocar la liberaciédn de GLU enddgeho, de la misma manera Jque
la perfusién de perilinfa con alto contenido en K'Y provoca un
aumento de GLT perilinfatico (Jenison vy cols., 188Dh), que
podria ser el responsabie de las lesiones encontradas. Aungue
estas lesiones por manipulacién scon transitorias, ya gue se ha
demostrade su ausencia en estudios a large plaze (Juiz y cols.,
1988 vy 1989), nosotros nos decidimos por la administracién
intraperitoneal donde estos problemas no estén presentes.,

Cuando ia administracidn se realiza por via
intraperitoneal, la concentracidn de GLU debe alcanzar unos
niveles en sangre que permitan la llegada de cantidad
suficiente al sistema nervioso que desborden los mecanismos de
control de la bkarrera hematoencefélica y de aclaramiento por
parte de mneuronas y glia, permitiende, por tanto, gue se
originen fendmenos de neurotoxicidad. Se ha comprcbade, en

ratones, gue es necesaria una concentraciéon de 750mM de GLU en
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plasma, frente a la concentracidén normal de 112mM para alcanzar
fendmenos de excitotoxicidad (Meldrum, 1993). En este sentido,
se necesitan de 3 a 9 gramos de GMS por kilo de peso para poder
lesionar el Area postrema en ratas de 12 semanas (Phelix vy
Hartle, 1980} vy 5 gramos por kilo de pesc para produgir
fenbmencs convulsivos en ratas de €0 dias (Beas-Zarate y cols.,
1989). Por otra parte y como comparacidn, son necesarias dosis
de 5 a 10 mg de BAK por kilo de peso para producir
excitotoxicidad por via intraperitoneal (Gil-Loyzaga vy cols.,
1993p; Hernandez-Martinez, 1993; Holmes y Thompson, 1988).

En nuestros estudics preliminares pudimcs observar por una
parte, que con dosis iguales ¢ superiores a 5 gramos por kilo
la mortalidad era muy elevada 24 horas después del tratamiento
Yy por otra parte gue con dosis de 4 gramos de GMS por kileo de
peso disminuia la mortalidad perce l1los resultados fisiolédgicos
obtenidos eran muy cercanos a 1los obtenidos en animales
contrcles. Debido a estas observaciones nos decidimos por un
protocolo de trabajc que consistia en cuatro administraciones
repetitivas de 4 gramos de GMS por kilc de pesc durante cuatro
dias consecutivos y efectuar el analisis tanto fisioldgico como

morfoldgico el quinto dia después de iniciado el tratamiento.

A.2. Sobre los resultados obtenidos

Los resultades fisiclégices obtenidos en los animales asi
tratados se pueden resumir en: mantenimiento de la latencia y
disminucidén de la amplitud del potencial de accidédn compuesto
del nervic coclear, y, ademas, un ligero aumento del umbral de
audicién, scbre tode para altas frecuencias (tablas II vy 2;

figuras 4, 5> y 6).
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Se postula gue la latencia de la onda N1 del petencial de
accién compuesto podria representar el disparo de las fibras
més sensibles al estimulo acustico, es decir agquellas que
presentan una mayor frecuencia de descarga espontanea y gque
conducen informacién sobre el inicic del estimulo. Por otra
parte la amplitud del potencial de accidn compuesto del nervio
coclear, gque representaria la descarga sincrénica de las fibras
de alta y baia frecuencia de descarga, aportaria informaciédn
sobre la intensidad del estimulo. Por utltime, el otro parametro
que define cualquier sonido, es decir, la frecuencia, vendria
dada por la disposicidén tonotdrica de las fibras.

Teniendo en cuenta estos postulados prevics, €l hecho de
que la latenclia de la onda N1 se mantenga en los limites
normales podria interpretarse como gque la administracidn
reiterativa de GMS no afecta de manera significativa al
subgrupo de fibras de alta frecuencia de descarga esponténea.
Sin embargo, la desviacidn estandard de los datcs obtenidos de
latencia en el grupo 1 es muy superior a los valcres control en
conjunto, sobre todo en las frecuencias agudas de 16 y 12 KHz.
Esta observacidn unida a que los valores medios de estas dos
altas frecuencias resultaron ser mayores a los contrcles aungue
no significarivos, nos indica una tendencia al aumento de la
latencia de la onda N1 obtenida en los animales tratados:; de
hecho aparecen dos valores estadisticamente significativos en
las intensidades 1,8V de 1l¢ KHz vy 4V de 12 KHz (ver
intensidades 39 y 27 en tabla 11 vy figura 4).

Con respecto al estudic de la amplitud del potencial de
acceidédn compuesto, gue representaria la intensidad del estimulo,
se pudo observar una clara disminucién en l1¢s animales tratados

con respecto a los animales control. Al comparar las
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desviaciones estandard de la medla pudimos observar gque se
mantenian en un rango del 50%, al igual gque las obtenidas en
los animales control. E1 descenso en la amplitud fue
estadisticamente significative para altas vy medias intensidades
de estimulacién en todas las frecuencias, no obstante, para
intensidades cercanas al umbral de audicidén se pudo observar
gque la significacidn estadistica disminuia siguiendo una cierta
gradacién respecto a las frecuencias. Asi, para 1¢ KHz hubo dos
valores no significativos, para 12 KHz tres valores, 5 valores
para 8 KHz y 4 intensidades no significativas para 4 KHz (tabla
IT vy figura 5). Este conjunto de datos nos indican que el
tratamiento con GMS indujo lesiones en las fibras del nervic
coclear que fueron més graves en las espiras basales, donde se
localizarian las frecuencias de 16 y 12 KHz, gque en las espiras
medias, lugar en el gue se procesa la informacidén para las
frecuencias de 8 y 4 KHz.

En la tabla 2 v figura 6 aparecen los valores medios de 1o0s
umbrales para las cuatro frecuencias estudiadas, se puede
chservar un aumento de los umbrales en todas las frecuencias y
ademis que este aumento es estadisticamente significativo en la
frecuencia de 16 KHz. Este datce corrobora la anterior
observacién de una lesidn mas intensa en espiras basales de la
chelea.

La observacidn microscdpica de los cortes procedentes de
las cécleas de aquellos animales tratados que presentaron una
mayor latencia y menor amplitud, asi como un umbral de audicidn
mayor, mostrd un efecto tdédwico a nivel de las fibras aferentes
del plexco espiral interno, mas intense en las espiras basales.
En otras cbdcleas del mismo grupo, pero de los animales en lecs

que el andlisis fisiolbdgico se diferencié en mencr medida a los
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datos control, se observarcn lesiones de grado menor. El resto
de las estructuras del 6érganc de Corti (células ciliadas,
sistemas eferentegs y fibras aferentes de tipo II, células de
soporte, etc.) no presentarcn alteraciones con respecto a los
cortes control. El1 daflo toéxico se caracterizd por una
vacuolizacién de la zona terminal de las dendritas de las
neurcnas ganglionares de tipo I gque proyectan bajo las CCIs. Se
pudo observar gque estas vacuclizaciones presentaban una
distribucidédn zonal bajo las CCIs dependiendo de la intensidad
del dafio neurotdxico. Asi, en aguellas cdcleas que mostraron
menor afectacién solamente se pudieron chservar vacuolirzaciones
en la regién modiolar (méds interna) del haz espiral internc,
mientras que en las cbdclieas que presentaron mayor dafio, las
vacuoclizaciones se extendieron hacia la regibén de los pilares
internos {&rea externa vy colindante con las células de 1ios

pililares internos).

A.3. La hipdtesis glutamatérgica

Tanto los datos electrofisioldgicos como los morfolégicos
comentados méas arriba coinciden en lo fundamental con los
resultados presentades por otros autores gue utilizando
diversos antagonistas del acido glutamice {(AK, AMPA, QUIS e
IBC) vy con  cotras técnicas de administracidén (perfusién
perilinfatica o© inyeccidn iontoforética). Estos datos abogan
por un papel del GLU como neurotransmisor aferente en la
sinaps8is entre las CCIs y las dendrifas de las neuronas tipo I
que presentarian receptores para el GLU. Una activacidn masiva
y reiterada de estos receptores provocaria un depolarizacidn
continua de la fibra aferente gque daria lugar a 1la entrada

masiva de iones Nat acompafiados por iones €1~ y a la creacién
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de un desequilibrio osmético, lo que conlleva una entrada de
agua vy produce la wvacuolizacidn y ruptura de los terminales
nerviosos. Este proceso, segun la hipdtesis excitotdxica
vendria continuado por una entrada de iones cat que provocaria
cambios en el metabolismo celular y concluiria con la muerte
neuronal.

De esta forma, los resuitados obtenidos mediante registro
unitario de las fibras del VIII par craneal demuesiran que se
produce un incremento en la frecuencia de descarga espontéanea,
seguido por un aumento del periodo de silencic postdescarga
tras la perfusidn perilinfatica de GLU, ¢ algunc de sus
agonistas (Bobbin, 19279; Comis y Leng, 1979). Por lo tanto,
este comportamiento unitaric repercutiria en el potencial de
accién compuesto del nervio coclear de forma que disminuiria su
amplitud debkido a 1a desincronizacidén del disparo unitario
(Bobbin y Thompson, 1978; Comis y Leng, 1279; Jenison y cols.,
1986¢; Klinke vy Oertel, 1977). Ademas, tras 1la instilacién
iontofeorética de GLU, AK, NMDA o QUI en el Area subsindptica de
las CCis (Ehrenberger y Felix, 1991; ¥Felix y Ehrenberger, 1990)
se g¢btiene un aumento de la descarga espontanea de las fibras
aferentes, que es blogqueado por la instilacién de antagonistas
de los receptores de GLU (AP7 o GDEE).

