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La supervivencia de cualquier forma de vida depende del análisis de

información procedente del exterior. Esta capacidad posibilita al organismo

para la detección de cambios ambientales en su hábitat y, a su vez, para

establecer las relaciones intraespecíficas einterespecíficas necesarias para la

supervivencia del individuo. Es por ello que los elementos encargados de

recibir, analizar e interpretar esta gran cantidad de información, los órganos de

los sentidos, son determinantes para la selección natural. Este proceso, a lo

largo de la historia natural, ha hecho que se seleccionen aquellos organismos

que más y mejor reciban e interpreten esas señales externas, induciendo el

desarrollo y la evolución de órganos receptores más o menos especializados

en la captación y análisis de determinadas señales, según los requerimientos

específicos de cada especie.

La necesidad de recopilar la información derivada de una de estas

señales, las vibraciones de las moléculas del medio externo, hace que,

evolutivamente, aparezcan diferentes órganos que facilitan la captación de

estos pequeños cambios de presión. Entre ellos está el receptor auditivo y

otros órganos filogénicamente no homólogos pero si análogos en su

funcionalidad receptora, como son el órgano de Johnston y los órganos

timpánicos de los artrópodos y los órganos de la línea lateral de la mayoría de

los vertebrados acuáticos.

El receptor auditivo como tal, filogénicamente, aparece en los

vertebrados acuáticos a partir del órgano vestibular y alcanza su mayor

expresión morfológica y funcional en los vertebrados terrestres,

particularmente en los mamíferos euterios. En éstos, la audición juega un

papel fundamental para la vida del individuo en la localización, defensa,

orientación espacial y en la comunicación intra e interespecífica. En el hombre,

esta capacidad de comunicación ha dado lugar al lenguaje y con él al

desarrollo y evolución de las diversas culturas históricas.
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EL RECEPTOR AUDITIVO

Generalidades

La audición es la propiedad de captar e interpretar las vibraciones

moleculares del media externo (Gil-Layzaga y Pujol, 1999). Estas vibraciones

de las moléculas del medio constituyen las ondas de presión u ondas sonoras

que se caracterizan mediante el uso de dos variables, la frecuencia (ciclos/sg

o hertzios, Hz) y la intensidad <decibelios, dB), según las cuales los sonidos

serán agudos o graves y débiles o fuertes.

Evolutivamente, cada especie ha adecuado su receptor auditivo para la

captación del espectro frecuencial de sonidos que le son de utilidad para su

supervivencia. Así, en el caso del hombre la cóclea puede percibir sonidos

entre 20 Hz y 20000 Hz, mientras que, por ejemplo, el espectro auditivo del

murciélago va desde 1000 Hz hasta 100.000 Hz, el de las ballenas y los

delfines esta entre 20 Hz y 100.000 Hz y en los roedores desde 500 Hz hasta

50.000 Hz.

La intensidad del sonido se define como la presión ejercida por la onda

sonora en un punto determinado. El nivel de presión sonora (Sound Pressure

Level, SPL) está determinada por una expresión matemática en la que se

relacionan la presión ejercida en un punto por la onda problema (P,<) y la

presión de referencia (pr) = 2*104 dinas/cm2.

Nivel de presión sonora <SPL) =20 log P,, ¡ ~r

La unidad en que se expresa el nivel de presión sonora es el bel (B) y

más corrientemente un submúltiplo de esta unidad, el decibel (dB). El decibel
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es una unidad relativa y dependiente de la escala de medida utilizada, de

manera que utilizando la relación anteriormente expuesta se obtendrá una

medida que se debe expresar en dB (SRL).

En base a 108 datos recopilados de mediciones de la audición en el

hombre con esta escala, utilizando sonidos de distinta frecuencia e intensidad,

se puede obtener una gráfica en la que se puede observar el campo auditivo

del oído humano (Fig. 1) en la que se pueden observar los umbrales de dolor y

de percepción del receptor auditivo.

Como se puede observar en la figura 1, el oído humano no percibe con la

misma sensibilidad los sonidos de las distintas frecuencias del espectro

audible humano. En el caso de las medidas de los niveles de audición humana

se considera el nivel “0 dB” a un sonido de una intensidad apenas perceptible.

Por ello, en este caso se utiliza, frecuentemente, una escala corregida para

cada una de las frecuencias utilizadas en una exploración audiológica. Es la

escala denominada Human Level (HL) y, por lo tanto, los resultados de

intensidad de sonido deben expresarse en dB (HL) (Fig. 2).

Existen otras escalas como la de dB (A) con distintas aplicaciones en

medidas de sonido, como las mediciones de contaminación acústica en

nuestras ciudades.
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Filopenia del receDtor auditivo

El receptor auditivo se forma, en el curso de la evolución, a partir del

órgano vestibular, de manera que se podría decir que la función más antigua

del receptor auditivo es la del mantenimiento del equilibrio (Baird, 1976; Gil-

Carcedo, 1995). La función auditiva se especializa en las formas

evolutivamente más elevadas de vertebrados mientras que la función del

equilibrio básica permanece constante desde los peces hasta el hombre.

La audición, el sentido del oído, está limitado a los insectos y a los

vertebrados (Shepherd, 1985). En ambos casos, se trata de órganos

funcionalmente análogos pero no evolutivamente homólogos, ya que su origen

ontogénico y filogénico no es el mismo.

La mayoría de los invertebrados son sensibles a vibraciones ambientales

de baja frecuencia, como determinados tipos de sonidos, pisadas cercanas,

etc., pero son los insectos los únicos invertebrados que han desarrollado, en el

curso de la evolución, receptores sonoros específicos. Así, tenemos el órgano

de Johnston y los órganos timpánicos.

El órgano de Johnston se sitúa en una pequeña depresión en la base de

las antenas y está formado por un conjunto de células sensoriales alargadas

denominadas sensilios cordotonales cuya deformación, producida por la onda

sonora, inicia la transmisión de la señal auditiva al sistema nervioso central.

Son sensibles a sonidos de bajas frecuencias (hasta 2 kHz).

Los órganos timpánicos son los receptores auditivos más desarrollados

de los insectos y sólo se dan en determinados grupos como los grillos

(Ofthoptera, Gryllldae) y las polillas (Lepidoptera, Noctuoldea). El órgano

timpánico es realmente una modificación del sistema traqueal respiratorio de

los insectos.

En el caso de las polillas (Pérez y Coro, 1984; 1985; 1986; Coro y Pérez,

1987), los órganos timpánicos (Fig. 3), situados a ambos lados del tórax,
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constan de una delgada membrana de cutícula, denominada membrana

timpánica, bajo la cual hay una cavidad aérea, la bulla ampl¡t¡catr¡x, que hace

las veces de caja de resonancia. A la membrana timpánica se anclan las

células sensoriales o sensilios cordotonales, que en este caso están en

número de dos, denominados Aj y A2. Cada uno de ellos responde a los

sonidos de la frecuencia de emisión característica de los sonidos de

ecolocalización de los murciélagos, su principal depredador.

Los vertebrados acuáticos poseen un órgano específico, el órgano de la

línea lateral, que si bien no está capacitado para la recepción sonora, es

análogo al receptor auditivo en su funcionalidad de recepción de ondas de

presión del medio subacuático (Dijkgraat 1963). Está constituido por unos

sistemas de canales debajo de la piel, en los que se localizan las unidades

receptoras o neuromastos constituidos por grupos de células ciliadas, cuyos

cilios están anclados a una estructura denominada cúpula (van Netten y cols.,

1994). Las ondas de presión en el medio acuático inciden sobre la cúpula del

neuromasto (van Netten, 1991), cuyo movimiento se transmite a los cilios de

las células receptoras induciendo la transducción mecano-eléctrica y el

consiguiente potencial de acción que pasará al sistema nervioso central

(Roberts y cols., 1988).

Algunos autores han descrito teorías sobre el origen filogénico del

receptor auditivo situándolo en los órganos de la línea lateral de los

vertebrados acuáticos, en base a las semejanzas en estructura y función

básicas de ambos órganos (Berrilí, 1955; van Bergeíjk, 1967). Este origen,

basado en estudios ontogénicos (Wilson y Mattocks, 1897), sería el resultado

de la migración hacia el interior y la especialización de los elementos del

sistema de la línea lateral. Sin embargo, aún no se dispone de una evidencia

filogénica en el registro fósil para la demostración final de esta teoría <Baird,

1976).
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Tabla 1: Clasificación de los Cordados (t grupo fósil>. Adaptado de Tellería (1991).

En la línea evolutiva del filo Chordata, al que pertenecen los vertebrados,

las primeras evidencias de la existencia de un órgano laberíntico se

encuentran en fósiles de los ostracodermos (Cl. Pterasp¡domorph9, los

primitivos agnatos o peces sin mandíbula, en los que ya se puede observar un

laberinto con dos canales semicirculares bien definidos (Stensio, 1927). En los

cordados evolutivamente más antiguos, tunicados y cefalocordados, no se han

encontrado signos de presencia del órgano vestibular (Baird, 1976).

Esta primitiva estructura vestibular de los ostracodermos se puede

observar en los agnatos actuales, lampreas <Cl. Cephalasp¡domorphi, O.

Retromyzont¡formes) y mixines <Cl. Myx¡n¡, O. Myx¡n ¡formes), incluidos

Filo Chardata
Subfilo Tunicata (Urachordata

)

Clase Ascidiacea
Clase ThaI¡acea
Clase Lan’acea

Subfllo Cnhalochordata
Subfilo Vertebrata

Superclase Agnatha
Clase Myx¡ni
Clase Pterasp¡domorphi (t)
Clase Cephalasp¡domorphi

Supercíase Gnathostomata
Clase Rlacoderm¡ (t)
Clase Chondr¡chthyes
Clase Acanthod¡i (t)
Clase Oste¡chthyes
Clase Amph¡b¡a
Clase Reptifia
Clase Aves
Clase Mamma/ia
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clásicamente en la Cl. Cyclostomata, actualmente abandonada (Tellería,

1991). La morfología del órgano laberíntico de estos grupos fue descrita por

primera vez por Retzius (1881).

Así, las lampreas (Retmmyzon sp., Lampe fra sp., etc.) exhiben un órgano

vestibular con dos canales semicirculares que parten de una cámara común

hasta las crestas ampulares anterior y posterior en las que se encuentran las

células sensoriales (Baird, 1974). En la cámara común se encuentra la mácula

común cuyo neuroepitelio está dividido en tres partes, horizontal, anterior y

posterior, con diferentes patrones de orientación de las células sensoriales y

recubiertas por membranas otoconiales (Doménech y Vilas, 1992). Este hecho

se ha descrito como un posible precursor de las máculas utricular, sacular y

lagenar de los vertebrados superiores (Lowenstein y cols., 1968).

Por otro lado, los mixines (Mixine sp., Bdellostoma sp., etc.) presentan un

laberinto vestibular extremadamente simple formado por un sólo canal

semicircular, que se dilata en ambos extremos para dar lugar a las ampollas

anterior y posterior donde se sitúan las crestas ampulares anulares con las

células sensoriales orientadas. El canal semicircular se conecta a una cámara

central donde se sitúa la mácula común (Baird, 1974). Esta conformación es

desconocida en el registro fósil, por lo que se especula con la posibilidad de

que no sea un órgano vestibular filogénicamente más antiguo, sino que

realmente se haya producido por una simplificación, en el curso de la

evolución del grupo, a partir del esquema general de organización de los

ostracodermos. Este cambio podría estar relacionado con la forma de vida

parásita de estos animales (Baird, 1976).

El siguiente paso evolutivo importante en los cordados fue la adquisición

de la mandíbula por parte de los acantodios <Cl. Acanthod¡¡) y el consiguiente

surgimiento de los vertebrados gnatostomados (Supercíase Gnathostomata).



‘o

La mandíbula se originó a partir del primer arco del esqueleto branquial.

De las partes dorsales del arco branquial se formó el cartílago palatocuadrado

o mandíbula superior y la modificación de las partes ventrales del arco dió

lugar al cartílago de Meckel o mandíbula inferior. Este evento evolutivo tuvo

gran importancia en la historia filogénica del oído, ya que en el resto de

vertebrados, el posterior desarrollo del esqueleto craneal hizo que estas

primitivas mandíbulas fuesen substituidas por nuevas piezas, quedando los

restos del primer arco branquial reducidos, bien a pequeños huesos situados

en las articulaciones de las nuevas mandíbulas o bien al martillo y al yunque

del oído medio de los mamíferos (Tellería, 1991).

A partir de aquí surgen los peces cartilaginosos <Cl. Chond,ychthyes) y

los peces óseos (Cl. Oste¡chthyes), los dos grupos de vertebrados acuáticos

dominantes en nuestros días. De origen incierto, evolucionaron de forma

independiente, y actualmente presentan distintos grados de evolución del

receptor vestibular y auditivo.

En cuanto a los condríctios, quimeras (Subclase HoIocephaI~, tiburones

(Subclase Elasmobranch¡¿ Superorden Selachimorpha) y rayas <Subclase

Elasmobranch¡1 Superorden Batidoidimorpha), ya presentan un órgano

vestibular con tres canales semicirculares totalmente desarrollados con

disposiciones diferentes en los grupos, de manera que es el de las quimeras el

que más se asemeja al vestíbulo de las formas evolutivamente superiores,

además de un sáculo con diferentes grados de diferenciación utricular y

lagenar <Baird, 1974). También es común en los grupos de condrictios la

existencia de un conducto ótico que pone en comunicación el sáculo, que se

constituye como centro organizador del laberinto, con el exterior. Esta zona,

originalmente descrita por Scarpa (1789) y denominada por ello fenesfra de

Scarpa, podría tener funciones de conducción del sonido <Lowenstein y

Roberts, 1951). El epitelio neurosensorial tiene diferentes disposiciones en los
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distintos grupos. De manera que, en los tiburones y las rayas, la superficie

posterior del sáculo está evaginado formando una pequeña lagena y las

máculas sacular y lagenar se encuentran separadas, mientras que en las

quimeras el proceso lagenar no es evidente y, por lo tanto, la mácula lagenar y

sacular forman un epitelio continuo. La mácula utricular, que está aislada en

un pequeño utrículo que aparece como una evaginación de la pared

anterolateral del sáculo, está recubierta por una membrana estatolitica.

Asimismo, un largo estatolito sacular recubre las máculas sacular y lagenar.

Los cilios de las células neurosensoriales quedan anclados en las membranas

estatolíticas <Baird, 1976>.

Los peces óseos <Cl. Ostek,hthyes> ya cuentan con una cápsula ática

osificada con el utrículo, sáculo y lagena más diferenciados (Doménech y

Vilas, 1992). La distribución del laberinto vestibular es parecida en todos los

grupos de osteictios, mientras que la organización del utrículo, sáculo y lagena

es más variable. El utrículo es básicamente tubular con una pequeña

depresión anteroventral donde se aloja la mácula utricular recubierta por una

membrana otolitica, en la que se insertan los cilios de las células sensoriales,

y un otolito. Las máculas sacular y lagenar quedan totalmente independizadas

al igual que sus otolitos <Baird, 1976). El epitelio sensorial en estas máculas

está formado por células ciliadas rodeadas de células de soporte. Los cilios de

las células ciliadas varían en longitud en función de la localización de la célula

<Popper, 1987; Popper y Hoxter, 1981). Sobre esta organización general,

varios grupos de osteictios del Superorden Teleostomí, como las carpas <O.

Cypr¡niformes),han desarrollado un sistema de huesecillos, la cadena osicular

de Weber (Weber, 1820), scapho¡deus, claustrum, ¡nterealar¡um y tr¡pus, que

conectan el laberinto ótico, por el canal comunicante transversal que une

ambos sáculos, y la vejiga natatoria (Doménech y Vilas, 1992), que haría las

veces de caja de resonancia en la recepción de sonidos (Baird, 1974).
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Nervio timpánico

Figura 3: Sección transversal del órgano timpánico
Noctuidos. (Adaptado de Sheperd, 1985)

de una polilla de la familia

Canates
semicirculares

Canal
comunicante

transversal.

Seno.
endoliní ético

Vértebra

Cámara aérea

Utriculo
Sáculo
Scaphoideus
Clauslrurn
lnterealarium
Tr¿ous J Huesos

de Weber

Vejiga natatoria

Figura 4: Esquema de la parte anterior de un pez teleásteo (Carpa, C¡pr¡nidae)
que muestra los elementos implicados en la recepción de vibraciones desde el
medio externo. (Adaptado de Domenech y Melero, 1992)
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La conquista del medio aéreo terrestre se inició a partir de un grupo fósil

de osteictios, los crosopterigios ripidistios <O. Osteolep¡morpha). Todas las

evidencias fósiles apuntan a este grupo como punto de origen del que

evolucionaron los primeros tetrápodos terrestres, los anfibios (CI. Amph¡b¡a),

ya que poseían pulmones que les permitían respirar fuera del agua, su

esqueleto estaba bien osificado y sus aletas monobasales dicotómicas

presentaban una disposición de huesos similar al quiridio de los tetrápodos

(Tellería, 1991). La Clase Amphib¡a ha llegado a la actualidad representada

únicamente por tres órdenes, urodelos (O. Caudate), gimnofiones (O.

Gymnoph¡ona) y anuros <O. Anura).

El comienzo de la vida aérea hace necesario un sistema de adaptación

de impedancias entre el aire, en el que se transmiten los sonidos y los líquidos

laberínticos. Este sistema constituirá el oído medio y la conducción de la onda

sonora se realizará mediante un sistema de huesecillos que unirá el laberinto

ótico con el exterior directamente o con una membrana externa que será la que

reciba el sonido. Estos huesecillos del oído medio, evolutivamente, se forman

a partir del primer y segundo arco branquial, de manera que el yunque y el

martillo derivan del primer arco branquial <cartílago palatocuadrado y cartílago

de Meckel) y el estribo de los mamíferos, que procede de la columela de

anfibios, reptiles y aves, deriva del segundo arco branquial (cartílago

hiomandibular) <Tellería, 1991).

La configuración del oído medio es variable en todas los grupos de

tetrápodos terrestres y también en el caso de los anfibios. Así, los urodelos

<salamandras), que carecen de caja y membrana timpánica, sólo tienen el

opérculo, equivalente a la platina del estribo. En los gimnofiones (ápodos) ya

existe una columela que canecta la ventana oval con el hueso cuadrado (que

dará lugar al yunque en formas más evolucionadas).
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Figura 5: Evolución de la mandíbula y del oído medio

A: Origen de la mandíbula a partir de los arcos branquiales. Al: estado agnato, A2: estado
hipotético de los primeros gnatóstomos, A3: estado gantóstomo o mandibulado de los
primeros peces.
8: Evolución de la mandíbula. El arco mandibular de los acantodios (61) y condríctios <62)
pasa a formar la articulación mandibular al ser sustituido en las funciones alimenticias por
huesos dérmicos en peces óseos (63), tetrápodos no mamalianos (B4: anfibios y reptiles),
reptiles mamalianos <B5) y mamíferos (B6). En estos últimos pasa a formar parte del oído
medio.
C: Evolución del oído medio. Cl: peces, C2: tetrápodos no mamalianos, C3: mamíferos.

A: adicula~ AH: arco hioideo, C: cuadrado, CL: columnilla, CM: cartílago de Meckel, CPT: cartílago
pierigocuadrado, D: dentario, E estribo, SRI: epibranquial, E: faringe, HIPO: hipobranquial, HM:
hiomandibular, M: maxilar, MA: martillo, OB: oído externo, Dl: oído interno, 5: espiráculo, 7? membrana
timpánica, TR: trompa de Eustaquio, Y: yunque.

(Adaptado de Te/leña, 1991)
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Los anuros (ranas) ya tienen caja y membrana timpánica con la que

contacta la columela (Gil-Carcedo, 1995).

El laberinto ótico, que consta de tres canales semicirculares, utrículo,

sáculo y lagena, está osificado aunque conserva restos de cartílago en las

paredes de la cápsula ótica y en los canales semicirculares. La pared lateral

de la cápsula está perforada formando la ventana oval, fenestra vestibuiL con

la que el opérculo y/o la columela se articulan (Baird, 1976). Dos nuevos

epitelios receptores especializados, la papila anfibia y la papila basilar, están

presentes al menos en algún grupo de cada uno de los tres órdenes de

anfibios actuales. La papila anfibia, específica de la clase, se sitúa en una

evaginación de la pared dorso-medial del sáculo denominada divertículo

anfibio. La recepción auditiva de este grupo ha sido atribuida en parte a este

receptor <Feng y cols., 1975). El neuroepitelio está formado por células cuyos

cilios están anclados en una membrana extracelular y tienen orientaciones

específicas (Baird, 1974). Estas células están divididas en dos poblaciones

que están inervadas por dos ramas diferentes del VIII par (Lewis, 1981). La

papila basilar es una estructura pequeña y que falta en muchos grupos de

anfibios. Cuando está presente se localiza en el divertículo basilar, una

evaginación de la lagena en su pared proximal al sáculo <Baird, 1974). En

Rana sp. y Xenopus sp. la papila basilar se sitúa transversalmente al eje

longitudinal del divertículo basilar y consta de 50-70 células ciliadas cuyos

cilios se orientan hacia una fina membrana situada en la parte libre del

divertículo (Baird, 1974).

La expansión de los vertebrados terrestres la llevaron a cabo los primeros

amniotas, los reptiles (Cl. Reptil/a), cuyo origen evolutivo, a partir de los

anfibios, todavía es incierto <Tellería, 1991). Presentan muchas mejoras,

respecto a sus antecesores anfibios, que permiten una eficiente explotación

del medio terrestre, lo que les llevó a una rápida radiación adaptativa. Entre
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esas mejoras para una mejor adaptación al medio terrestre se encuentran

variaciones en el receptor auditivo. En ellos ya se observa un primordio de

pabellón auricular, dos relieves cutáneos con funciones de protección del oído,

además de una membrana timpánica que se conecta con la ventana oval

coclear mediante la columela que consta de dos partes, una ósea denominada

estapedial y una distal y cartilaginosa llamada extracolumela (Gil-Carcedo,

1995).

El avance filogénico más evidente en este grupo, relacionado con el

laberinto ático, es la definición del conducto coclear (Baird, 1974). Situado en

la parte posterior del sáculo, la parte proximal del conducto coclear alberga la

papila basilar y la parte distal la mácula lagenar. Esta disposición se

mantendrá en aves y mamíferos monotremas. El grupo con mayor número de

modificaciones en el oído es el de los cocodrilos (O. Cocodrilia). Presentan un

canal coclear muy elongado con la papila basilar íntimamente asociada a los

tejidos conectivos perióticos formando la membrana basilar y el limbo interno

de soporte de la estructura (Baird, 1976). La papila basilar cuenta con dos

tipos de células sensoriales, unas alargadas en la zona interna o neural del

receptor y otras pequeñas y con forma lenticular en la zona distal del receptor.

Todas estas células ciliadas están recubiertas por una membrana tectoria. El

neuroepitelio se encuentra dividido por una células de los pilares, que dejan

entre ellos un espacio vacío de células que ofrece un punto de comparación

con el túnel de Corti del receptor auditivo de los mamíferos euterios. El

desarrollo de una membrana basilar, frente a la primitiva papila basilar fue

significativa para la subsecuente diferenciación del receptor auditivo <Baird,

1974).

Las aves <Cl. Aves) y los mamíferos <Cl. Mammal¡a) evolucionaron a

partir de dos grupos diferentes de reptiles, la Subcl. Anaps¡da, O. Om¡thischia,

y la Subcí. Synaps¡da, O. Theraps¡da, respectivamente. A pesar de esta
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radiación evolutiva independiente, se pueden observar diferentes grados de

complejidad en la estructura del receptor auditivo, relacionables con su historia

filogénica.

En el oído medio de las aves se encuentra la columela, como eficaz

elemento transmisor de las ondas de presión al oído interno, desde el tímpano

hasta la membrana redonda. Esta columela está dividida en dos partes, una

cartilaginosa o extracolumela, que contacta con el tímpano, y una pared

interna ósea que contacta con la ventana redonda <Counter y Tsao, 1986).

Los principales rasgos del laberinto ótico de las aves son comparables a

los encontrados en los cocodrilos. Esta comparación puede ser extendida

hasta los componentes del conducto coclear en el que se encuentra la papila

basilar. El receptor auditivo consta de tres tipos de células sensoriales,

denominadas por su tamaño largas, cortas e intermedias, de manera que las

células largas ocupan el margen neural de la papila basilar, mientras que las

cortas se sitúa en el margen distal del receptor. Las células intermedias

ocupan posiciones entre los otros dos tipos celulares (Baird, 1974). Esta

distribución parece ser la base de la tonotopia del receptor (Rubel y Ryals,

1983; Lippe y Rubel, 1983; Manley y cols., 1987). La morfología y las

capacidades fisiológicas del receptor varian según el grupo estudiado. Así, en

los búhos esta papila basilar es más larga que en otras aves y posee

capacidad de recepción a altas frecuencias <Fischer y cols., 1988>.