Sin embarge, la presencia de los distintos subtipos de
receptores de GLU en la cébclea se ha estudiado principalmente
con la administracién de los agonistas vy antagonistas
disponikbles a la perilinfa vy el subsiguiente registro
electrofisioldogicoe del PAC.

Asi, se ha puesto en evidencia la presencla de receptores
no-NMDA gque responden a la accién del AK (Kusakari vy cols.,

1984; Jeniscn y cols., 1986}, del QUI (Jenison y ceols., 1986) vy
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del AMPA (Puel vy cols., 19%1b). También se ha evidenciado la
presencia de estos receptores al utilizar antagonistas de los
receptoresz de GLU como el kinurenato (Puel y cols., 1988 vy
1989b), CHNOX y DNQX (Litman y cols., 182892, Puel vy cols.,
1291b).

Los datos sobre la presencia de los receptores NMDA no
fueron positivos hasta los estudics de Puel y cols. (1991a) que
pusieron de manifiesto la reduccidén de la amplitud del PAC a
altas intensidades de estimulacidén cuande la cbdclea era
perfundida con NMDA o con un antagonista especifico de los
receptores NMDA, el APS5. Estos autores concluyen gue es
necesaria una despolarizacidn previa para gque puedan ser
activados los receptores NMDA presentes en las dendritas de las
células ganglionares de tipo I.

Con respecto al estudio de la latencia de la onda N1 del
PAC siempre se ha observado un aumentc de este parametro,
aungue no siempre significativo, cuando se perfundia la cdclea
con los agonistas del GLU como el AK (Kusakari vy cols., 1984);
AMPA Puel vy cols., 1991b) y NMDA (Puel y cols., 199ia).

Los datos morfoldgicos obtenidos tras la perfusién
perilinfatica de AK, AMPA, QUI, IBO vy GLU y un corto pericdo de
supervivencia {5 minutos a 24 horas ) evidencian una
vacuolizacién de las fibras aferentes del haz espiral coclear.
Ademas, con la administracidédn intraperitoneal de AK se obtienen
los mismos resultados morfoldégicos (Hernadndez-Martinez, 1993).
La lesidn producida es mas extensa cuando se utilizan AK (Gil-
Loyzaga vy Pujol, 1880 a y b; Gil-Loyzaga y cols., 1993b) o AMPA
(Juiz y cols., 1989; Puel y cols., 199%1b y 1994; Pujol y cols.,
1985) que cuando se usan QUI, IBC o GLU {Hernadndez-Ortiz,

1892).
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De esta forma, los datos obtenidos en el presente estudio
se vienen a sumar al conjunto de resultados, tanto
electrofisiolégicos como morfoldgicos dQue apuntan a  la
actuacién del GLU como principal neurctransmisor excitador
coclear y por lo tanto, a la presencia de diversos tipo de
receptores para GLU en las dendritas de las neuronas de tipo I
del ganglio espiral coclear.

Asi, el dato de la disminucidn de la amplitud del PAC junto
a la observacidén microscépica de lesicnes bajo las CCIs nos
indican la presencia en las fibras tipo 1 de receptores
sensibles a la accién del GLU. Ademéds, esta disminucidén del PAC
gs, muy probablemente, debida a la destruccién de fibras tipo I
Yy no a la desincronizacidn en el disparce de estas mismas
fibras.

Con respecto a la latencia de la onda N1 del PAC, su ligero
incremento nos induce a ©pensar en la existencia de
subpoblaciones de fibras tipo I. Estas subpoblaciones con
diferentes caracteristicas morfclégicas y fisiolégicas, va han
side descritas en otro animal de experimentacidn, concretamente
en el gato (Liberman, 1980 y 1982a vy b; Liberman y Oliver,
1984). Estos autores diferencian al menos dos subpoblaciocnes de
fibras aferentes tipo I segun s5u comportamiento
electrofisiclégico, una de ellas con baja-media frecuencia de
descarga espontanea frente a otra subpoblacidén con aita
frecuencia de descarga espontdnea. Ademas se apoyan en
diferencias tanto morfolégicas, las fibras pertenecientes a la
subpoblacidén de alta frecuencia de descarga son mas Jgruesas y
tienen mayor nimero de mitocondrias, como en una distinta
segregacidén bajoc las CCls, ocupando la mayor parte de las

fibras de alta frecuencia de descarga la zona de los pilares
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internos frente a la zona modiolar que estd ocupada mayormente
por las fibras de media-baja frecuencia de descarga. Esta
hipdtesis de distintas subpoblaciones de neuronas tipo I ha
obtenido recientemente otro dato a favor {Leake y cols., 1993)
a partir de lesiones localizadas en &reas tonotopicamente
precisas del nucleo coclear ventral. Estos autores concluyen la
existencia de una segregaciodon de las neuronas tipc I en el eje
rampa vestibular-rampa timpanica del ganglic espiral coclear,
estando un gran porcentaje de las neurcnas de alta frecuencia
de descarga espontanea situadas en el 4area de la rampa
vestibular y un gran porcentaje de las neuronas de baja-media
frecuencia de descarga en el &rea de la rampa timpanica.

Por lo tanto, y basandonos en esta hipdtesis, todavia no
muy clarificada, v en la observacidn de gue la mayoria de 1las
lesiones estan restringidas a la zona modioclar bajo las CCls
podemcs concluir gue la escasa afectacidén de la latencia de la
onda N1 del PAC se debe a un diferente comportamiento ante el
neurcotdxico de estas dos subpoblaciones de fibras tipo I. De
esta forma la subpcblacién de alta frecuencia de descarga,
situada en la regidn de los pillares, gque originaria 1la
informacién sobre el inicio del estimuleo, vy por lo tanto 1la
latencia de la onda N1, presenta una distribucién de receptores
de GLU distinta a la presentada por la otra subpoblacidén de
fibras tipoc I que seria la mas dafiada por el efecto
neurotdéxico. Esta dltima subpoblacidén presentaria un mayor
numerc de receptores NMDA vy por tanto seria mas sensible a la

accldédn neurotdxica del GLU.
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A.4. Efectos clinicos

La administracidn intraperitoneal reiterativa de GMS en
animales adultecs produjo la observacidn de crisis convulsivas y
muerte en 5 animales. En el resto de l¢s animales no podemos
descartar la aparicién de convulsicones pueste que la
observacién de los animales se llevd a cabo durante una hora
después de la administracién del farmaco.

Los fendmenos epilépticos se han relacionado con la
liberacidn andtmala de AAE, de hecho el AK cuando se administra
por vwvia intracerebral o sistémica produce convulsiones (Ben-
Ari, 1985). Por este motive La administracidn de AK se ha
propuesto como modelc de las diferentes formas de epilepsia
(Nadler vy cols., 1981). Més recientemente, la actividad
convulsiva estuvoe presente como marcadeor de neurotoxicidad
cuando se aplicaban diferentes analogos glutamatérgicos en el
tronco cerebral de ratas (Winn y cols., 1991) vy existe un
modelo de convulsiones en ratas mediante la aplicacién
intraperitoneal de GMS (Beas-Zarate y cols., 198%). Por lo
tantn podemos hipotetizar gque el misme mecanismo neurctéxico
que produjc las crisis convuisivas y la muerfe en nuestras
ratas adultas puedo estar implicadce en el dafio aparecido en las
fibras tipoc I bajo las CCls, observades en los animales que
sobrevivieron al tratamiento, posiblemente a través del efecto

directo scbre sus receptores.

A.5. Comparacidédn del modelo con patologias relacionadas

Los efectos de una serie de patologilas cocleares como la
hipoxia-isguemia, trauma acustico vy presbiacusia se han
relacionado c¢on los fendmenos neurotdxicos cbhservados con la

administracidén de agonistas del GLU (Puel y cols., 1994; Pujol
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y cols., 1991 y 19%3)., De la misma forma, en el sistema
nervicso central, otros muchos trabaics apoyan un mecanismo
excitotoHxico como mediador del dafico isqgquémico. Asi, Benveniste
y cols. (1984) demostraron un elevacién significativa de los
niveles extracelulares de GLU después de 30 minutos de
anoxia/isguemia. Ademds, existen tanto modelos de oclusidn
vascular (Drejer vy cols., 1985; Gill y <c¢ols., 19287) como
situaciones de presién intracraneal elevada {Duhaime y Ross,
1990) que apovan esta hipdtesis.

En condiciones normales el sistema encargado de la
recaptacidén de GLU previene el acumulo extracelular excesivo de
AAE. Sin embarge, algunas situaciones patoldgicas, tales como
crisis epilépticas o la anoxia/isquemia, producida por
diferentes mecanismos, pueden producir el fallo de estos
sistemas de recaptacidédn de las neuronas y de los astrocitos,
provocando un déficit energético que alteraria el sistema de
recaptacidén activo del GLU, dependiente de energia. Este GLU es
liberado de la reserva intraneuronal de neurotransmisor, V nho
desde las células gliales, como lo demuestra el que la
liberacién de GLYU neuronal es Ca2t dependiente, mientras que la
liberacion de GLU de los astrocitos es K'Y dependiente y Ca<t
independiente y no se modifica por la isquemia {Drejer y cols.,
1285). La liberacidén de GLU inducida por isguemia en seccicnes
de hipocampo esta completamente abolida cuando se perfunde con
medios sin Ca?%t conteniendo CoZt (Benveniste y cols., 1984).
También se previene la muerte celular de neuronas maduras en
cultivo por medic de la adicién de iones de Mg2+ los cuales,
igual que el Co2t, disminuyen la 1liberacién sinaptica del

neurotrasmisor.
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El aumentc en la concentracién extracelular de K' produce
liberacidén de GLU por medico de dos mecanismos diferentes:
primero, el Kt extracelular aumentado como consecuencia de la
isquemia, produce despeolarizacidén y activacidn neuronal y por
tanto liberacién wvesicular de GLU (Drejer y cols., 1985), en
segundo lugar, se produce la disminucidén directa de la
recaptacién de membrana del GLU, lo c¢ual aumentara el GLU
extracelular, que a su vez producira la I1iberacidn de acido
araquidénico, que también inhibe la racaptacién. La suma de
estos factores produce una despolarizacidn prolongada que
tendra como consecuencia un deseguilibrio osmdtico, se liberara
mas K* cerrandose un ciclc con retroalimentacién positiva. Como
consecuencia de este desequilibrio iénico se produce la entrada
de agua en el elemento postsindptico con el consiguiente edema
de dendritas y soma neuronal (Olney y cels., 1986; Rothman,
1885). Cuando las neurconas estén expuestas a concentraciones
altas de GLU durante méds de cince minutos mueren (Choi, 1987).
Parece que esta neurotoxicidad aguda del GLU es dependiente de
Cl™ mientras gque el cazt geria el responsable de una
neurotoxicidad de desarrocllo mas lente probablemente debido a
una entrada excesiva de Ca2t a través de los canales NMDA
{(Rothman y Clney, 1987).