El último paso en la evolución del receptor auditivo se encuentra en los

mamíferos. Procedentes de los reptiles de la Subclase Synapsida, uno de los

grupos de reptiles más arcaicos y diferenciados, evolucionaron

independientemente hasta el Jurásico. En este intervalo estuvieron

representados por el O. Pelycosauria primero y, después, por el O. Therapsida,

del que evolucionaron directamente los mamíferos. Los terápsidos tenían

rasgos típicamente reptilianos, pero también poseían determinados caracteres
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mamalianos. Así, tenían dentición heterodonta y un paladar secundario

desarrollado. Incluso es posible que poseyeran pelo y fueran endotermos. Por

otro lado, carecían de zona lumbar en la columna vertebral, por lo que eran

incapaces de correr flexionando su columna vertebral en el plano sagital, como

los mamíferos actuales, tenían una mandíbula inferior formada por varias

piezas y, en cuanto al aparato auditivo, su oído medio constaba de una sóla

pieza, la columnilla, al participar los huesos articular y cuadrado, futuros

martillo y yunque mamalianos, en la articulación mandibular. El desarrollo de

un eficiente aparato masticador, un paladar secundario, el viviparismo y el

consiguiente desarrollo de las glándulas mamarias, son algunos de los rasgos

que permitieron al grupo extenderse y diversificarse en el Terciario tan pronto

como desaparecieron una buena parte de los reptiles del Secundario (Tellerla,

1991).

Los mamíferos constituyen un grupo no excesivamente diversificado,

pese a sus indudables logros evolutivos. Esto es tal vez debido a los

importantes requerimientos energéticos de la endotermia, lo que deja sitio, en

los ecosistemas más pobres, para otros vertebrados metabólicamente menos

exigentes. Así, la Cl. Mammalla se subdivide en dos grandes grupos: la Subcl.

Protother¡a representada por el O. Monotomate <equidnas y ornitorrincos),

grupo que conserva rasgos reptilianos como la reproducción ovípara, y la

Subcl. Theria, de reproducción vivípara, que a su vez se subdivide en la

Infrací. Metatheria o marsupiales y la Infrací. Euther¡a o placentados en la que

se incluye el Horno sap¡ens.

En los mamíferos el receptor auditivo ya adquiere las formas

filogénicamente más evolucionadas del Reino animal. En ellos, el oído externo

alcanza toda su funcionalidad de antena captadora del sonido por medio del

desarrollo de un pabellón auricular variable en forma, tamaño y movilidad. En

el oído medio, la columnilla reptiliana se transforma en el estribo, stapes,
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mientras que los huesos mandibulares articular y cuadrado, retazos filogénicos

del primer arco branquial, pasan a formar parte de la cadena de huesecillos

del oído medio como yunque, uncus, y martillo, rna/leus. En el oído interno, el

conducto coclear, que sigue en comunicación con el sáculo por medio del

ductus reun¡ens, aumenta de tamaño por lo que comienza a espiralizarse para

ocupar menos sitio en el temporal, constituyendo la típica cóclea mamaliana.

Una excepción la encontramos en los monotremas en los que todavía se

conserva un conducto coclear típicamente reptiliano, alargado y algo curvado.

El número de vueltas o espiras de la cóclea varía según el grupo animal. Así,

son 2.5 espiras en la rata, 3 en el gato, etc. (Gil-Carcedo, 1995). En el interior

del conducto coclear se establece, en toda su longitud, el receptor auditivo u

órgano de Corti. En él se estructuran dos poblaciones de células ciliadas,

internas y externas, que son las células sensoriales del receptor.
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Anatomía y fisiología del receotor auditivo de los mamíferos cuterios

El receptor auditivo se divide clásicamente, atendiendo a la localización

de sus elementos constituyentes, en tres partes:

- Oído externo.

- Oído medio.

- Oído interno.

El oído externo y medio, se encargan de la transmisión mecánica del

sonido al oído interno, que constituye el sistema de percepción de las

vibraciones sonoras (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

Oldo externo

.

El oído externo se encarga de captar las ondas sonoras y dirigirlas hacia

la membrana timpánica. Consta del pabellón auricular u oreja, que participa en

la recepción de la onda sonora comportándose como una antena acústica, y

del conducto auditivo externo (CAE), que conduce las ondas recibidas hasta la

membrana timpánica que lo ocluye en su parte interna. Por lo tanto, ambas

partes tienen un papel funcional distinto y complementario (Gil-Loyzaga y

Poch-Broto, 2000 b).

El pabellón auricular es una adquisición evolutiva de los mamíferos,

especialmente en aquellos de vida terrestre. Posee un armazón cartilaginoso,

de morfología variable según el grupo estudiado, bajo la piel y una

musculatura específica que le permite orientarse hacia la fuente sonora para

mejorar la captación del sonido. En el caso del hombre, el pabellón auditivo,

cuya musculatura es rudimentaria y de acción prácticamente nula (Sabater-

Mata, 1992), adquiere una forma ovalada con una serie de repliegues

denominados clásicamente hélix, antihélix, trago, antitrago y lóbulo, entre los

cuales se sitúa una depresión, la concha, donde se encuentra la entrada del

CAE.
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La contribución del pabellón auditivo del ser humano en la recepción

sonora es menor que en los animales, dado que en estos posee una movilidad

suficiente que permite la orientación del pabellón hacia la fuente de sonido

<Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b). El pabellón auditivo participa sobre todo

en un incremento de la percepción de frecuencias medias-altas, menos

importantes en el hombre que en los animales. No obstante, en el hombre, el

oído externo y el propio cráneo incrementan la percepción en los rangos

frecuenciales correspondientes al área conversacional (Durrant y Lovrinic,

1995).

El CAE es un canal osteo-cartilaginoso que se inicia en la concha del

pabellón y termina en la membrana timpánica y que tiene funciones de

conducción del sonido. La forma en “S” del CAE es determinante para producir

incrementos o pérdidas de energía de la onda sonora, dependiendo de la

localización de la fuente sonora. La morfología del CAE también está implicada

en una cierta protección del receptor auditivo, de manera que los sonidos con

mayor amplitud lo atraviesan modificándose mucho, con la consiguiente

pérdida de energía (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).

El CAE termina, en su porción interna, en la membrana timpánica, doble

membrana ecto-endodérmica derivada de la primera bolsa faríngea y de la

primera hendidura branquial <Gil-Loyzaga y Pujol, 1992; 1999), la cual sirve de

comunicación entre el oído externo y el oído medio.

O¡do medio

El oído medio es un sistema cavitario contenido en su totalidad en el

espesor del hueso temporal a excepción del segmento faríngeo de la trompa

de Eustaquio. Hasta el oído medio se llega desde el exterior por el CAE. Por

dentro, en profundidad a esta porción media del oído, se encuentra el oído

interno excavado en el peñasco del temporal <Gil-Carcedo, 1995).
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El oído medio está compuesto por:

- La caja timpánica.

- El sistema neumático del temporal.

- La trompa de Eustaquio.

En la pared externa de la caja timpánica se encuentra la membrana

timpánica que está formada por un estroma fibroso recubierto en su cara

externa por epitelio ectodérmico, continuación del epitelio del CAE, y en su

cara interna por epitelio mucoso endodérmico (Gíl-Carcedo, 1995). El tímpano

tiene forma prácticamente circular y en él se pueden distinguir dos partes

fundamentales, la pars tensa, que ocupa el 90 % de la superficie timpánica y

cuyas fibras se condensan en la periferia dando lugar al anillo fibroso de

Gerlach que se inserta en el surco timpánico óseo, y la pars fláccida, en la que

prácticamente desaparece la capa media fibrosa, careciendo por ello de una

verdadera inserción ósea del tímpano en esta zona (Andrea, 1992).

La membrana timpánica se une al primer huesecillo de la cadena osicular

del oído medio, que constituirá el sistema fundamental de transmisión del

sonido desde el oído externo al oído interno. El sistema de huesecillos está

constituido por tres huesos, martillo, yunque y estribo. El martillo, mal/eus, une

su mango y su apófisis externa a la membrana timpánica y contacta con el

yunque, incus, mediante una articulación de tipo de encaje recíproco de

escasa movilidad por la fijación del martillo a la membrana del timpano, lo que

hace que ambos huesecillos se desplacen en bloque. Por otro lado, el yunque

se articula con el estribo, stapes, mediante una enartrosis, articulación ésta de

gran movilidad limitada únicamente por el músculo del estribo. Por último, la

platina del estribo se une, mediante el ligamento anular de Rudinger, a la

ventana oval coclear (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999; Gil-Carcedo, 1995).

Toda esta estructura se mantiene en su posición gracias a una serie de

ligamentos y músculos que por un lado participan en los movimientos de los
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huesecillos y por otro los limitan (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b). De

relevante importancia son los músculos del martillo, o tensor del tímpano, y del

estribo, responsables de los reflejos acústico y estapedial, de funcionalidad

protectora frente a la llegada de sonidos de alta intensidad. La acción derivada

de la contracción de ambos músculos es opuesta. Así, la contracción del

músculo del martillo tensa el timpano al desplazarlo hacia el interior de la caja

timpánica y provoca la proyección de la platina del estribo hacia la ventana

oval. Por otro lado, la contracción del músculo del estribo desplaza la platina

del estribo hacia afuera de la ventana oval induciendo un movimiento lateral

del conjunto de huesecillos, destensando la membrana timpánica. La

activación conjunta de ambos músculos resulta en una restricción de

movimientos de la cadena osicular y, por lo tanto, una pérdida de sensibilidad

auditiva para algunas frecuencias (Palomar, 1992 b).

El sistema neumático del temporal es un sistema cavitario constituido por

una serie de celdas, el antro mastoideo y las celdillas mastoideas (Avellaneda,

1992; Gil-Carcedo, 1995).

La trompa de Eustaquio es un conducto alargado, que se extiende desde

la pared anterior de la caja timpánica hasta la pared lateral de la nasofaringe.

Se compone de dos porciones, una porción externa ósea y labrada en la parte

inferior del temporal y otra porción interna que es fibrocartilaginosa (Palomar,

1992 a).

Funcionalmente, el oído medio se encarga de:

- La transformación de las vibraciones de las moléculas del aire que

forman las ondas acústicas en vibraciones mecánicas que serán transmitidas a

través de la cadena de huesecillos a la ventana oval coclear.

- La adaptación de las impedancias del medio externo en el que se

transmiten los sonidos al medio líquido coclear en el que se encuentran

inmersas las células sensoriales del receptor auditivo. Esta función de
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adaptación entre ambos medios es vital en aquellos animales de vida terrestre

ya que la diferencia de impedancias entre el medio aéreo externo y el medio

líquido del oído interno es muy alta, de hecho el medio líquido presenta una

impedancia 40 - 50 veces superior a la del medio aéreo. Este dato sería

suficiente para que si las ondas sonoras llegasen directamente a la ventana

oval fuesen repelidas sin pasar al interior del receptor auditivo <Gil-Loyzaga y

Poch-Broto, 2000 b). Este complejo mecanismo de adaptación de impedancias

se inicia en la membrana timpánica, ya que la diferencia de tamaño entre ésta

y la ventana oval coclear, que en el hombre es de 20 / 1, hace que se

incremente la presión de entrada de la onda sonora en la membrana oval

(Uziel, 1985 b).

- Protección del oído interno frente a sonidos de elevada intensidad que

puedan resultar lesivos para el receptor acústico, mediante los reflejos motiles

de los músculos del martillo y del estribo, el reflejo acústico y el reflejo

estapedial respectivamente. Estos músculos se activan mediante un sistema

reflejo bilateral de protección frente a sonidos de alta intensidad, reflejo

estapedial, o de intensidad extrema, reflejo acústico (Gil-Loyzaga y Poch-

Broto, 2000 b).