Estos datos se correlacionan con el hecho de que las &reas
del cerebro més vulnerables a la isquemia son las gue reciben
mayor numero de aferencias excitadoras mediadas por AAE {Fagg vy
Foster, 1983), ademads el dafio isquémico se previene con la
lesién de estas vias,

Por otra parte los cambios citopatoldgicos isquémicos
agudos observados en microscopla optica consistentes en: edema

dendritico, degeneracidn edematosa aguda de 1los cuerpos
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celulares neuronales y <cambios picndticos nucleares, son
indistinguibies de los procesos degenerativos producidos por la
administracién oral de GLU en ratas Jjévenes (lkoncmidou vy
cols., 1989) vy de las tipicas lesiones en el cuerpo neuronal
inducidas por ia administracién exdgena de agonistas del GLU.
Por altimo, se ha demostrado que la administracidédn de MK-8G1,
antagonista especifico de los receptores NMDA, protege de la
neurotoxicidad inducida por la administracidén exdgena de NMDA y
de la degeneracidén neuronal demostrada en un modelo
hipobéarico/isquémico (Gill vy cols., 1987; Kochhar y cols.,
1988; Olney y cols., 1989). También se plantea la hipdtesis de
que los efectos neuroprotectores de la hipotermia, Dbien
documentados en condicicnes experimentales (Bertman y cols.,
1981), son debidos a mecanismos celulares gue implican
disminucién de la excitabilidad neuronal y disminucién de la
liberacidédn de GLU (Busto y cols., 1989; Duhaime y Ross, 1399%0).
El dafio coclear producido por la hipoxia/isquemia y trauma
acustico son muy parecidos, en ambas situaciones se observan
alteraciones similares, gue podrian implicar la intervencidn de
un mecanismo patoldgico comin; de hecho se ha propuesto gue una
exposicidn excesiva a ruidos produce la hipoxia/isquenia
coclear (Hawkins, 1971; Mishrahy y cols., 1958). De esta manera
la exposicién durante 30-60 minutos a sonidos de intensidad
mayor de 110 dB producen disminucidédn significativa del £flujo
colear (Okamotoc y cols., 1990; Scheibe y cols., 1990) y de la
pOs en los liquidog del oido interno (Scheibe y cols., 19920;
Thorne y Nuttal, 1987), sin modificar la presidén arterial en
otros territorios del organismo (OQOkamoto y cols., 1990G; Scheibe
y cols., 1990}, No existe, sin embargo, una correlacién

significativa entre la disminucidén del flujo sanguineo coclear,
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la pO; endeolinfatica y la extension del dafio morfolédgico vy
funcional encontrado (Thorne y Nuttall, 1987 y 19892),

El primer cambio patoldgico observade 15-20 minutos después
de la instauracidn del trauma (Beagley, 1965; Robertson, 1983)
o de la hipoxia/isquemia (Billet vy cols., 1989} es una
dilatacidén dendritica bajo las CCIs con hinchazén mitocondrial
de las neuronas del ganglio espiral que pueden ser reversibles.
Estas alteraciones son simlilares a 1los cambios autoliticos
observados en la cdclea humana postmorten (Lavigne-Rebillard y
Pujol, 1988), tanto en fetos (Lavigne-Rebillard y Pujol, 1990)
como en adultos, especilalmente evidente en los pacientes
fallecidos en situacién hipéxica (Nadol vy Burges, 1985).
También este patrdon de degeneracién de las neuronas del ganglio
espiral y de sus procesos periféricos es similar al que se
observa tras la administracidén de AK, AMPA y GLU, lo que
sugiere que el prcceso degenerativo neuronal derivade de la
hipoxia/isgquemia y del trauma podria estar relacionado con el
GLU (Evybalin v Pujol, 1989).

La utilizacién de antagonistas competitivos Y no
competitivos del NMDA en log modelos de degeneracidén de las
neurcnas gangliconares espirales, ha demostrado su efectividad
en el bloqueo de la dilatacidén dendritica de las neuronas
aferentes tipo 1 lo gue implica a los receptores NMDA en el
proceso de degeneraclidn neuronal. Por otra parte, 1a accién
antagonica del DNQX sobre la dilatacidn masiva de las dendritas
radiales inducida por AMPA (Puel y cols., 1991b) sugiere que,
en la chbelea, i1os dafios patoldgicos inducidos por
anoxia/isquemia © trauma acustico que aparecen en las neuronas
tipo I del ganglio espiral podrian estar mediadas por mas de un

tipc de receptor de GLU {Puel y Puijol, 1982).
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En la presbiacusia, la atrofia de los vascs espirales
afecta preferentemente y de forma més intensa al &rea basal
coclear, por lo que las CCIs basales son las mas expuestas a la
afectacidén hipdxica. De hecho en la presbiacusia se observa la
pérdida de células ciliadas con una distribucidn
preferentemente basal que se correlaciona estrechamente con la
distribucién de las 1lesiones de las neuronas ganglionares
(Pujocl y cols., 1891). Se postula que las alteracicnes andéxicas
locales al afectar a la célula glutamatérgica desencadenaria la
cascada de eventos neurotdxicos gque concluyen con 1la mnuerte
celular (Pujol vy cols., 1991). Estos eventos podrian ser la
produccidén de radicales libres, ya que se ha demostrado que la
liberacidén de estas moléculas reactivas producen un aumento de
la liberacidon de AAE (Pellegrini-Giampietro y cols., 19220).

Se ha demostrado en numerosos estudios las similitudes
entre el dafo hipéxico/isquémico coclear y el preducide por
modelos neurctéxicos (Puel y Pujol, 1992; Puel y cols., 1994;
Pujol v cels., 1991, 1992 y 1993}, también se ha comparado este
modele con el trauma acustico (Pujol, 1291}. El medelc de
isquemia desarrollado primerc por Billet (1989) y luego por el
equipo de Puijcl (Puel vy colis., 1994; Pujol y ceols., 1992)
consiste en, una vez decapitadoc el animal, se procede a la
fijacidn del tejido pasado un tiempo determinado. A partir de
este modelo se puede observar una lesién de los terminales
aferentes tipo I bajo las CCIs en la zona modiolar al cabo de 5
minutos, al cabc de 10 minutos la lesidén bajo las CCIs es
total, abarcando tanto la zona modiclar como la de los pilares
internos y las fibras edematosas alcanzan la habénula
perforada. Ademas se pueden observar dafics en las células

ciliadas, estos dafios consisten en vacuolizacicnes celulares



186

gue son mayores en las CCEs aungue también se observan en las
CCIs. Pasades 20 minutos la lesidn afecta también a los
sistemas eferentes.

Estos autores proponen gque existe un mecanismo comun entre
el dafic causado por los antagonistas del GLU y el producido
bajo las CCIs por la hipoxia/isquemia. Aun més, aportan datos
sobre la proteccidn ante el dafio isquémico llevada a cabo por
antagonistas de los receptores de GLU (Puel y Pujol, 1992; Puel
y cols., 1994; Pujol y cois., 1993}. Con respecto a esta
proteccién llegan a la conclusidn que la lesién producida por
la isquemia es blogueada casi totalmente por la administracién
de un antagonista de 1los receptores no-NMDA, el DNQX, no
obstante, seguian apareciende fibras lesionadas en la zona
modiolar, bajo las CCIs. Con la administracién de AP-5, un
antagonista de los receptores NMDA, noc conseguian proteccidn
ninguna. Pero si se administra una mezcla de antagonistas de
receptores no-NMDA (DNQX) y NMDA (AP-5) (Puel y Pujol, 1992;
Puel y cols., 1994} la proteccidén ante la isquemia es total.

Nuestros datos sobre la lesidén producida por la
administracidén intraperitoneal de GMS en animales aduiltos nos
llevan & pensar que este método es wvalidoe para modelizar
algunos de los mecanismos que se ponen en marcha en sindromes
tanto de hipoxia/lsgquemia como de trauma acustico, asi como en
la presbiacusia. Aparte de la gradacidén de las lesiones
encontradas desde la zona modiolar a 1a de 1los pilares
internos, hemos de destacar gue también hemos encontrado una
gradacidn de las lesiones, tanto morfoldgica COmo
electrofisioldgica, segun la espira coclear, siendo mayor en la
espira basal y menor en la media y apical (figuras 4 y 5,

plancha 2). Esta 0ltima gradacién es tipica tanto en
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situaciones de hipoxia/isquemia como en presbiacusia (Billet y

cols., 19289; 3poendlin y Schortt, 18288)
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B. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE GMS EN ANIMALES EN DESARROLLO

Como hemos comentado en la Introduccidn de esta Memoria de
Tesis Doctoral, en el desarrollo del sistema nervioso central
se aprecia que la sensibilidad de las neuronas a determinados
neurotdxices varia de forma importante. Por lo tanto, existe un
procesc de regulacidon de receptores que hace gue diferentes
regiones sean mas sensibles & une u otro de los AAE
administrados en funcién del estadic gque se estudie. Esto
podria deberse a un periodo critico de expresidédn de receptores,
por eijemplc Pellegrini-Giampietro y cols. (19292) sugieren un
incremento de receptores AMPA/AK, en el cerebro de la rata, que
para el neocortex podria situarse en torno ai 4° dia PN,
mientras que en el hipocampo podria incrementarse entre 2l 7° y
21° dia PN para luego disminuir. Por otrc lado, es sabido gue
las estructuras sensoriales periféricas, como la retina y la
codclea, se desarrollan muy pronto, asi =]l AK es tdodxico en
neuronas retinianas de pollo a 1los € dias de desarrollo

embrionario {(Campana y Suburo, 1986).

B.1. Sobre otros modelos experimentales

Este proceso de regulacidén en la expresién de receptores no
ha sido estudiado en la céciea. Los pocos trabajces de
neurctoxicidad coclear durante el desarrollo han incidide por
una parte en la sensibiiidad de las neuronas cocleares al AK en
periocdos concretos y aislades del desarrcllo (Gil-Loyzaga vy
Pujol 1990a y b; Pujol vy cols., 1985) y por oftra en la
sensipilidad de dichas neuronas ante la administracién de GMS
durante todo el pericdo postnatal de desarrollo coclear

(Janssen y cols., 1991; Janssen, 1992).



189

Pujol v cols. {(1985) encuentran que pasados 5 minutos de la
perfusién intracoclear de 1 nM de AK en ratas de 6 dias de vida
toda la regidén bajo las CCIs se haya lesionada y ademés
observan el mismoc tipo de dafio bajeo las CCEs. Estos autores
concluyen gque sus datos muestran la presencia de receptores
sensibles al AK en las dendritas de las fibras tipc I gue en
esa edad postnatal inervan las CCis y, probablemente, envian
colateraies hacia las CCEs que luego serdn sustituidas en gran
parte por las fibras del sistema eferente medial (Lencir vy
cecls., 1980a vy b). No obstante, estos autores también
cbservaron la presencia de fibras aferentes tipo II gue no
resultaron dafadas.

En los estudios de Gil-Loyzaga y Pujol (19%0a y b) se
muestra la presencia de fibras sensibles al AK, pasados 10
minutos después de su administracién, en estadio muy tempranos
del desarrclle, el dia 17 gestacional y el dia 1 PN. Ademas,
demuestran la toxicidad del BAK en cultives de neuroconas
cocleares desarrclladas a partir de células obtenidas de
embriones de 18 dias de gestacidén y mantenidas en cultivo
durante 7 dias (Gil-Loyzaga y Pujol, 1990b). En un trabajo mas
extenso {(Gil-Loyzaga vy Pujol, 1%%0a) estos autores concluyen,
primero, que el sitio de accién del AK en la cbclea es
presindptico vy estd presente en las fibras tipo I en embriones
de 17 dias de gestacidn ya gue no existe elemento presinaptico
diferenciado (células ciliadas) en estadios tan ftempranos v,
ademéds estos receptores se encuentran distribuidos por toda la
fibra no recubierta de c¢éapsula mielinica; y segundo gque en
ratas de 1 dia de vida el sistema aferente radial conecta tanto
con las CCIs come con las CCEs. Estos estudios, limitados a

periodos mnuy concretos del desarrcllo nos indican gque las
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fibras aferentes del sistema radial poseen, en los estadios
estudiadeos, receptores glutamatérgicos pero no aportan datos
acerca de la posible reestructuracién en cuanto a tipo © numero
de receptores durante el desarrollc en dichas fibras.

Por otro lado, el método utilizade por Janssen (Janssen y
cols., 1991 vy Janssen, 1992) con administracidn intraperitoneal
de GMS durante todo el periode de desarrollo coclear (desde el
dia 2 al dia 9% PN) vy estudio de los efecteos en el animal
aduito, adclece de la misma critica, ya que no es posible
separar 1los, probablemente, diferentes efectos neurotdxicos
acaecidos en las distintas etapas del desarrollo coclear. Sin
embargo, las caracteristicas fundamentales {en c¢uanto al
neurotdxice utilizado, via de administracidn e inyeccilones
diarias) se aproximan much¢ a la metodologla usada por nosotros
por lo que expondremos Vv discutiremos mads ampliamente sus
resultades, comparandolos con los obtenidos en este trabajo. La
toxicidad del GMS, administrado intraperitonealmente durante el
desarrollo, scbre 4&reas especificas del sistema nervioso
central ha sido demostrada en multitud de trabajos {Chambille vy
Serviere, 1993; Lucas y Newhouse, 1957; Olney, 1969;.

No obstante, no es hasta 1991 cuande Janssen vy cols.
demuestran su toxicidad en la cébcliea. En este trabajo, usando
técnicas electrofisioldgicas (PEATC) observan un aumento del
umbral de audicién para altas frecuencias (maycr de 8 KHz), vy
un aumento de la latencia y una disminucién de la amplitud de
todas las ondas del PEATC provocado por clicks de 90 dB de
intensidad en los animales tratados. Ademads en el estudio
morfoldgico cobservan en los animales tratados un érgano de
Corti normal en todo exceptc en el numero, didmetro y densidad

de las neuronas ganglionares. La pérdida de estas neuronas es
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mayocr en las espiras basales (del 40 al 60% respecto al
control} gue en las espiras apicales (80-90% respecto al
control) .

En la discusién de sus resultados (Janssen y cols., 1991)
subrayan el parecido existente entre la elevacidn del umbral de
audiciédn encontrade por ellos y el obtenido mediante trauma
acustico vy presbiacusia, acentuando la preservacidén de las
células ciliacas internas aungue hayan perdide un gran
porcentaje de sus aferencias, fenémenco también encontradoc en
casos de ataxia de Friedreich (Spoendlin, 1974), una enfermedad
neurodegenerativa. Dentro de esta linea, descartan la semejanza
con la ototoxicidad producida por antibidticos aminoglucédsidos
debide tanto al estadic en el que es posible producir esta
ototoxicidad, a partir del dia 10 PN {cuandc la sinaptogénesis
coclear ha c¢oncluido), como a las células afectadas
(principalmente las células ciliadas externas).

Por otra parte, apunta dos posibles fendmenos ontogenétices
para explicar 1la correlacidén existente entre el gradiente
neurotdxicc (base-apex) debido a la administracién de GMS y el
gradiente de desarrollo coclear, donde la sinaptogénesis
comienza en la parte basal y termina en la apical ({(Lencir y
cols., 1880a vy by, El oprimero es la posibilidad de
neurctoxicidad acumulativa y puesto que las espiras basales se
desarrcllan antes, la presencia de receptores funcionales en
las fibras que inervan estas espiras es mayor en el tiempo que
la presencia de receptores en las fibras gue inervan las
esplras aplcales, estando por tanto més tiempo expuestos a la
accién neurotdxica del GMS. El segundc hace referencia a
caracteristicas de la inervacidén glutamatérgica expresada

unicamente en periodos concretos del desarrollo. Entre estas
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caracteristicas incluyen la mayor presencia de determinados
subtipos de receptores asi como ei desarrcllc de los sistemas
de recaptacidén de GLU,

Por otra parte también hacen alusién a dos caracteristicas
morfoldgicas de las neuronas ganglionares que no presentaron un
gradiente a lo largo de las espiras cocleares, es decir, el
tamafio y la densidad celular. El mayor tamafio de estas neuronas
fue evidente en los animales estudiados a la edad de Z2Z2 dias
pero no en aguelles registrados a los 105 dias de vida. A la
vista de estos datos, los autores sugieren que en 1los animales
tratados las neurconas ganglionares alcanzan la madurez antes
que en los animales controles, pudiendo estc reflejar los
efectos estimuiantes del crecimiento debidos ai GLU o, por otra
parte, ser un mecanismo compensatorio ante la reduccidén del
numerc de neurconas ganglionares,

En un trabejoc posteriocor, Janssen (1992), se demuestra que
la neurotoxicidad debida el GMS es parcialmente bloqueada por
dos antagonistas de receptores de GLU, uno de amplic espectro,
el acido kinurénico, y otrc especifico de los receptores NMDA,
el MK-801. Adem&s, obtienen un aumento del umbral de audicidn
en los animales tratados solamente con los antagenistas. Estos
resultades les conducen a sugerir la presencia de receptores
NMDA en la neuronas ganglionares de la céclea en desarrollo, vy,
ademéas, debide a la toxicidad de los antagonistasg, la
eXlstencia de complejos mecanismos de regulacidén de receptores
a través de todo el proceso de desarrollo coclear estudiado
(del dia 2 al 9 PN).

Antes de discutir nuestros resuitados con relacidén a los ya

expuestos, <Creemos conveniente expcener las razchnes Jgue nos
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llevaron a elegir tanto los periodos de administracidn como las
dosis de neurotdxico utilizadas en cada periodo.

Teniendo en cuenta gque los principales pericdos del
desarrcllo de la audicidn en la rata son (Lenoir y cols., 198Ca
Yy b):

1. Estadio de maduracién sinadptica aferente: dias 1 al 4
PN.

2.- Estadio de la maduracidn sinéptica eferente: dias 6 al
9 PN.

3.- Comienzo del registro de potenciales evocades
auditivos: dias 2 al 12 PN.

4.- Registro de potenciales evocados auditivos con
caracteristicas adultas: dias 15 al 18 PN.