- La comunicación del oído medio a la faringe mediante la trompa de

Eustaquio, y a las celdillas mastoideas, que permite el mantenimiento de un

equilibrio de igualdad de presiones entre el medio externo y el medio aéreo del

oído medio. Esto es importante para el mantenimiento de la tensión correcta de

la membrana timpánica y, por lo tanto, para la conservación de la funcionalidad

del receptor auditivo. Este equilibrio de presiones se mantiene gracias a un

proceso rítmico de apertura y cierre de la trompa de Eustaquio mediado por la

contracción de los músculos periestafilinos durante la deglución. No obstante,

otros procesos esporádicos como el bostezo, el estornudo, la fonación o las
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maniobras de Valsalva permiten la apertura de la trompa de Eustaquio y, por lo

tanto, el equilibrado de presiones <Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).

Oído interno

El oído interno se encuentra situado en el interior del peñasco del

temporal. Por su complejidad estructural y morfológica. se le denomina

laberinto, distinguiéndose un laberinto óseo, constituido por una serie de

cavidades excavadas en el hueso, y un laberinto membranoso formado por las

estructuras alojadas en el laberinto óseo. Se diferencian por su situación un

laberinto posterior, que alberga el órgano vestibular o del equilibrio, y un

laberinto anterior o cóclea en el que se localiza el receptor auditivo (Gil-

Carcedo, 1995).

- Morfología de la cóclea

La cóclea es un tubo arrollado en espiral alrededor de un eje óseo

denominado modiolo, que está perforado interiormente por el canal de

Rosenthal, lugar que ocupa el conjunto de fibras nerviosas que inervan el

receptor auditivo o ganglio espiral. El número de espiras que describe la

cóclea es variable en las distintas especies de mamíferos, siendo en el ser

humano de 2.5 espiras (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 a). La cara exterior de

este tubo está formada por una porción ósea periférica denominada lámina de

los contornos. La luz del canal coclear está parcialmente dividida

longitudinalmente en dos por una lámina ósea o lámina espiral que se origina

en el modiolo y se dirige a la lámina de los contornos sin llegar a contactar con

ella. Esta división se completa con la membrana basilar que se origina a nivel

del borde libre de la lamina espiral y se inserta en la lámina de los contornos.

Así, el tubo coclear queda dividido en dos compartimentos, la rampa vestibular,

que contacta con la ventana oval, y la rampa timpánica, que termina en la
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ventana redonda. Estas rampas no están totalmente aisladas sino que se

comunican en la zona apical de la espiral coclear, denominada genéricamente

ápex, a través del helicotrema. Una fina membrana extendida oblicuamente

entre la lámina espiral y la lámina de los contornos, la membrana de Reissner,

aisla un tercer compartimento entre la rampa vestibular y la timpánica, la

rampa coclear (Uziel, 1985 a).

Las tres rampas cocleares están rellenas por dos tipos de líquidos

denominados linfas cocleares. Las rampas vestibular y timpánica poseen

perilinfa que es de composición similar a los líquidos extracelulares, con alta

concentración de Na~ (140-150 mEq/L) y baja de K~ (3.5-7 mEq/L), proteínas

(1-1.5 gIL) y C1 (110 mEq/L). La rampa coclear, por otro lado, está bañada en

endolinfa que es de características similares a los líquidos intracelulares

poseyendo una baja concentración de Na~ (1-5 mEq/L), alta de K~ (110-145

mEq/L) y de Cr <130 mEqIL) y muy baja en proteínas (0.3-0.6 gIL). La

endolinfa es hiperosmótica <330 mOsm/kg) respecto a la perilinfa <290

mOsm/kg). Esta diferencia de composición iónica entre las dos linfas cocleares

induce la presencia de una diferencia de potencial, 100-120 mV, entre ellas

que se denomina potencial endococlear <Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

La región histológica más importante de la cóclea es la rampa media ya

que en ella se encuentra el receptor auditivo propiamente dicho, denominado

órgano de Corti <Fig. 7).

Así, la rampa media, de sección tri~ngyIar, ~ ~ielimitadapor tres caras:

- Por arriba por la membrana de Reissner, fina estructura epitelial de dos

capas de células separadas por una membrana basal, que aisla el

compartimento perilinfático del endolinfático y con funciones de transporte

electrolítico entre las dos linfas cocleares <Uziel, 1985 a).



28

Celulas

3k cíe 1-lensen

Figura 7: Esquema de la rampa media coclear y detalle del órgano de Corti

RAMPA TIMPÁNICA

(Adaptado de Pérez-Carretero y cols., 1996).
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- En la base por el limbo espiral <estructura conectivo-epitelial situada

sobre la lámina espiral ósea y que sirve de anclaje interno a la membrana

tectoria) y por la membrana basilar. La membrana basilar va aumentando en

anchura a medida que se va acercando al ápex, lo que le confiere unas

características mecánicas especiales para la discriminación frecuencial del

sonido <Uziel, 1985 a). En su seno se encuentra un capilar sanguíneo, el vaso

espiral, situado bajo el túnel de Corti, que en los mamíferos adultos suele estar

muy estenosado <Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 a), y sobre ella se asientan,

desde el modiolo hacia el exterior, el surco espiral interno, el órgano de Corti y

el surco espiral externo.

- La cara opuesta al vértice modiolar está constituida por la estría

vascular, que se anda a la lámina de los contornos por el ligamento espiral. Se

trata de un epitelio vascularizado por una compleja red de capilares. Esta rica

vascularización le permite una alta tasa metabólica relacionada con la

producción, en la rampa media coclear, de la endolinfa contenida en ella

(Uziel, 1985 a; Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 a).

- El árgano de Corti

El órgano de Corti (Corti, 1851) constituye el receptor auditivo de los

mamíferos. Se trata de un neuroepitelio especializado que descansa sobre la

membrana basilar <Uziel, 1985 a) y que se enrolla en espiral en torno al

modiolo en la rampa media coclear. Está constituido por (Gil-Loyzaga y Poch-

Broto, 2000 a):

- Dos tipos de células neurosensoriales, las células ciliadas internas y las

células ciliadas externas.

- Células de soporte entre las que destacan células muy especializadas

como las células falángicas o de Deiters, que sustentan a las células ciliadas

externas y las células de los pilares, que delimitan el denominado túnel de
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Corti, responsables del mantenimiento de la estructura del órgano de Corti, y

otras células menos especializadas, pero no por ello menos importantes

funcionalmente, como las células de Hensen y las células del epitelio de

revestimiento.

Toda esta estructura se encuentra cubierta por una membrana acelular,

la membrana tectoria, que participa en la activación de las células

neurosensoriales (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999>. Se trata de una estructura

compuesta de colágeno, glicoproteinas y glicosaminglicanos (Gil-Loyzaga y

cols., 1985 a y b; 1990; 1991; 1997 a; Khalkhali-Ellis y cols., 1987), que va

variando en anchura a lo largo de la espiral coclear aumentando

progresivamente desde la base hasta el ápex coclear. Presenta una estructura

fibrilar con regiones delimitadas y en su cara basal se anclan los estereocilios

de las células ciliadas. Su papel funcional se relaciona con la producción de

desplazamientos en los cilios de las células sensoriales y, por lo tanto, con la

iniciación de la transducción mecanoeléctrica de la señal sonora, además de

constituir un reservorio iónico, sobre todo de K+, en equilibrio con la endolinfa

<Gil-Loyzaga, 1997 a).

- Células neurosensoriales del óraano de Cornil

El sistema neurosensorial del receptor auditivo está constituido por las

células ciliadas del órgano de Corti. Por su situación en él, se distinguen dos

tipos, las células ciliadas internas que, formando una hilera a lo largo del

receptor, se sitúan en posición modiolar, y las células ciliadas externas que,

situadas en posición distal al modiolo, se presentan en tres hileras en toda la

longitud del órgano de Corti (Pujol, 1990).

Estos dos tipos celulares presentan, como su propio nombre indica, un

penacho de estereocilios en su zona apical que, funcionalmente, serán los

responsables de la activación de las células tras la llegada de la onda sonora.
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Este hecho supone el comienzo de la transformación de la energía mecánica

del estímulo sonoro en energía bioeléctrica, proceso denominado transducción

mecanoeléctrica, que será recogido por los elementos neurales del órgano de

Corti para pasar el mensaje auditivo al sistema nervioso central <Gil-Loyzaga y

Poch-Broto, 2000 a).

a> Células ciliadas internas (CCIs>

Aunque ambos tipos de células ciliadas tienen características

neurosensoriales, son las células ciliadas internas <CCIs) las verdaderas

células sensoriales implicadas en la audición. Por ello son las únicas

responsables de la transmisión al sistema nervioso del mensaje auditivo (Gil-

Loyzaga y Pujol, 1999).

Situadas en la región interna del órgano de Corti, sustentadas por células

de soporte y flanqueadas por las células marginales del surco espiral interno y

por los pilares internos de Corti, presentan en su polo apical una zona de

mayor densidad al microscopio electrónico, denominada placa cuticular, donde

se implantan los estereocilios dispuestos en varias hileras paralelas que dan

sensación de una empalizada a lo largo de todo el receptor (Furness y

Hackney, 1986). Los cilios más externos son los de mayor longitud, mientras

que, hacia el lado interno, los cilios van decreciendo progresivamente <Lim,

1986; Corwin y Warchol, 1991). Los estereocilios se unen por sus caras

laterales y por sus polos apicales, mediante puentes fibrilares. Esta unión tiene

como consecuencia el desplazamiento en bloque de todos los estereocilios

cuando el más largo de ellos es movido por la membrana tectoria (Flóck y

cols., 1977). Las CCIs tienen un cuerpo piriforme con un citoplasma más denso

que el de las células vecinas y que presenta abundantes organelas. Su núcleo

se localiza en la zona central de la célula. En su polo basal presentan los
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contactos sinápticos, de tipo Gray 1, con las fibras aferentes de tipo 1 del

ganglio espiral coclear (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 a).

b> Células ciliadas externas <OCEs)

Las células ciliadas externas <CCEs> son también células

neurosensoriales pero difieren en su cometido funcional de las CCIs,

relacionándose con la modulación en la micromecánica coclear.

Se disponen en tres hileras a lo largo de toda la espiral coclear variando

su tamaño e incrementándolo progresivamente, desde la base, donde son

células pequeñas de tamaño similar a las CCIs, hasta el ápex coclear, donde

pueden llegar a medir el doble que las CCIs (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999). Los

estereocilios de estas células se disponen formando ángulos, en forma de ‘y”

con el vértice orientado hacia la estría vascular <Furness y Hackney, 1986). Al

igual que en las CCIs, los cilios se disponen en varias hileras, siendo los más

cortos los interiores, y están unidos mediante puentes fibrilares de naturaleza

glicoprotéica de gran importancia funcional ya que están implicados en la

transducción mecanoeléctrica (Remezal y cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1997 a;

Gil-Loyzaga y Pujol, 1999). Tienen un cuerno cilíndrico con un núcleo situado

en posición basal. Poseen, bajo la membrana plasmática, cisternas de retículo

endoplásmico liso, denominadas cisternas laminares sublemmales <Brownell y

cols., 1985; Prieto y cols., 1986; Gil-Loyzaga y Brownell, 1988), conectadas

por puentes protéicos a la membrana celular donde se relacionan con

filamentos de actina, espectrina y miosina <Slepecky, 1997). En el polo basal

de estas células se encuentran los contactos sinápticos con las fibras

aferentes de tipo II del ganglio espiral, de tipo Gray II, y con las fibras

eferentes del fascículo medial procedentes del complejo olivar superior.
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- Inervación coclear

La cóclea está inervada por tres tipos de fibras nerviosas:

a) Fibras aferentes que se dirigen hacia los núcleos cocleares del tronco

cerebral.

b) Fibras eferentes procedentes de los núcleos del complejo olivar.

c) Fibras simpáticas procedentes de la cadena de ganglios cervicales.

En los dos primeros casos, inervarían las células sensoriales del órgano

de Corti, y en el caso de las fibras nerviosas simpáticas tendrían una

distribución eminentemente perivascular.

a) Inervación coclear aferente

Las células ciliadas del receptor auditivo están inervadas por fibras

aferentes procedentes de neuronas del ganglio espiral o de Corti que se

localiza en el canal de Rosenthal del modiolo coclear (Dannhof y Bruns, 1993;

Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

En el ganglio espiral se han localizado dos tipos de células nerviosas:

- neuronas aferentes de tipo 1

- neuronas aferentes de tipo II.