Consideramos opeortuno para nuestros objetivos estudliar los
tres primeros periocdos, mientras que el cuarto se encuentran
ampliamente desarrollado en el primer apartado, correspondiente
a animales adultos de este trabajo.

La eleccidn de dos dosis (4 v 2 gramos de GMS por kilo de
pese) distintas de neurotdéxice y su administracidn durante 1,
2, 3 u 8 dias se fundamenta en la idea de que se necesita una
presencia de GMS en concentraciones muy altas o durante mucho
tiempo para gue pueda ejercer sus caracteristicas neurotdxicas.
De hecho Janssen y cols., en su primer trabajo (1991) emplean
una dosis de 4 mg por gramo de peso administradas durante 8
dias consecutivos, mientras que en el segundoe {Janssen, 1992)
llegan a la conclusidén que es suficiente con 2 mg por gramo de
peso para producir los mismos efectos excitotédxicos.

Por este motivo, elegimos una dosis muy alta (4dmg por gramo
de pesc) y una administracidn dnica para cobservar los efectos

del neurotdéxice en los dias més sefialadeos del desarrolle
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ontogeénico, mientras gue uUsames 2mg por  gramo de peso
administrados durante 2, 3 u 8 dias consecutivos para estudiar
la toxicidad del GMS durante tode el desarrollo (8 dias) y
durante los ©pericdcs més significativos del desarrollo
sindptico (administracién durante 2 y 3 dias consecutivos en

los periodos comprendidos entre los dias 2 v 6, 6y 9, 9 y 12}.

B.2. Administracidn Gnica

La administracidédn de 4mg de GMS per gram¢ de pesco en 1os
dias méas significativeos del desarrollo coclear (dias 2, 6, 9 y
15 PN) produjo efectos diferentes, dependiendoe del dia de
administracién (tabla 13 y figuras 37, 38 y 39). Asi, se pudo
comprobar tante a nivel fisiolégico como a nivel morfelégico la
carencia de efectos en las c¢dcleas del grupo V (dia 15 PN)
(tablas VI y 6; figuras 16, 17 y 18), Esta ausencia de efectos
puede ser debida a la funcicnalidad de mecanismos gue impiden
la concentracidn de GLU en el sistema nervioso. Esta eficacia
es debida, por una parte al desarrollo de la capacidad del
epitelio intestinal vy del higado para transaminar los
aminocdcidos {Windmueller vy Spaeth, 1980}. Por otra parte,
también estaria implicade el desarrollo de los mecanismos de
aclaramiento de neurotransmisor en la cbéclea. Ademas, podria
tener especial relevancia la no expresién de determinados
subtipos de receptor de GLU, en concreto los receptores NMDA,
en determinados tipcos de fibras aferentes, en concreto las
fibras de alta frecuencia de descarga.

Por el contrario, la administracidén de una dosis tuUnica de
GMS en los dias 2, 6 y 9 PN (grupos 1I, III vy 1V,
respectivamente) causd efectos observables tanto a nivel

fisiclégico come morfoldgico. Aungque los tres grupos mostraron
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en general un aumento de la latencia, una disminucidén de la
amplitud, un aumento del umbral de audicidn, y pérdida de
neuronas ganglicnares en espiras basales; estos efectos fueron
diferentes en los tres grupos.

En la figura 37 que muestra los valores medios de la
latencia podemos observar que se produce un aumento de esta en
los tres grupos aludidos, con una gradacidn en cuanto a la
frecuencia. S$in embargc, el grupo II mostrd un comportamiento
mas homogénec vy estadisticamente més significative, en
intensidades medias y altas, respecto al control (tabla III)
que los grupos 111 y IV. Ademas las latencias obtenidas en las
cbcleas pertenecientes al grupo Ii1 presentaron mencr
variabilidad que las del grupo IV (tablas IV y V), siendc los
vaiores significativos en altas intensidades para el grupo III,
mientras que para el grupo IV las intensidades medias fueron
las estadisticamente significativas.

La figura 38, donde se representan las amplitudes de los
cuatro grupos gque rec¢ibieron una administracidn Unica de GMS,
muestra que los valores medics de las amplitudes fueron muy
semejantes para los grupos 1I, III y IV. No obstante, mientras
gque en el grupc II v II1I1 los vaiores de intensidades altas y
medias fueron estadisticamente significativos, en el grupo IV
los efectos del tratamiento fuercon més variables.

Con respecto al umbral de audicién (tabla 13 y figura 39)
2]l aumento en 16 KHz fue una constante en los tres grupos, pero
en el grupo III también se ven afectadas significativamente las
frecuencias de 8 y 4 KHz, mientras que en el grupo II, es la
frecuencia de 8 Khz la que también es estadisticamente
significativa. En el grupo IV sdéio es significativo el umbral

para 16 KHz v c¢on la probabilidad mas baja (p<G,5).
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El anélisis morfolédgico de las c¢dcleas corroboré 1os
resultadeos fisioldgicos puesto gue las pertenecientes al grupo
V no se diferenciaron en nada respecto a las cbcleas control,
mientras que se pudo observar que la pérdida neuronal acaecida
en las cécleas de los grupo 11, IIT y IV seguia una pauta de
disminucién segin avanzaba el desarrollo ontogénice coclear.
Mientras gque en el grupo I1I y III la lesién abarcd las espiras
basales y medias, en el grupo IV sélo se observd lesidédn en la
espira basal. Lo cual esta en concordancia con la hipdtesis de
un desarrcllo coclear donde la regidén basal es la encargada de
codificar las frecuencias audiblies (graves) en los primeros
estadios del desarrollo vy segGn avanza este, codifica
frecuencias cada vez mas agudas (Rubel y Ryals, 1983).

Por leo tanto, vy a la vista de estos resultados, podemos
concluir que la presencia de elevadas concentraciones de GLU en
dias puntuaies del desarrcollo coclear (dias 2, 6 y 2 PN)
conduce a la pérdida de neuronas del ganglio espirai.

De la misma forma que en animales adultes, donde se ha
demostrado la presencia de receptores AMPA/AK, que 5e
presentarian con una mayor densidad en las fibras que informan
scbre el inicio del estimulc, y NMDA, siendo las fibras que
informan scbre la intensidad del estimulc las que presentarian
una mayor densidad de este tipo de receptores; la presencia de
estos dos tipcs de receptores también ha sido demostrada en
animales en desarrolle (Gil-Loyzaga y Pujol, 199%Ca y b
Janssen, 1292; Pujel, 1885)., Por lo tanto la presencia de
elevadas concentraciones de GLU afectaria a ambos tipos de
receptores tanto en edad adulta como en el desarrollo.

5i, tal y com¢c hemos indicado mas arriba, el parametro de

latencia del potencial de accién compuesto del nervio coclear
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nos indica la actividad sincrénica de las fibras con alta
densidad de receptores AMPA/AK, mientras que el parametro de
amplitud alude a las fibras c¢on mayor presencia de receptores
NMDA; las diferencias encontradas en la comparacidén de estos
paradmetrogs nos 1indican una presencia o sensibilidad distinta
segun el momento del tratamiento.

Asi, el aumento homogéneo de la latencia obtenido en todos
los registros de las c¢docleas del grupo II nos indica gue en el
dia 2 PN las fibras gque se encargan de la latencia son muy
sensibles al efectc neurotdxicoe del GLU vy esto podria ser
dekido & que en este momento del desarroilo exXpresan una mayor
cantidad de receptores NMDA que los que expresaran en estado
adulto. Esta hipbtesis Se enmarca en la necesidades
neurotrdficas de las fibras que en ese momento del desarrollo
se encuentran en el estadioc de formacidén de las sinapsis con
las CClis. De otro lado, no se puede descartar la presencia de
otros tipos de receptores, los metabotrépices, a 1os gque no
hacemos referencia por no existir en la bibliografia estudios
referentes a su presencia en la céclea en desarrollo y muy
escasos en la cbdclea adulta (Wenthold, 1994).

De igual forma, 1los resultados de la latencia en los grupos
ITT y IV, nos indican gque la posible mayor densidad de
receptores NMDA en las fibras encargadas de informar sobre el
inicio del estimuio podria mantenerse a lo largo del
desarrolle, aungque la mayor variabilidad de estos resultados
nos sugiere una menor sensibilidad, respecto al pericde de
desarrollc ontogénico, de estas fibras ante la presencia del
GLU en los dias © y 9 PN.

Con respecto al parémetro de amplitud del potencial de

acclidén compueste del nervio octavo, la figura 38 nos muestra
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que disminuye significativamente en los grupos II, III y IV,
mientras aque 1os valores del grupc V son semejantes a los
valores obtenidos en el grupo control. En esta figura resulta
llamativa la semejanza deil efecto obtenido en los grupos II,
II1 yv IV a la frecuencia de 16 KHz, aunque ya se hace patente
la mayor variabilidad de los resultados obtenidos en los grupos
IIL vy IV. Esta wvariabilidad queda mejor reflejada en las
graficas correspondientes a 12 y 8 KHz.

Estos datos nos suglieren que el efecto neurotéxico del GLU
es més intenso en las espiras basales de la cbdHclea, las cuales
codifican para altas frecuencias, mientras que en las espiras
medias y apicales el GLU tiene un efecto mencor, lo gue estd en
concordancia con los resultados aportados por Janssen y cols.
{1921). No obstante, nuestros datos nos permiten hipotetizar
que este efecto neurotdxico es més efectivo en la primera etapa
del desarrolle, grupo 11, que en los sucesivos periodos
ontogénicos, grupos II1 y IV.