Las neuronas aferentes de tipo 1, caracterizadas por ser grandes,

bipolares y por poseer una vaina de mielina que envuelve no sólo las

proyecciones sino también el soma ganglionar (Gil-Loyzaga y Poch-Broto,

2000 a), constituyen el 90-95 % de toda la población neural del ganglio espiral

(Spoendlin, 1973; Eybalin, 1993) aunque este porcentaje varía según las

especies. La prolongación periférica de estas neuronas, o dendrita, se dirige

hacia el órgano de Corti para inervar a las CCIs, atravesando la habenula

perforata. Estas dendritas se distribuyen ya en el órgano de Corti, bajo las

CCIs, de forma radial, formando el plexo espiral interno, contactando con el

polo basal de las CCIs, de manera que una sóla neurona de tipo 1 inerva una
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sóla CCI, mientras que cada CCI recibe prolongaciones de unas 10-20

neuronas de tipo 1 <Eybalin, 1993). Cada uno de estos contactos sinápticos se

realiza mediante una sinapsis excitadora Gray tipo 1, en las que se observan

cuerpos presinápticos rodeados de vesículas sinápticas <Gil-Loyzaga y Poch-

Broto, 2000 a). El neurotransmisor nominal en este tipo de sinapsis es el

glutamato <Puel, 1995).

Funcionalmente, el hecho de que cada CCI reciba contactos de múltiples

neuronas de tipo 1 supone un claro sistema de amplificación neural de la

información auditiva, ya que cada pequeño sector coclear se haya

ampliamente representado en el ganglio espiral <Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).

Las neuronas aferentes de tipo 1 han sido clasificadas en dos o tres

subpoblaciones según su tasa de descarga espontánea (Liberman, 1978; 1980

a; 1982 a y b; Liberman y Oliver, 1984):

- Neuronas de alta frecuencia de descarga espontánea, con mas de 18

descargas / sg.

- Neuronas de media-baja frecuencia de descarga espontánea, con una

actividad espontánea entre O y 18 descargas / sg.

Por otro lado, las fibras aferentes de tipo II del ganglio espiral, que

representan aproximadamente el 5-10 % de la población neural del ganglio,

son pequeñas, pseudomonopolares y amielínicas. Sus dendritas, después de

alcanzar el órgano de Corti a través de la habenula perforata, se distribuyen

por el plexo espiral interno y atraviesan el túnel de Corti para alcanzar la base

de las CCEs, que constituyen su diana de inervación, donde se ramifican

abundantemente. Cada una de estas ramificaciones contacta con una CCE,

estableciendo contactos sinápticos Gray tipo II, de manera que una sóla

dendrita de tipo II inerva a 15-20 CCEs, mientras que cada CCE recibe un sólo

contacto de una fibra aferente de tipo II <Gil-Loyzaga y Pujol, 1999). El
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neurotransmisor implicado en estas sinapsis todavía no ha sido identificado

definitivamente (Eybalin, 1993), por lo que se desconoce su papel funcional en

la fisiología auditiva, aunque se ha sugerido su posible participación en el

envío de información al sistema nervioso central sobre la actividad mecánica

de las CCEs e incluso podrían constituir un sistema de alarma para situaciones

de trauma sonoro.

Las prolongaciones axónicas de los dos tipos de neuronas aferentes del

ganglio espiral se reúnen y se dirigen al sistema nervioso central formando el

VIII par craneal o nervio auditivo. El destino de estos axones son los núcleos

cocleares (Lorente de No, 1933 a y b; Brown y cols., 1988), donde cada uno de

ellos se divide en dos ramas, la anterior o ascendente se dirige al núcleo

coclear anteroventral (NCAV), mientras que la rama posterior o descendente

se proyecta en el núcleo coclear posteroventral <NCPV) terminando en el

núcleo coclear dorsal <NCD) (Lorente de No, 1981). La distribución de las

aferencias primarias en los núcleos cocleares sigue un patrón de distribución

tonotópica que continúa la localización tonotópica coclear, de manera que las

fibras procedentes de la base coclear, correspondientes a las altas

frecuencias, se dicotomizan en la región más profunda de los núcleos,

mientras que aquellas procedentes de zonas cocleares cada vez más apicales

se bifurcan en regiones progresivamente más superficiales de los núcleos

cocleares. Esta ordenación, basada en la frecuencia de codificación

característica de cada fibra, se conserva en el resto de la vía auditiva central.

Las fibras que salen de los núcleos cocleares cruzan, en su mayoría, la línea

media, constituyendo parte de las tres estrías acústicas, denominadas dorsal,

intermedia y ventral. La estría dorsal está formada por fibras procedentes del

NCD, de donde salen, enviando colaterales al núcleo del lemnisco lateral,

hacia el coliculo inferior o tubérculo cuadrigémino inferior. La estría intermedia

está formada por fibras procedentes de la región posterior del NCAV que
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terminan en los núcleos periolivares. La estría ventral o fascículo del cuerno

trapezoides, que procede de la región anterior del NCAV, proyecta sobre los

núcleos del complejo olivar superior desde donde se enviarán fibras, a través

del fascículo del lemnisco lateral, hacia el colículo inferior, donde se realiza la

integración de la información sobre la localización de la fuente sonora. Las

células del colículo inferior envían fibras que se dirigen, en su mayoría, al

cuerpo geniculado medial del tálamo ipsilateral en cuyos tres núcleos se

analiza el patrón temporal del estímulo acústico. Ya desde este núcleo saldrán

axones que proyectarán sobre la corteza auditiva.

b) Inervación coclear eferente

La inervación eferente coclear proviene de un fascículo nervioso, el haz

olivococlear o de Rasmussen (Rasmussen, 1946) que, procedente del

complejo olivar superior, sale del cráneo por el nervio vestibular, alcanza al

nervio coclear por la anastomosis de Oort y proyecta sus fibras en la cóclea.

Este haz olivococlear está compuesto por dos fascículos independientes, el

fascículo olivococlear lateral y el fascículo olivococlear medial (Warr, 1975;

Warr y Guinan, 1979; White y Warr, 1983; Warr y cols., 1986; Dannhof y

Bruns, 1993).

El fascículo medial procede de neuronas situadas en la región medial del

complejo olivar superior, concretamente del entorno de la oliva medial y del

núcleo ventromedial del cuerpo trapezoides. Estas fibras están mielinizadas

inervan ambas cócleas. Así, un 30 % de las fibras del fascículo inerva la

cóclea ipsilateral mientras que el 70 % restante de fibras del fascículo cruza la

línea media alcanzando la cóclea contralateral (Warr, 1975). En el órgano de

Corti establecen contactos axo-somáticos de tipo Gray 1 con las CCEs (White y

Warr, 1983; Guinan y cols., 1984; Pujol y Lenoir, 1986; Warr y cols., 1986;

Robertson y cols., 1987; Pujol, 1990; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995), de
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modo que cada una de estas fibras inerva alrededor de 10 CCEs. Se trata de

sinapsis colinérgicas aunque también se ha encontrado CGRP y su

funcionalidad se relaciona con la iniciación y regulación de la contracción lenta

de las CCEs (Eybalin, 1993).

Por otro lado, el sistema eferente lateral está formado por fibras

procedentes de la oliva superior lateral ipsilateral <White y Warr, 1983; Aschoff

y Ostwald, 1987). Son fibras amielínicas y penetran en el receptor auditivo por

la habenu/a perforata donde, tras una distribución radial, realizan contactos

sinápticos axo-dendríticos Gray tipo II con las fibras aferentes tipo 1 en el plexo

espiral interno (Liberman, 1980 a y b; Ginzberg y Morest, 1984; Pujol y Lenoir,

1986; Liberman y cols., 1990) que pueden ser en passant, es decir, contactos

laterales del axón eferente sobre la dendrita aferente, o terminales, realizados

por el botón terminal de la fibra eferente <Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 a).

Estos contactos sinápticos son más abundantes sobre las fibras aferentes

primarias de baja frecuencia de descarga <Liberman, 1980 a; Liberman y cols.,

1990). Estas sinapsis tienen diversos neurotransmisores como Ach, GABA,

serotonina, dopamina y neuropéptidos como encefalinas, dinorfinas y CGRP

<Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995; Gil-Loyzaga y cols., 1997 a y b; 1999 a y c;

2000; Vicente-Torres, 1998; Vicente-Torres y GiI-Loyzaga, 1997; Vicente-

Torres y cols., 1996; 1998 a y b; 1999 b).

La vía auditiva descendente (Rasmussen, 1960; 1964; 1967; Harrison y

Howe, 1974; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999) se origina en las neuronas de la

corteza auditiva, del coliculo inferior y del complejo olivar. Desde la corteza

auditiva parten tres tractos descendentes: el córtico-geniculado, el córtico-

colicular y el córtico-pontino. El tracto córtico-geniculado se origina en

neuronas de todas las áreas corticales auditivas y llega al cuerpo geniculado

medial (Jones y cols., 1976; Thompson, 1978; Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000

a; Gil-Loyzaga y Pujol, 1999>. Las proyecciones entre el tálamo y la corteza
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son recíprocas y establecen relaciones homólogas en ambas direcciones

(Ramón y Cajal, 1909; Diamond y cols., 1969; Oliver y Hall, 1978 b). El tracto

córtico-colicular se origina en el área cortical auditiva primaria y termina

bilateralmente en la corteza de ambos colículos inferiores. La corteza auditiva

también envía fibras al colículo superior, procedentes de regiones periféricas

del área primaria. Ambos colículos envían fibras al núcleo pontino dorsolateral

a través del tracto tectopontino (Rasmussen, 1964; van Noort, 1969; Diamond

y cols., 1969; Jones y cols., 1976; Oliver y Hall, 1978 a y b; Thompson, 1978).

La proyección colículo-olivar, preferentemente ipsilateral, termina en los

núcleos periolivares (Saldaña, 1989), donde contactan los axones

ascendentes de las neuronas octopus (Warr, 1969) estableciendo una

interacción entre las vías ascendente y descendente. La proyección colicular

sobre los núcleos cocleares es bilateral, de manera que las fibras terminan en

la región dorsal de dichos núcleos de manera constante, simétrica y con

organización tonotópica y, sobre todo, en el área de dominio de los granos

(Saldaña, 1989; Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 a; Gil-Loyzaga y Pujol, 1992;

1999).

Los núcleos periolivares del complejo olivar superior contienen las

neuronas cuyos axones forman el haz olivococlear descendente, y alcanzan la

cóclea inervando las CCEs y las dendritas de tipo 1 bajo las CCIs <Gil-Loyzaga

y Pujol, 1999).

c> Inervación coclear simpática

La inervación simpática coclear puede provenir del ganglio cervical

superior o del ganglio estrellado <Spoendlin y Lichtensteiger, 1967; Spoendlin,

1984).

El componente que se origina en el ganglio simpático cervical superior

(Gil-Loyzaga, 1997 b; Gil-Loyzaga y cols., 1998 a) está caracterizado por
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poseer fibras amielinicas que se localizan y reparten por los grandes vasos

cocleares, modiolo, ganglio espiral y lámina espiral ósea, sin penetrar, en

ningún caso, en el órgano de Corti (Spoendlin, 1981). Pueden tener dos tipos

de distribución, consideradas como dos distribuciones periféricas del mismo

plexo primario, siendo fibras perivasculares, con una clara misión de control

del flujo sanguíneo coclear, o fibras independientes de los vasos que podrían

regular la actividad de las fibras sensoriales auditivas. De hecho, su particular

abundancia en la región de la habenula perforata podría implicar la existencia

de alguna influencia simpática en la generación de los potenciales de acción.

Esta inervación se considera como la más importante, siendo la procedente del

ganglio estrellado irrelevante (Shibamori y cols., 1994).

Por otro lado, el componente de inervación simpática procedente del

ganglio cervical inferior o estrellado (Terayama y cols., 1968; Spoendlin, 1984)

tiene distribución perivascular y puede tener un posible papel en la regulación

del flujo sanguíneo del órgano de Corti mediante adrenorreceptores de tipo a

(Carrasco y cols., 1990), lo cual podría tener relevancia en fenómenos

patológicos como la hipoxia-isquemia o el trauma acústico. No obstante, la

participación de este componente en la inervación coclear parece ser

minoritaria (Gil-Loyzaga y cols., 1998 a).