La accldén del GLU, en concentraciones téxicas, sobre las
fibras aferentes da lugar primero a una despolarizacidén debido
a la unién a los receptores BAMPA/AK, que se continda con una
entrada excesiva de iones Ca2t a través de 108 receptores NMDA
cuyo canal ha sido desblogueado por la separacidén de los iones
Mg2t a consecuencia del cambio en la polaridad de la membrana
celular. Esta hipdtesis neurotdéxica puede ser el mecanisme de
accidédn subyacente a los resultados obtenidos en los grupes, 1I,
IITI v IV. Sin embarge, la expresién de cantidades superiores de
receptores NMDA a lo largo de toda la espira coclear en la
primera etapa del desarrollc ontogénico, grupo II, puede ser la
causa de lcos efectos mas acusados encontrados en este grupo

respecte de los grupos III y IV. Ademéds, la similitud en los
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efectos encontrados en la frecuencia de 16 KHz en todos los
grupos nos permite hipotetizar una presencia mas duradera en el
tiempe de los receptores tipo NMDA en las fibras que inervan la
parte basal coclear ¢ ademds, una accién més especifica del GLU
en las espiras basales, debida a una menor eficacia de los
sistemas de recaptacidn. Estas sugerencias se encuentran
avaladas por los resultados en l1los animales adultos, donde el
efecto del GLU es mayor en las espiras basales.

En consecuencia de lo expuesto podemos afirmar gque las
fibras gque informan sobre la amplitud, v gque se piensa gue
poseen maycr numero de receptores NMDA, son las més sensibles
al efecto neurotdxico del GLU.

Con respecto a los umbrales obtenidos (takla 13 y figura
39} se puede observar gque los datos obtenidos en 16 KHz
reflejan un aumento del mismo para todos los grupos, excepto el
grupo V. Para las otras frecuencias este aumento es5 menos
patente en todos los grupos. Estos datos concuerdan con los
chrenides por Janssen v cols. (1221) que observan un aumento
del wumbral sélo para los frecuencias de 16 KHz o mayores. El
significade fisioclégice de estos datos pone en evidencia la
existencia de fendmenos gque hacen que la toxicidad del GLU sea
maés efectiva en altas frecuencias y, por otra parte representan
un datc a faveor de la presencia de varias subpcblaciones de
fibras aferentes tipo I, alguna de 1las cuales es nmuy poco
sensible a la neurotoxicidad del GLU.

El analisis morfoldgico de las cdcleas pertenecientes a
estos grupos pusc en evidencia que las constituyentes del grupo
V fueron semejantes a las cdcleas control, mientras que en 1os
Otros grupos se observd una disminucidn del nimerc de neuronas

ganglionares. Este decremento fue mas patente en el grupc II,
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donde tcodos las cbcleas estuvieran afectadas, con carencia

neuronas tanto en espiras apicales como medias. Sin embargo,

en todas las coécleas pertenecientes al grupc III y 1V

observd igqual afectacidn,

espliras basales.

encontrandose la lesidn sobre todo

de
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se
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Tabla 13: Comparacién de ias medias de los umbrales obtenidos en los animales control frente a los obtenidos
en los grupos gque recibieron una séla administracion de GMS: grupos il L, IVy V

CONTROL GRUPO I GRUPO Il GRUPO IV GRUPO V
FRECUENCIA [N X DE N X DS PIN X DS PN X DS PN X Ds P
16 KHz 28 2050 0,58 |10 30,40 0,97 ™ 8 3675 071 |**}4 3050 191] * {4 2875 0,96 NS
12 KHz 26 18,38 05010 1860 0,70 INS|8 18,75 0B [NSf4 18,25 G50 [NS[4 1825 0,50 [NS
4
4

8 KHz 26 964 07810 10,30 067 ™ 168 1063 052) ™ |4 1025 G50 [NS 925 050|NS
4 KHz 28 196 09610 220 079 NS{8 275 071 * 14 200 Q0C|NS 125 0,50 |NS

KHz= Kilohercios, N= nimere de cidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probabilidad respecto al contro! (NS= no significativa; * < 0,5, ** < 0.01; "™ < 0,001).
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B.3. Administracidén a partir del dia 2 PN

En este apartado comparamos los efectos de la
administracién de sucesivas dosis de GMS inyectadas a partir
del dia 2 PN (figuras 40, 41 vy 42; y tabla 14}, agqul se incluye
por tanto el grupo II (4mg de GMS en el dia 2 PN), grupe VI
(2mg de GMS en los dias 2 y 3 PN), grupe VII (2mg de GMS en los
dias 2, 3 vy 4 PN) y grupo VIII (2 mg de GMS durante los dias 2
al 2 PN).

Como hemos expresado més arriba, uno de los cobjetives de
este estudio fue comparar los efectos del GMS administrado en
distintas dosls y distintos periocdos de tiempo. En ia figura 40
se muestran las medias de las latencias de los grupos citados
mas arriba vy podemos observar gque las cbtenidas en el grupo
VII1 son equiparables a las del grupo VII, a excepcién de las
altas intensidades en las frecuencias de 16 y 12 KHz, por lo
que podemos conclulr que el efecto del GMS sobre la latencia es
casi idéntico si se administra a la misma dosis durante tres
dias del periodo de sinaptogénesis entre las fibras aferentes
tipo I gue s1 se inyecta durante todo el periodo ontogénico.
Esta semejanza es mas notable en altas frecuenclas (16 y 12
KHz), mientras que en las frecuencias medias las diferencias
entre estos dos grupcs respecto al control se atendan. Ademas,
debemos llamar la atencidn sobre el brusco cambic de pendiente
al pasar de altas a medias intensidades en las altas
frecuencias observable en el grupo VIII, este hecho se
corresponde con la observacién morfoldgica de algunas neurocnas
ganglicnares en las espiras basales de las cbcleas de este
grupo. Lo gue representaria una mayor resistencia al efecto
neurotdxico de algunas neuronas con alto umbral de

estimulacidén.
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Por otrce lado, también se hace patente la gradaciom de
neurotoxicidad obtenida en cuanto a la latencla, mlentras Jue
los resultadeos procedentes de los animales gue recibieron dos
administraciones de 2mg de GMS durante los dias 2 v 3 PN no se
diferenciaron de los controles, si1 1lg hicleron 1os gue
recibieron una dosis mayor aungue en un so6lo dia, grupo II, vy
en nmucho mayor grado los que recibieron tres administracicnes
sucesivas en los dias 2, 3 y 4 &l igual que 1los que fueron
tratados durante 8 dias seguidos.

En la figura 41 se muestra el mismo compecrtamiento, en
cuanto a la disminucién de la amplitud para los grupes II, VI y
VII, mientras que en el grupo VIII esta disminucidn en amplitud
fue muchc mayor. Estos resultados, la semejanza entre las
medias de los grupos que recibieron 4dmg de GMS durante un dia y
los que fueron tratados con Z2rng de GMS durante 1los dias 2 y 3 o
2, 3 y 4, =se afiaden a la hipdtesis de gue existe una
subpoblacidn de fibras aferentes mas sensible a la
neurotoxicidad; es decir, las gque informan sobre la intensidad
del sonido y con un alto porcentaie de receptores NMDA en su
membrana c¢elular. Por otro lade el mayer decremento en la
amplitud del grupo VIII nos indica que la mayor duracién del
tratamientc implica una disminucién de mayor numero de
neuronas, y por tanto de una gradacidén de las fibras aferentes
en cuantc a su sensibilidad ante la neurotoxicidad y por ende
en una distinta densidad de los distinto tipos de receptores
GLU.

A este respecto debemos afladir que, en contra de 1o
esperadc, los resultados de amplitud del grupo VII presentaron
una mayor desviacidn estandard, lo gque nos sugiere que ante un

tratamiente con GMS de corta duracidn se pueden dar fendmenos
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de compensacién entre los parémetros de latencia y amplitud. Es
decir, el retardo en la percepcidén del sonido ({latencia) es
compensado con una mayor discriminacidén del mismo ({(amplitud).

Con respecto al umbral de audicidén {tabla 14 y figura 42)
se pudo observar un aumento del mismo en todos los grupos en la
frecuencia de 16 KHz, aungue no fue significative para el grupo
VII. Este aumento fue muy patente en el grupo VIII en 16 KHz e
incluso en 12 Kilz, sin embargo en los otros grupes nc se hizo
significative en las frecuencias 12 KHz o inferijiores. Estos
resultades estén en concordancia con los obtenideos por Janssen
y cols. {1991).

El andiisis morfoldgico de todas las cdcleas del grupo VIII
reveld una pérdida muy acusada de las neuronas del ganglio
espiral en las espiras basales, ademas las células que se
conservaron presentaron una distribucidn mayoritaria en el Aarea
de la rampa vestibular con escasas células en el &area de la
rampa timpanica. Estas neuronas podria pertenecer a una
subpoblacidn de fibras aferentes con alto umbral vy alta
frecuencia de descarga pero ccn una distribucidén sinaptica en
la zona de los pllares internos de las CCIs (Leake vy cols.,
1993), 1lo que estaria en concordancia con el cambic brusce de
la pendiente en la curva de la latencia. La pérdida celular fue

menos patente en los grupos II, VI y VII.
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Tabla 14: Comparaclon de las medias de los umbrales obtenidos en los animales control frente a los obtenidos
en los grupos que comenzaron el tratamiento con GMS el dia 2 PN: grupos |, Vi, Vit y Ml

CONTROL GRUPQ I GRUPO VI GRUPO Vi GRUPQ VIIi
FRECUENCIA |N X DS |N X P8 PN X DS PN X DS PIN X Ds P
16 KHz 26 2950 058110 30,40 0,97 ™ §6 3050 084 = |4 3025 126 |NS}j6 3283 232"
12 KHz 28 18,39 050 ({10 1860 070 |NS|6 1883 098 |NS|4 1850 1,00 {NSE6 1917 075 *
B KHz 28 964 07810 1030 0671 * |6 1017 098 NS}4 1025 1,50 [NSi6 10,17 0,98 |NS
4 KHz 28 1,66 096110 220 079|N5]6 217 D75iNS]4 275 DBG|NS|6 250 0,55|NS

KHz= Kilohercios, N= nimerc de oidos, X= media, DS= desviacion standard
P= probabiiidad respecto at control (NS= no significativa; * < 0.5; ™ < 0,01; *** < 0,001).
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B.4, Administracidn a partir del dia 6 PN

En este apartado comparamos los afectos de la
administracién de sucesivas dosis de GMS inyectadas a partir
del dia ¢ PN (figuras 43, 44 y 45, tabla 15}, aqui se incluye
por tanto el grupo III {4mg de GMS en el dia © PN}, grupo IX
(2mg de GMS en los dias 6 y 7 PN) y grupo X (2mg de GMS en los
dias &, 7 y 8 PN).