Las fibras simpáticas son noradrenórgicas <Eybalin y Pujol, 1983; Jones y

cols., 1987; Gil-Loyzaga y Parés-Herbuté, 1986; 1989; Gil-Loyzaga y cols.,

1998 a; Vicente-Torres y Gil-Loyzaga, 1999), coexistiendo varios

neuropéptidos como el CGRP (Merchán-Pérez y cols., 1990 a), neuropéptido Y

y la substancia P.
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- Neurotransmisores del receotor auditivo

Se han identificado gran número de sustancias neuroactivas,

neurotransmisores y neuromoduladores, en el receptor auditivo de los

mamíferos. Todas ellas, con funcionalidad más o menos conocida, participan

de manera conjunta en la fisiología coclear, tanto en la transmisión del

mensaje auditivo al sistema nervioso central, como en el mantenimiento de un

estado de recepción óptima del sistema y en la defensa del mismo frente a

situaciones patológicas que podrían dañar irreversiblemente al receptor

auditivo. La gran complejidad inherente al sistema de neurotransmisión

auditiva hace que para simplificar su estudio se separe la vía aferente de la

eferente, sin olvidar que todo ello forma un conjunto funcional indivisible (Fig.

8).

a) Neurotransmisores del sistema aferente coclear.

Estos neurotransmisores son los implicados en las sinapsis entre las

células ciliadas, CCIs y CCEs, y las neuronas aferentes del ganglio espiral

coclear. Permiten el envío del mensaje auditivo, recogido por las células

sensoriales, del sistema al sistema nervioso central. El sistema aferente de

neurotransmisión se puede dividir en dos subsistemas:

- CCI y fibra aferente de tipo 1.

- CCE y fibra aferente de tipo II.

a.1> Sistema CCI - fibra aferente de tipo 1

El glutamato <GLU) es considerado como el neurotransmisor nominal de

la sinapsis entre la CCI y las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral,

aunque no hay ninguna prueba determinante de que sea el único (Eybalin,

1993). Esta afirmación se apoya en numerosos datos científicos, morfológicos

y electrofisiológicos <Godfrey y cols., 1976; Eybalin y Pujol, 1983; 1989;
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Schwartz y Ryan, 1986; Bledsoe y cols., 1988; Altschuler y cols., 1989; Gil-

Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; Gil-Loyzaga, 1995),

que han llevado, además, a la identificación de los receptores glutamatérgicos

de los terminales dendríticos aferentes de tipo 1. Estos receptores

glutamatérgicos, al igual que en el sistema nervioso central, se pueden

clasificar en ionotrópicos y metabotrópicos. Estos dos tipos, a su vez, se

subdividen en función de la sensibilidad selectiva a diversas moléculas, con

independencia de que todos son sensibles a su neurotransmisor nominal, es

decir, el GLU (Eybalin, 1993).

Los receptores ionotrópicos son aquellos que tienen asociado un canal

iónico, cuya apertura se produce cuando el receptor se activa uniéndose con

su neurotransmisor. Se pueden dividir en dos grandes grupos según el

agonista principal del receptor: NMDA y no-NMDA (Eybalin, 1993).

El receptor glutamatérgico ionotrópico de tipo NMDA (Moriyoshi y cols.,

1991), del que se obtiene su mayor respuesta excitatoria con la aplicación de

N-metil-D-aspartato, permite la entrada, por su canal asociado, de Na+, K+ y

Ca2+. Posee un sitio de reconocimiento para el agonista y otro para la glicina,

que actúa como coagonista del GLU aumentando la frecuencia de apertura del

canal (Johnson y Ascher, 1987; Felix y Ehrenberger, 1990). Además, en

condiciones fisiológicas de inactivación, el canal asociado a este receptor está

bloqueado por Mg~ <Mayer y cols., 1984; Nowak y cols., 1984; Nicholís, 1993).

El desbloqueo del canal se produce cuando la membrana postsináptica ha

sido, previamente, despolarizada por la activación de los demás receptores

glutamatérgicos, los receptores no-NMDA <Nicholís, 1993). La unión del

agonista, la glicina y el desbloqueo del canal iónico hace que la activación de

este receptor sea lenta y complementaria a los demás tipos de receptores

glutamatérgicos. La administración de NMDA produce una reducción del

potencial de acción compuesto cuando éste se registra con estimulación de



43

alta intensidad (Puel y cols., 1991 a), por lo que parece ser que su activación

se produce en condiciones de intensa estimulación del receptor <Ehrenberger y

Felix, 1991).

El resto de receptores ionotrópicos glutamatérgicos se engloban dentro

de la denominación general de receptores no-NMDA ya que, aunque son

igualmente activados por GLU, no son sensibles a la activación por el NMDA.

Todos ellos tienen un canal asociado que se abre dejando pasar al interior

celular iones y agua, iniciando la despolarización de la membrana que dará

lugar al potencial de acción de la fibra. Cada uno de ellos tiene un agonista

preferencial por el cual recibe el nombre:

- Kainato (AK).

- a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato <AMPA).

- Ibotenato (IBO).

De ellos, los más estudiados en el receptor auditivo son los receptores

para el AK y el AMPA <Bledsoe y Bobbin, 1982; Kusakari y cols., 1984; Jenison

y cols., 1986). Su administración induce un proceso excitotóxico en las

dendritas aferentes de tipo 1, de manera que se produce una disminución del

potencial de acción compuesto (PAC) del VIII par (Puel y cols., 1991 a y b;

Pujol y cols., 1992 a). Esta disminución del PAC puede llegar hasta la abolición

del mismo, acompañado por restos morfológicos de signo edematoso en las

dendritas primarias (Pujol y cols., 1985; Juiz y cols., 1989; Gil-Loyzaga y Pujol,

1990 a y b; Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; 1999 b).

Los receptores metabotrópicos son aquellos que, tras su activación por la

unión del agonista al receptor, utilizan segundos mensajeros intracelulares

para inducir la despolarización de la membrana celular. Así, se activa la

cadena del inositol 1 ,4,5-trlfosfato (IP3) y del turnover del diaclíglicerol

(Watkins y cols., 1990; Young y Fagg, 1990). En el órgano de Corti este tipo

de receptores ha sido poco estudiado pero se ha reportado la presencia de un
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tipo de receptor metabotrópico activado por quisqualato, que también activa el

receptor ionotrópico AMPA, y ligado a la cascada del IP3 por medio de una

proteína G <Recasens y cols., 1991).

a.2) Sistema CCE - fibra aferente de tipo II

El neurotransmisor aferente de las CCEs es todavía, hoy, desconocido.

Algunos resultados, obtenidos mediante técnicas de inmunocitoquimica,

implicarían al GLU en estas sinapsis <Altschuler y cols., 1989), incluso se

especula con la posibilidad de que las CCEs estuvieran inervadas por fibras

aferentes de tipo 1, glutamatérgicas, durante el desarrollo, desapareciendo

estos contactos en el adulto (Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b). Por el contrario,

en estudios de neurotoxicidad, en los que se utilizan agonistas de los

receptores glutamatérgicos, como el AK o el AMPA, estas fibras aferentes de

tipo II permanecen sin afectar, concentrándose todos los efectos neurotóxicos

en las fibras aferentes de tipo 1, por lo que parece claro que el neurotransmisor

nominal de las dendritas aferentes de tipo II no es el GLU (Pujol y cols., 1985;

Jenison y cols., 1986; Juiz y cols., 1989; GiI-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; Puel

y cols., 1991 a y b; Pujol y cols., 1992 a; Gil-Loyzaga, 1995; Gil-Loyzaga y

cols., 1993 b; 1999 b).

b) Neurotransmisores del sistema eferente coclear.

En las sinapsis de las fibras eferentes de los haces olivococleares lateral

y medial se presentan neurotransmisores considerados clásicos como la

acetilcolina, el ácido y-amino butírico (GABA), la dopamina y la serotonina, así

como substancias neuroactivas de carácter neuromodulador como las

encefalinas, dinorfinas y el péptido relacionado con el gen de la caicitonina

(CGRP) (Gil-Loyzaga, 1995; Gil-Loyzaga y cols., 1999 a; 2000).



45

b.1) Acetilcolina (ACh>

Se ha demostrado por métodos bioquímicos la presencia de ACh

<Hoffman y Jones, 1988; Hoffman y cols., 1988) y de su enzima de síntesis, la

colin-acetil transferasa <ChAT) (Godfrey y cols., 1976; Godfrey y Ross, 1985).

Además, mediante técnicas inmunocitoquimicas se ha localizado la ChAT en

las fibras de los sistemas eferentes lateral y medial (Altschuler y cols., 1985;

Eybalin y Pujol, 1987; Merchán-Pérez y cols., 1994; Gil-Loyzaga, 1995).

También han sido detectados receptores colinérgicos postsinápticos, mediante

el uso de técnicas inmunocitoquimicas (Canlon y cols., 1989) y

electrofisiológicas (Ashmore y Ohmori, 1990), en la membrana basal de las

CCEs como los muscarinicos, en concreto los M3, ligados a la cascada del IP3

<Bartolami y cols., 1990; Guimarand y cols., 1990), y los nicotínicos <Plinkert y

cols., 1990). Funcionalmente se considera que la ACh podría actuar como

modulador de la actividad auditiva mediante la reducción de amplitud del PAC

y el incremento de los microfónicos cocleares, probablemente por excitación

de las CCEs <Brownell, 1984; Brownell y cols., 1985).

b.2> Mido y-amino butírico (GABA>

La primera evidencia de la presencia de GABA en la cóclea partió de

estudios bioquímicos con HPLC (Drescher y cols., 1983), en los que se detectó

la liberación del neurotransmisor a la perilinfa coclear, mediante estimulación

sonora, por lo que podría resultar de una activación de mecanismos sinápticos

<Bobbin y cols., 1990). El GABA está presente en las terminaciones de las

fibras del haz espiral interno que contactan con las aferencias de tipo 1

(Eybalin y cols., 1988; Usami y cols., 1988; Merchán-Pérez y cols., 1993). Por

otra parte, se ha demostrado la presencia de receptores GABA tipo A en el

polo sináptico de las CCEs <Plinkert y cols., 1989). La incorporación de GABA

a las fibras eferentes demuestra que hay fibras GABAérgicas en contacto con
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las fibras aferentes de tipo 1 y las CCEs (Gil-Loyzaga y cols., 1994 a). La

distribución coclear de las fibras GABAérgicas es desigual. En las espiras

basales, el GABA y su enzima de síntesis GAD se localizan exclusivamente en

las fibras eferentes laterales que contactan con las aferentes de tipo 1,

mientras que en las espiras apicales, además de estos contactos se ha

demostrado la presencia de fibras eferentes que contienen GABA que hacen

sinapsis con las CCEs <Fex y cols., 1986; Eybalin y cols., 1988; Whilton y

Sobkowitz, 1989; Merchán-Pérez y cols., 1990 a, b y c; 1993; Eybalin 1993;

Gil-Loyzaga, 1995). En cuanto a la funcionalidad coclear del GABA, la

microinyección de GABA en las proximidades del haz espiral interno, provoca

una reducción de la frecuencia de descarga de las fibras aferentes, inducida

por aminoácidos excitatorios, como el GLU o el NMDA <Felix y cols., 1991), por

lo que podría modular la producción del PAC en las fibras aferentes de tipo 1,

de manera que evitaría daños en la aferencia debido a una excesiva

estimulación del receptor auditivo <Eybalin, 1993).

b.3) Dopamina (DA)

La presencia de DA fue detectada por primera vez en la cóclea, utilizando

técnicas bioquímicas sobre homogeneizados cocleares (Gil-Loyzaga y Parés-

Herbute, 1986; 1989). También se han localizado los enzimas implicados en la

síntesis de catecolaminas como la tirosina-hidroxilasa (TH), la aminoácido

aromático decarboxilasa (AAD), la dopamina4i-hidroxilasa <DBH) y la fenil-

etanolamina-N-metil-transferasa (PNMT). La TH se ha detectado en los

terminales del sistema eferente lateral <Jones y cols., 1987) y el AAD en el haz

espiral interno <Charachon y Eybalin, 1990; Charachon y cols., 1991). Así, la

DA podría localizarse en los terminales del sistema eferente lateral bajo las

CCIs <Gil-Loyzaga y cols., 1998 a). Por otro lado, la administración de

agonistas de los receptores de DA y el análisis bioquímico de la concentración
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de DA y de sus metabolitos (DOPAC y HVA), en presencia o ausencia de

estimulación sonora, ha permitido identificar la existencia de los receptores de

DA, que podrían estar implicados en el control de la liberación de DA desde

las fibras eferentes laterales (Gil-Loyzaga y cols., 1993 a; 1994 b; 1998 b;