Al igual gue en el anterior apartado, el comportamiento de
la latencia fue gradual sequn el tratamiento. Asi, los animales
del grupo IX presentaron una latencia que no se diferencié de
la control, mientras gque en los del grupo X, tratadoes durante
fres dias con GMS, se obtuvo el mayor aumento; y en los
animales del grupo 111, este aumentce fue intermedio (figura
43). De 1guai forma, las diferencias entre los grupos
disminuyeron en las frecuencias més bajas (8 v 4 KHzj.

En las amplitudes (figura 44) también se puede observar una
gradacién de los efectos neurotdxices del GLU. El més afectado
fue el grupo X, seguido por el 1II vy el IX.

El aumento del umbral de audicidn se produjo solamente para
los grupos I1I para 16, 8§ y 4 KHz y X para la frecuencia de 16
KHz {(tabla 15 y figura 45).

El anadlisis morfoldégico reveld la pérdida de neuronas
ganglionares en las espiras basales de la céclea y también se
pudo percibir una posible gradacién del dafic, siendo mayor para
el grupo X, seguido del IITI y por ultimo en el grupo 1IX, donde
la pérdida celular fue discreta.

Estos resultados indican también la presencia de wvarios
subgrupos de fibras aferentes. Uno de ellcos, con alta densidad
de recephtores NMDA muy sensible al efecto neurctéxico del GLU,

otro con alta densidad de receptores AMPA/AK y gque pudieran
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seguir expresando en este momentce del desarrcllc receptores
NMDA. Y por ultimo un subgrupo de fibras con poca sensibilidad
a los efectos neurotéxicos del GLU, gque podrian estar incluidas
entre las fibras no lesionadas descritas por Pujol y cols. en
1985.

Por otro ladec también se puede observar gque mientras que en
los grupes 11, VI y VIII el decremento de la amplitud es muy
semejante, los resultados de las amplitudes cbtenidas en los
grupos III, IX y X presentan un gradacién muy acusada. Esto
puede sugerir gque en el periodo de desarrclic de las sinapsis
aferentes de las CCIs las fibras presentan una menor diferencia
entre ellas, respecto a la densidad de receptores; mientras que
en el periodo de desarrollo de la ilnervacidon de las CCEs, las
fibras gque hacen sinapsis con las CCIls presentan ya una

segregacidon en cuanto a la densidad de receptores.
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Tabla 15: Comparacion de las medias de los umbrales obtenidos en los animales contro!

frente a los obtenidos en los grupos gque comenzaron el tratamiento con GMS e! dia 6 PN:
grupos M, IXy X

CONTROL GRUPO Itl GRUPOQ X GRUPO X
FRECUENCIA IN X DS JIN X DS PIN X DS PJIN X D§ P

16 KHz 28 29,50 0,58 | 8 30,75 0,711 ™ |4 30,00 0,00 [NS|10 30,60 0,52~
12 KHz 28 18,39 0,508 18,75 0,89 |NS}4 18,50 0,58 [NS|10 18,20 0,42 [NS
8 KHz 28 964 (07818 1063 052 ™ |4 10,25 0,96 |[NS|10 9,50 0,53 NS
8

4 KHz 28 1,86 096 275 071{ " 14 200 082[NS|10 1,70 0,82 NS

KHz= Kiiohercios, N= nimero de oidos, X= media, DS= desviacidon standard
P= probabiiidad respecto al controf (NS= no significativa; * < 0,5; ™ < 0,01; ** < 0,001).
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B.5. Administracié4n a partir del dia 9 PN

En este apartado comparamos los efectos de la
administracién de sucesivas dosis de GMS inyectadas a partir
dei dia 9 PN (figuras 46, 47 y 48 y tabla 16), agui se incluye
por tanto el grupo IV {4mg de GMS en el dia 9 PN} y el grupc XI
{2mg de GMS en los dias 11, 12 v 13 PN).

El compertamiento de la latencia en estos dos grupos fue
completamente distinto, mientras que el grupo IV fue por 1o
general mayor gJque la contrei, en el grupec XI las latencias
fueron inclusc mencres a las control (figura 46). Ademis, las
latencias obtenidas en el grupo XI presentarcn una desviacién
estandard muy alta, y en ia frecuencia de 16 KHz los valores
préximos al umbral fueron menores a los valores contrcl. Todo
ello, junto a la observacidn morfoldgica de las cbdeleas de este
grupo, donde sélo se aprecia pérdida neuronal muy relevante en
una de ellas; nos lleva a sugerir gque los efectos neurotédxicos
del GLU administrado intraperitonealmente durante el desarrollo
se hacen menos patentes en este estadio (dia 9 PN). Esta
pérdida de la efectividad neurctdxXica puede ser debida a la
conjuncién de factores que ya hemos comentade.

En la figura 47 podemos observar que &n 1los dos grupos se
produio disminucidén de la amplitud del potencial de accién
compuesto del nervio coclear. Este decremento presentd una
tendencia contraria a la observada en los apartados anteriores,
es decir, el grupo XI c¢on un tratamientc de tres dias mostré
unas amplitudes mayores a las observadas en el grupo IV.

Con respecto a los umbrales (tabla 16 y figura 48), en los
dos grupos se observd un aumento significativo en la frecuencia

de 1¢ KHz.
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La observacidén microscdpica de las cébcleas pertenecientes a
estos dos grupcs reveld una ausencia de lesiones en el ganglio
espiral coclear, a excepcidn de unas pequeflas pérdidas de
neuronas en ia espira basal.

Estos datos nos sugieren que alrededor del dia 2 PN en la
cbclea se ha completado la segregacidn de las fibras tipo I en
varios subgrupcs con distinta distribucidén vy densidad de los
dos principales subtipos de receptor de GLU {AMPA/RAK y NMDA).
Un subgrupo de fibras tipo I con poca expresién de receptores
NMDA, aita frecuencia de descarga espontanea y bajc umbral de
estimulacion, situada su sinapsis en la zona de los pilares
interncs bajo las CCIs y su cuerpo neurcnal cercano a la rampa
vestibular y encargadoe de la latencia y con un sensibilidad
escasa ante los fendmenos neurotdédxicos. 0tro c¢on muchos
receptores NMDA, baja frecuencia de descarga espontanea y alto
umbral de estimulacién, cuya sinapsis estd situada en la zona
modiclar baijc las CCIs y el cuerpc celular en la zona de la
rampa timpanica, principal encargade de la amplitud del
potencial de accidn compuesto auditive. Entre estos dos
subtipos se situarian una gradacidén de fibras con respecto a su
densidad y subtipcs de receptores glutamatérgicos; y ademas se
puede hipotetizar la presencia de otro subtipo insensible a 1la
accidn neurotédxica del GLU, que estaria representado por las
céiulas que se mantienen en el ganglic espiral después del
tratamiento de mayor duracidn. Esta Gltima hipdtesis estaria
respaldada por los resultados de Rueda y cols. (1989) que
obtienen una muerte neurcnal del 40% después de un tratamiento
neurotdxico muy potente con AK y un periodo de supervivencia de

10 o mas dias.
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Tabla 16: Comparacién de las medias de los umbrales obtenidos en
los animales control frente a los obtenidos en los grupos que comenzaron

el tratamiento con GMS a partir del dia 9 PN: grupos IV y Xi

CONTROL GRUPO IV GRUPO X
FRECUENCIA [N X DS[(N X DS P|IN X DS P
16 KHz 28 29,50 0,58] 4 30,50 1,91] - |2 30,50 0,71] *
12 KHz 28 18,39 0,50{ 4 18,25 0,50 {NS|2 18,00 0,00 |NS
8 KHz 28 964 078]4 1025 050 {NS|2 950 0.71{NS
4 KHz 28 1,96 096|4 2,00 000|NS{2 200 141]NS

KHz= Kilohercios, N= nimero de oidos, X= media, DS= desviacién standard
P= probabilidad respecto al control (NS= no significativa; * < 0,5; ** < 0,01; *** < 0,001).

50

@
vl
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s -
SHOUETIIOE

Figura 48: Umbrales (X=D3) del grupo control (i} = 28) frente a los

grupos IV (7770 N~ 4) v XT (], N= 2)



B.6. Efectos clinicos

Dentro de 1os diversos efectos <c¢linicos observados en
nuestros animales, debemos destacar la muerte de 3 animales
durante el tratamientc mas prelongado (grupo VIII), lo que
representa el 50% de la muestra estudiada. En dos de estos
animales fue patente la pérdida de peso corporal antes de la
muerte. En otros grupos de tratamiento También se predujeron
muertes, asi: una rata (16%) en el grupo Il y otra (l6%) en el
grupo X en la que se observd pérdida de peso.

En el trabajo de Janssen y ceols. (1991) no se hace alusidn
a la posible muerte de animales debida a la administracién de
GMS, aungue en un trabajo més reciente (Janssen, 1992) si se
hace referencia a la alta mortalidad encontrada en animales que
recibieron Acido kinurénice (400mg/Kg/dia). Por lo tanto,
podemos suponer gue en su estudioco de la administracién de GMS
durante 8 dias a razdn de 4dmg/g/dia no se produjeron decesos.
Por otro lado, sus condiciones de estabulacidén (reparto del
numero de crias por hembra) difieren de las nuestras donde ias
camadas no fueron separadas de su madre Yy todas ellas
recibieron algun tipo de tratamiento.

3in embargo, en los animales adultos tratados con GMS
{apartade A.) también se pudieron observar decesos debidos al
tratamiente, por lo gue se puede sugerir gue existe una
distinta sensibilidad individual al GMS y las ratas usadas por
nosotros, aungue pertenecientes a ia mnmisma cepa qgue las
utilizadas por Janssen y cols. (1291}, fueran mas sensibles al
tratamiento con GMS. En este marce se puede incluir la
observacidén de convulsiones en uno de los animales, fendmeno

caracteristico de la epilepsia y de hecho la administracién de



221

GMS en animales adultos es un modelo epilépticeo (Beas-Zarate y
cols., 1389).

Otro de los efectos clinicos observados fue el distinto
comportamiento electrofisioldgico de los dos oidos de un mismo
animal tratado con GMS durante el desarrollo (dos animales
pertenecientes a los grupcs V y X). Aundue en los animales
controles se pudiercn chservar pequefias diferencias entre ambhos
oidos, lo normal fue que unc de ellos presentara menor latencia
y mayor amplitud que el otro oideo. Sin embargo, en estos dos
animales los dos o¢idos presentaron unas diferencias nuy
marcadas, pudiéndcse afirmar que mientras gque en uno de los
oidos no se logré sefial bioeléctrica en el otro esta sefal
presentd unas caracteristicas anormaies de latencila (elevada) y
amplitud {elevada). Ademads, estos datos electrofisioldgicos
fueron después avalados por el analisis microscépico de 1las
cécleas. En las cbeleas donde no se recogid sefial fisioldgica,
el canal de Rosenthal se encontraba vacio de neuronas, mientras
gque en las cbdcleas en las que si se registrd sefal, el ganglio
aspiral coclear presentaba una morfologia casi normal, aungue
se observaron espacios vacies en las espiras basales.

Con respecto a estas chservaciones se pueden sugerir varias
interpretaciones. Una de ellas es la pesibilidad de que en
estos animales la llegada del GMS por via sistémica a una de
las cdcleas y/o el sistema de recaptacidn y aclaramiento de
neurotransmisor de la otra estuvieran parcialmente blogueados.
Por lo tanto la cbdclea més irrigada o con menotr efectividad del
mecanismo de aclaramiento estaria mucho mé&s afectada. Sin
embarge, el incremento en 1la latencia, v la escasa pérdida
neurcnal nos sefialan que si hubo afectacidn en la cbclea menos

dafiada y ademas gque se produlo un fendmeno de compensacidn ya
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gue aungue la llegada de la informacién sonora estaba afectada,
esta informacidn era muy ciara (elevada amplitud). No obstante,

estas hipétesis no se pueden compaginar con la idea de que la

poblacidn con alta densidad de receptores NMDA, la gue se ocupa

de la amplitud, es la mds afectada en todos los tratamientos.
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C. IMPLICACIONES EN LA CLINICA HUMANA

Aungue las principaleé implicaciones clinicas, es decir: la
hipoxia-isgquemia, trauma acustico y presbhilacusia han sido
tratadas ampliamente en el apartado A.5. creemos conveniente
recalcar en este epigrafe que se postula que todos los
mecanismos alli expuestos son generalmente validos tanto en
estadc adulte como en la ontogenia.

Sin embargo hay que tener en cuenta gue en 21 hombre, el
sistema nervioso del recién naclido y concretamente la céclea
{Lavigne-Rebillard vy cols., 1985; Lavigne-Rebillard vy Puicl,
1986, 1987, 1988 y 1290; Pujol y Lavigne-Rebillard, 1985) se
encuentra en una fase de diferenciacidén mucho mas avanzada que
en los roedores Asi, la cbéclea de la rata de 3-4 gemanas
corresponderia a la de un feto humano de seis meses de
gestacién (Lavighe-~Reblllard y cols., 1985; Lavigne-Rebillard y
Pujol, 1986, 1987, 1988 vy 1990; Pujol vy Lavigne-Rebillard,
1985). Ademds se han encontrado egquivalencias entre el
desarrollc del cerebro de un nifie recién nacido c¢on el de una
rata de 12 dias de wvida (Romijn vy c¢ols., 192i). Lo cual
explicaria en parte el hecho de que las crias de primates
parecen ser poco sensibles a los efectos de altas dosis de GLU
{Reynolds v cols., 1971).

No obstante, es sabido que las lesiones de origen hipéxico-
isquémicco en los recién nacidos pueden dejar secuelas en los
procesos de aprendizaije, ademads de conducir a diferentes grados
de sordera gue puede ser mas o0 menos transitoria (Cycowicz vy
cols., 15988; Lépez-Moya, 1986). Por otra parte, se ha
demostrado gque la administracién neocnatal de GMS afecta al
aprendizaje en las ratas (Kubo y cols., 1993). Por estas

razones pensamos dque el modelo utilizado por nosotros es
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aceptable para simular y estudiar los mecanismos que actuan en
la céclea en los procescos hipédxicos-isgquémicos, tantc en

aduitos como durante el desarrollo.
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CONCLUSIONES
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1. La administracidn intraperitoneal de glutamato
monosddico a ratas adultas y durante el desarrcllco afectd
morfolégica v funcionalmente al receptor auditivo. No obstante,
los efectos neurotdxicos presentaron diferentes caracteristicas

en adultos y en animales inmaduros.

2, En los animales adultos la lesién funcional se
caracterizd por una reduccién de la amplitud del potencial de
accidn compuesto del nervio auditive y vacuclizaciones en las
fibras sensoriales aferentes de tipo 1 que contactan con la
zona modiolar de las CCIs. Sin embargo, la latencia del
potencial de accidn compuesto no presentd alteraciones

significativas.

3. Los animales adultos que recibiercn la administracidén de
glutamato meonostdico durante el desarrollo, presentaron una
reduccidn de la amplitud y un incremento de la latencia del
potencial de accidn compuesto del nervic auditive. La lesidn
morfoldgica se caracterizd por una pérdida de fibras nerviosas

aferentes de tipo I y también de neuronas ganglionares.

4. Con respectc a las dosis de glutamato monesédico
utilizadas podemcs concluir que, en nuestros animales, la dosis
de 4mg por gramoc fue la mads neurotdxica. No obstante, los
resultados obtenidos tras la administracién de 2Zmg por gramo de
peso durante tres dias consecutivos fueron similares a los
observados en animales tratados una sbéla vez con 4 mg por gramo
de peso de glutamatc monosdédico. La administracidén de dosis de
2 mg por gramo de pesc durante dos dias consecutiveos preodujo

menos efectos neurotdxicos que la administracidén de la misma
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dosis durante tres dias consecutiveos de donde concluimos que

puede existir una relacidn directa dosis/efecto.

5. Las diferencias de resultados obtenides en relacidn con
el periodo de administracién fueron:

5.a. La administracidn de glutamato monosddico durante el
estadio de maduraciédn sindptica aferente (dias 2 al 4
postnatal) produjc una neurctoxicidad severa con aumento de la
latencia, disminucién de la amplitud e incremento del umbral
del PAC, fundamentalmente en frecuencias agudas. Las lesiones
morfolégicas fueron mayores en las esplras basales y medias.

5.b. La administracidédn de glutamato monosédico durante el
estadico de maduracidén sindptica eferente {dias 6 al 9
postnatal) indujo una neurctoxicidad severa con aumento de la
latencia y disminucién de la amplitud del PAC, inferiores a las
observadas en el estadio previo. Asimismo, se observdé un
aumento del umbral de audicidén en frecuencias agudas gque se
correlacicnd con las mayores lesiones morfoldgicas que
aparecian en espiras basales y medias.

5.¢. La administracidn de glutamato monoséddico durante la
etapa del inicic del registro de los potenciales evocados
auditivos (dias 9 al 12 postnatal) tuvoe come efecto una
discreta neurctoxicidad que no afectdé a la latencia y sdélo
escasamente a la amplitud del PAC vy al umbral de audicién en
las frecuencias agudas. Morfologicamente se apreciaron escasas
lesiones en espiras basales cocleares.

5.d. La administracién de glutamato monostdico durante
todo el periodo ontogénico coclear tuvo como resultado una

neurotoxicidad muy severa que afectd de forma significativa a

todos los parametros estudiados.
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6. Los presentes resultados confirman estudios previos dque
proponen que el glutamato es el principal neurctransmisor
activadeor coclear de la sinapsis aferente primaria. En
concreto, abogan por una segregacién de las fibras aferentes
tipo I segun el numero y densidad de los distinteos subtipos de
receptores glutamatérgicos gque expresen en la edad adulta v,
ademés los datos obtenidos de los animales tratados durante el
desarrollo indican una posible regulacién de la expresidén de

los distintos subtipos de receptores durante esta etapa.

7. E1l glutamatec administrado a dosis elevadas actia como un
neurotdéxico tanto en animales adultos comc en desarrollo. Lo
que aporta nuevas informaciones sobre el posible papel del
glutamatc en la fisiopateclogia de diversos tipos de sordera vy
concretamente en aguellos en los que fenbmenos de hipoxia o
isquemia provogquen alteraciones en la liberacién de glutamato

enddégenc ¢ en su recaptacidn.
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