1999 a; Vicente-Torres y cols., 1993; Gil-Loyzaga, 1995). Se ha sugerido que

la DA se comportaría como un neuromodulador que se liberaría en el receptor

auditivo en función de la estimulación sonora (Gil-Loyzaga y cols., 1993 a; Gil-

Loyzaga, 1995) y, que dicha liberación estaría regulada por receptores

dopaminérgicos presinápticos de tipo D2 <Vicente-Torres y cols., 1993; Gil-

Loyzaga y cols., 1994 b).

b.4) Serotonina (5-HT)

La serotonina ha sido identificada recientemente en la cóclea

presentando una distribución similar, aunque con diferencias, a la de las fibras

eferentes del sistema olivococlear lateral <GiI-Loyzaga y cols., 1997 a y b;

2000; Vicente-Torres y cols., 1998 a y b). Se observan numerosos botones

sinápticos que se organizan en el plexo espiral interno, bajo las CCIs, mientras

algunas colaterales de estas fibras alcanzan la primera hilera de las CCEs

atravesando el túnel de Corti (Gil-Loyzaga y cols., 1999 a). El papel funcional

de la 5-HT es desconocido, aunque sí se conoce que su liberación no parece

estar relacionada con la estimulación sonora <Vicente-Torres y cols., 1998 a y

b). Este hecho junto con su peculiar patrón de distribución periférica podrían

sugerir que las fibras serotoninérgicas forman un nuevo sistema de inervación

coclear <Gil-Loyzaga y cols., 1997 a y b; 1999 a y c; 2000; Vicente-Torres,

1998; Vicente-Torres y Gil-Loyzaga, 1997; Vicente-Torres y cols., 1996; 1998 a

y b; 1999 b).
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b.5) Péptidos opicides

La encefalinas fueron los primeros péptidos opioides que se aislaron en

el cerebro (Hughes y cols., 1975). La presencia de encefalinas cocleares fue

observada más tarde en cócleas de gato y cobaya adulto (Fex y Altschuler,

1981; Eybalin y cols., 1984) y en el desarrollo del receptor auditivo (Gil-

Loyzaga y cols., 1988), identificándose péptidos derivados de la proencefalina

como la Met-encefalina, la Leu-encefalina y el octapéptido <Met-encefalina-

Arg6-Gly7-Leu~) (Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga, 1995). Estos péptidos se

localizan exclusivamente en las fibras eferentes laterales que realizan sinapsis

con las aferentes de tipo 1 <Eybalin y cols., 1983; Eybalin y Pujol, 1984; Gil-

Loyzaga y cols., 1988; Eybalin, 1993). Por otro lado, también se ha

evidenciado la presencia de dinorfinas, que forman una familia de péptidos

cuyo precursor es la prodinorfina. En concreto, varios de estos derivados de la

prodinorfina, como las dinorfinas A y B y la a-neoendorfina, se han encontrado

en las fibras eferentes olivococleares del sistema lateral, mediante técnicas

inmunocitoquimicas (Abou-Madi y cols., 1987) o de radioinmunoanálisis

<Hoffman y cols., 1985) observándose, en éste último caso, que la liberación

de dinorfina B a la perilinfa es provocada por K+ y veratridina <Hoffman y

Jones, 1988; Hoffman y cols., 1989). En cuanto a los receptores para los

péptidos opioides, su presencia en la cóclea es probable ya que algunos de

sus agonistas y antagonistas tienen lugares específicos en homogeneizados

cocleares <Hoffman, 1986). En cuanto al papel funcional de los péptidos

opioides en la neurofisiologla coclear, parece que pueden estar implicados en

la modulación de la audición, ya que la liberación de estos péptidos está

relacionada con la estimulación acústica, de hecho su concentración

perilinfática aumenta en cócleas sometidas a estimulación sonora, 115 dB

durante 30 minutos <Drescher y cols., 1983).
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b.6) Péptido relacionado con el gen de la calcitonina <CGRP)

Se ha propuesto al CGRP como uno de los neuromoduladores del

sistema auditivo (Eybalin, 1993) que se localiza en los terminales de ambos

sistemas eferentes olivococleares, lateral y medial (Kitajiri y cols., 1985;

Sobkowitz y cols., 1988; Merchán-Pérez y cols., 1990 a). Su papel funcional no

está bien aclarado. En estudios en la línea lateral de Xenopus laevis se

observa un aumento de la tasa de descarga espontánea de las fibras aferentes

que conectan con las células ciliadas cuando se le administra CGRP (Adams y

cols., 1987). Por otro lado, la perfusión intracoclear de CGRP en mamíferos

provoca una disminución dosis-dependiente del potencial de acción compuesto

(Matsunaga y cols., 1986). Estos datos deben ser comparados con gran

precaución debido a las grandes diferencias entre los dos órganos receptores.

El CGRP parece tener un papel funcional relacionado con la liberación de

ACh, de manera que se tratarla de un cofactor de la misma, que facilitaría su

acción a nivel postsináptico <Eybalin, 1993).

- Fisiolopia coclear

La fisiología de la audición comprende todos los procesos implicados en

la transmisión del mensaje auditivo desde el oído externo, medio e interno

hasta los niveles superiores de la vía auditiva. Mientras que en el oído externo

y medio se realiza la conducción y adaptación de la onda sonora, en el oído

interno se produce la transducción mecano-eléctrica, mediante la cual se

transforma el mensaje auditivo, implícito en las ondas de presión que forman el

sonido, en mensaje eléctrico transmisible por las neuronas de la vía auditiva

(Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).

Este proceso de transducción mecano-eléctrica supone, por tanto, el

paso más importante y crítico en la recepción sonora, ya que la condición
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fisiológica del receptor será la responsable de la correcta transmisión del

mensaje sonoro al sistema nervioso central.

La recepción del sonido se realiza en las condiciones físico-químicas

concretas que permiten los líquidos laberínticos, perilinfa y endolinfa, en los

que se encuentra inmerso el órgano de Corti. Estos líquidos cocleares tienen

varias funciones (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b):

- Permiten la transmisión de las ondas de presión sonora, que recibe la

membrana oval, a las células sensoriales.

- Establecen un medio iónico adecuado, rico en K+, en las zonas de

transducción de las células sensoriales.

- Generan entre ellos un potencial de reposo, el potencial endococlear,

que participa en los intercambios iónicos durante la activación de las células

sensoriales.

- Contribuyen al transporte de nutrientes y gases desde la sangre a los

distintos tipos celulares cocleares.

a) Potencial endococlear

Las diferentes composiciones iónicas que tienen la perilinfa y la endolinfa

hace que se genere una diferencia de potencial, el potencial endococlear,

entre ambos líquidos que es del orden de 100-120 mV. Es un potencial

intrínseco al sistema y es responsable de las características receptoras del

mismo, concretamente de la posibilidad de despolarización de las células

ciliadas, ya que los canales implicados en el inicio de la despolarización

celular se encuentran en los cilios que están bañados en endolinfa, mientras

que los cuerpos celulares, implicados en la neurotransmisión al sistema

nervioso, están inmersos en perilinfa (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b). Todo

ello justifica que se trate de un potencial estático que no varíe con la
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estimulación sonora y que mantenga al receptor en las condiciones ideales de

recepción.

b) Mecánica coclear

Las ondas sonoras que alcanzan el oído externo llegan con pocas

modificaciones al oído medio, que es el encargado de transmitir a la cóclea las

vibraciones sonoras, adaptándolas para su paso del medio aéreo al medio

liquido del oído interno. El oído medio también juega un papel de adaptación

para la transmisión correcta de las vibraciones entre la membrana timpánica y

la membrana oval coclear, ya que entre ellas hay una diferencia de superficie

de 20:1 <Pujol, 1990). En la cóclea, al ser el medio interno líquido y, por lo

tanto, incompresible, la vibración de los huesecillos se transforma en una onda

de presión que recorrerá el órgano de Corti, produciendo la oscilación de las

membranas cocleares y alcanzando la ventana redonda, en la que se produce

la disipación de la energía descomprimiendo la onda e impidiendo que se

acumule excesiva energía dentro del receptor que, de otra forma, como en el

caso de sonidos de alta intensidad con los que este sistema queda

sobrepasado, podría resultar lesiva para el receptor auditivo (Gil-Loyzaga y

Poch-Broto, 2000 b).

Los movimientos pasivos realizados por la membrana basilar frente a la

llegada de la onda sonora se resumen, clásicamente, en dos teorías <Gil-

Loyzaga y Pujol, 1999):

- Teoría de la resonancia, propuesta por von Hemholtz, que indica la

existencia, en toda la longitud de la membrana basilar, de unidades o regiones

independientes que resonarían exclusivamente a una determinada frecuencia

de sonido.

- Teoría de la onda orooaaada, desarrollada por von Békésy, Premio

Nobel en 1961 por este trabajo, en la que se propone que cada sonido inicia
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una onda de presión que circularía a lo largo de tada la membrana basilar.

Esta onda “viajera’ provocaría desplazamientos basilares progresivos

estableciendo su máxima amplitud de desplazamiento en una región

determinada de la cóclea, característica para cada frecuencia, coincidiendo, en

este punto, con la teoría de la resonancia y, luego, disminuyendo su amplitud

rápidamente. Así, von Békésy propone que la membrana basilar se

comportaría como un analizador frecuencial del sonido realizando, de esta

manera, un papel de filtro acústico <Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).

Ambas teorías, aunque antagónicas, coinciden en la existencia de una

distribución espacial, en la membrana basilar, para cada frecuencia de sonido.

Esta propiedad, denominada tonotopia coclear, hace que los sonidos de

frecuencias agudas se vean representados en las espiras basales, mientras

que los sonidos de frecuencias graves se codifiquen en las espiras apicales de

la cóclea. Esta característica tonotópica de la cóclea viene dada por los

cambios morfológicos del órgano de Corti a lo largo de toda la espiral coclear.

Así, en la base del receptor, la membrana basilar y la membrana tectoria son

cortas y gruesas, mientras que las células ciliadas son cortas. A medida que

nos alejamos de la base coclear la membrana basilar y la membrana tectoria

se van elongando progresivamente, al igual que las células ciliadas <Gil-

Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b). Incluso se ha llegado a establecer una

relación entre la frecuencia codificada y la longitud de las CCEs, de manera

que dichas células serían 5 gm más largas cada vez que se desciende una

octava en la escala tonal <Pujol y cols., 1992 b).

Ambas teorías sugieren mecanismos de movimiento pasivos de la

membrana basilar para la consecución de la selectividad frecuencial en la

cóclea, en los que se implican solamente las propiedades anatómicas y

mecánicas de la cóclea. De hecho, estos modelos se ajustan al

comportamiento de cócleas muy alteradas, como aquellas que tienen lesiones
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por ototóxicos o las procedentes de cadáveres que fueron utilizadas por von

Békésy para sus estudios, y en cócleas sanas bajo estimulación de alta

intensidad. La mecánica coclear frente a sonidos de media o baja intensidad

no pueden ser explicados con estos modelos de mecanismos pasivos sino

mediante la utilización de modelos en los que se impliquen mecanismos

activos cocleares (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).

- Mecanismos activos cocleares

:

Este modelo, descrito por Davis en 1983, implica el comportamiento del

receptor en la codificación frecuencial de sonidos de baja intensidad, ya que

bajo estimulación a altas intensidades los mecanismos pasivos cocleares

enmascararían estos procesos activos.

En este modelo se define un segundo filtro para la codificación

frecuencial tras la selección previa de frecuencia que realiza la membrana

basilar (Durrant y Lovrinic, 1995; Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b), ya que

cuando se estimula la cóclea con sonidos de frecuencias puras y de baja

intensidad sólo un pequeño número de neuronas aferentes del nervio auditivo

se activan (Kiang y cols., 1965), menor del que se esperaría en los

mecanismos pasivos. Este segundo filtro frecuencial corresponde a las CCEs y

su actividad contráctil, ya que cuando se lesionan o se pierden se produce una

disminución de la selectividad frecuencial y un notable incremento del umbral

auditivo (Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b; Carricondo y cols., 1999 b; 2000).

Así, las CCEs actuarían como mecanismo activo en la selectividad frecuencial

del receptor auditivo y, al mismo tiempo, como elementos amplificadores

encargados de reducir el umbral auditivo para los sonidos de intensidad media

o baja (GiI-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).
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De hecho se ha asociado el fenómeno de las otoemisiones cocleares con

la actividad contráctil de las CCEs. Este fenómeno, también denominado eco

coclear, se registra mediante un micrófono situado en el CAE sin estimulación,

otoemisión espontánea, o después de una estimulación acústica con un tono

puro de corta duración, otoemisión provocada (Kemp, 1978). La contracción de

las CCEs produciría una onda de presión que al incidir en la membrana

redonda coclear produciría un sonido que se registraría con el micrófono

situado en el CAE.

c> La transducción del sonido a mensaje neumí

El estímulo sonoro llega a la cóclea produciendo un desplazamiento de la

membrana basilar desde la base hasta el ápex. Este desplazamiento provoca

la elevación del órgano de Corti hacia la membrana tectoria, haciendo que los

estereocilios de las células ciliadas se flexionen <Zwislocki, 1986; Gil-Loyzaga

y Poch-Broto, 2000 b). El proceso de transducción mecano-eléctrica se

produce por la apertura, controlada por el desplazamiento de los cilios, de

canales iónicos poco selectivos en su superficie. La alta concentración de K+

en la endolinfa en la que están inmersos los cilios, hace que este ión entre en

la célula ciliada despolarizándola (Russell, 1987). Este tipo de despolarización

es excepcional y sólo se produce en las células ciliadas auditivas y

vestibulares, ya que en el resto de las células del organismo la activación se

produce por la entrada de Na~ <Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b). Tras la

despolarización, el equilibrio iónico se consigue por la apertura de los canales

de Ca2+ voltodependientes y de K~ de las caras basolaterales de las células

ciliadas que están en contacto con perilinfa, por lo que pueden sacar de la

célula el K~ que entró en la despolarización (Hudspeth, 1986; Hudspeth y

Lewis, 1988).
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La excitación de las CCIs se produce de manera similar a la de las CCEs,

aunque la diferencia estriba en que los cilios de las CCEs están anclados a la

membrana tectoria, por lo que se mueven junto a ella, mientras que los de las

CCIs están libres y se pueden mover por los movimientos de la endolinfa o

bien, por el contacto con la membrana tectoria. Por otro lado, la

despolarización produce efectos distintos en las CCIs y en las CCEs.

En las CCEs, la despolarización de la membrana celular produce un tipo

de potencial, denominado potencial microfónico coclear, que repite en

frecuencia y en amplitud el estímulo que lo genera <Carricondo y cols., 1999 b;

2000). Además, las CCEs despolarizadas iniciarán movimientos de contracción

que afectarán a todo el receptor y que serán fundamentales en la

micromecánica de la cóclea <Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b). Presentan

dos tipos de contracciones:

- Contracción rápida: Cuantificable en jis, se induce bajo un campo

eléctrico o cambiando su potencial de membrana y no presentan consumo de

energía <Brownell, 1983; Brownell y cols., 1985). Pueden relacionarse con la

amplificación de sonidos de baja intensidad, selectividad frecuencial y con las

otoemisiones (Russell, 1987). Funcionalmente, podrían estar relacionados con

movimientos electroquinéticos relacionados con la diferente composición

glicoprotéica de las caras interna y externa de las CCEs <Gil-Loyzaga y

Brownell, 1988).

- Contracción lenta: Cuantificable en ms, parece ser un movimiento de

elongación y contracción <Zenner, 1986; Flock y cols., 1986), con gasto de

energía, similar a la contracción muscular, ya que se han encontrado en el

soma de estas células proteínas contráctiles, actina y miosina, y abundantes

mitocondrias. Funcionalmente, podría estar implicada en el mantenimiento de

un tono mecánico basal en el órgano de Corti bajo el control del sistema

eferente medial (Gil-Loyzaga y Pujol, 1999).
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Por otro lado, la activación de las CCIs produce una despolarización de la

membrana que provoca la apertura de canales de Ca2 volto-dependientes. La

entrada de Ca2+ permite la fusión de vesículas presinápticas a la membrana

celular, por acción de proteínas dependientes de este ión, facilitando la

liberación del neurotransmisor, el GLU, por exocitosis a la hendidura sináptica

<Gil-Loyzaga y Poch-Broto, 2000 b).

Dependiendo de sus características electrofisiológicas, se han

identificado varios tipos de canales volto-dependientes de Ca2+. Los canales

L, con un alto umbral requiriendo una depolarización intensa para su

activación, los canales T, de bajo umbral, y los canales de tipo N, también de

alto umbral de activación (Fox y cols., 1987). La liberación de GLU es Ca2t

dependiente y, al igual que otros procesos exocitóticos, depende de un aporte

de energía que proviene de la glicolisis. Al ser un proceso aerobio, es lógico

suponer que en condiciones de hipoxia se minimiza la producción de energía,

lo que conlíeva a la inhibición de la liberación Ca2~-dependiente de GLU.

Además, la consiguiente disfunción de la ATPasa de Na~IK~ hace que el

gradiente electroquímico de la membrana disminuya, lo que provoca que el

transportador del GLU lo revierta hacia fuera de la célula (Sánchez-Prieto y

González, 1988), aumentando la concentración extracelular en la hendidura

sináptica de GLU, potenciando, de esta manera, los efectos neurotóxicos del

neurotransmisor.

El GLU activará los receptores glutamatérgicos postsinápticos de la

membrana de la dendrita aferente de tipo 1. La apertura de los canales iónicos

asociados a los receptores ionotrópicos y la activación de segundos

mensajeros intracelulares desde los receptores metabotrópicos, inducen la

génesis de un potencial de acción que se irá transmitiendo a lo largo de la

membrana de la dendrita, soma y axón de la fibra aferente de tipo 1, hasta

alcanzar los núcleos cocleares y de ahí hacia el sistema nervioso central (Gil-
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Loyzaga y Pujol, 1999). Este potencial de acción en la aferencia de tipo 1 se

verá regulado por las fibras del sistema eferente lateral con las que contactan.

El GLU liberado a la hendidura sináptica sigue un ciclo de recaptación y

reutilización. Esta reutilización del GLU puede realizarse por dos vías

diferentes:

- Por recaptación directa al terminal presináptico

- Por recaptación a las células gliales próximas

En las células gliales, el GLU es conjugado a glutamina que ya se

transporta al terminal presináptico donde se reconvierte a GLU que será

reutilizado como neurotransmisor. El aclaramiento de GLU de la hendidura

sináptica se realiza mediante un transportador acoplado a Na+ situado en la

membrana plasmática, manteniendo una concentración extracelular del

aminoácido cercana a 1 jiM <Kanner, 1983).

La captación de GLU al interior de las vesículas sinápticas es comparable

al mecanismo de recaptación de otros neurotransmisores. De forma que,

gracias a una ATPasa, se genera un gradiente electroquímico de Ht en la

membrana vesicular que permite la entrada de GLU como anión a la vesícula.

Se especula con la posibilidad de que sea necesaria una baja concentración

de Ch para la correcta funcionabilidad del transportador (Maycox y cols.,

1988).

d> Electrofisiología auditiva

Cada uno de los procesos implicados en la transducción mecano-

eléctrica coclear y en la transmisión del mensaje neural producen cambios en

los potenciales celulares que pueden ser registrados mediante técnicas

electrofisiológicas.

En la cóclea se distinguen dos tipos de potenciales, potencial estático,

que es un potencial que no se ve afectado por el mensaje auditivo, es el
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potencial endococlear, y los potenciales dinámicos, que son aquellos que se

generan tras la estimulación sonora.

Los potenciales dinámicos dependerán del método de registro y del

estímulo utilizado. Según esto tenemos diferentes tipos:

- Potencial de sumación: Descrito inicialmente por Davis en 1958, se trata

de un potencial muy complejo y que se presenta temporalmente coincidiendo

con el potencial microfónico coclear y el potencial de acción compuesto del

nervio auditivo. Consiste en una alteración de la línea base de potencial,

positiva o negativa, que parece envolver la señal registrada. No se conoce su

origen aunque parece estar relacionado con las CCEs <Gil-Loyzaga y Poch-

Broto, 2000 b).

- Potencial microfónico coclear <PMC>: Se trata de un potencial que

reproduce, en frecuencia y amplitud, el sonido que lo genera (Sohmer y Pratt,

1976). Es el primer potencial que se produce tras la estimulación acústica y su

intensidad es menor que la intensidad del potencial de acción compuesto

coclear <De los Santos y cols., 1998; 1999). Descubierto por Weber y Bray

<1930 a, b) corresponde a la actividad fisiológica de las CCEs (Davis, 1958;

Spoendlin y Baumgartner, 1977; Russell y Sellick, 1991). Representa el estado

del receptor auditivo ya que sólo se presenta en oídos funcionales (Howe,

1935; Carricondo y cols., 1999 b; 2000). Su registro se realiza, clásicamente,

mediante la técnica de electrococleografía, es decir, colocando un electrodo en

la ventana redonda coclear, y con estimulación discreta tipo click <López Moya,

1992). Esto limita mucho sus aplicaciones clínicas ya que la estimulación ideal

para su registro son los tonos puros <De los Santos y cols., 1998; Carrlcondo y

cols., 1999 b; 2000). Así, los primeros en registrar PMC aislados con este tipo

de estimulación fueron Gavilán y Sanjuán (1961; 1964) (Ciges, 1992 a). Desde

entonces, se han realizado pocos trabajos para el desarrollo de una técnica

capacitada para el registro fiable del PMC, pero los trabajos del Dr. Sanjuán



61

han aportado datos de un nuevo equipo de registro de PMC (De los Santos y

cols., 1998; 1999; Sanjuán, 1998; Carricondo y cols., 1999 b; 2000) que

aportan fiabilidad en el registro, de manera que se puede aplicar clínicamente

en la exploración de la fisiología auditiva.

- Potencial de acción comouesto del nervio auditivo (PAC): Así

denominado ya que representa la actividad global del nervio auditivo (Gibson,

1978) (Fig. 11>. Se registra mediante la técnica de electrococleografía y

corresponde a la señal que se obtiene en los primeros 5 ms posteriores a la

estimulación, que se realiza con clicks. Consta de dos ondas negativas, Nl y

N2, cuya amplitud aumenta a medida que aumenta el estímulo, es decir, a

medida que va aumentando el número de unidades neurales aferentes que

crean un potencial unitario para formar el PAC <Ciges, 1992 b). A su vez, la

latencia de génesis del potencial aumenta cuando la estimulación baja de

intensidad (Gil-Loyzaga y cols., 1999 b).

Por otro lado, los fenómenos bloeléctricos que acaecen a lo largo de la

vía auditiva, tras la estimulación sonora, también pueden registrarse con

técnicas electrofisiológicas. Son potenciales evocados, es decir, se registran

tras la estimulación sonora y van a variar dependiendo de la parte de la vía

auditiva que exploran:

- Potenciales evocados auditivos de tronco cerebral.

- Potenciales de latencia media.

- Potenciales corticales.

- P300 y el contingente de variación negativa <CVN).
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Figura 11: Registro del potencial de accián compuesto del nervio coclear.
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Figura 12: Registro del potencial evocado auditivo de tronco cerebral.
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Todos ellos se han utilizado en investigación e, incluso, se han llegado a

aplicar en clínica para determinaciones objetivas de umbral auditivo o en la

determinación de alteraciones en la vía auditiva (Fig. 13). Actualmente, los

más utilizados son los potenciales evocados auditivos de tronco cerebral.

- Potenciales evocados auditivos de tronco cerebral: Representan la

actividad bioeléctrica sincrónica de la vía auditiva en los 10 ms posteriores a la

estimulación sonora (Fig. 12). Son los más utilizados ya que son muy

constantes en el tiempo y en distintos pacientes (Alíen y Starr, 1978). Es un

potencial de campo por lo que su registro se realiza con electrodos de

superficie colocados en ambas mastoides y en vertex. Está compuesto, en la

rata, por cinco ondas principales (Shaw, 1987) cuyo origen parece ser:

- Onda 1: Actividad del nervio auditivo.

- Onda II: Actividad de los núcleos cocleares.

- Onda III: Actividad del complejo olivar superior.

- Onda IV: Actividad del núcleo del lemnisco lateral.

- Onda V: Actividad del coliculo inferior.

El lugar de generación de las dos primeras ondas es aceptado por la

mayoría de los autores, sin embargo, existen muchas discrepancias con

respecto a las demás. A ello se une que estos potenciales dependen de

muchos factores como los filtros utilizados, tipo de estímulo y su tasa de

repetición, situación e impedancia de los electrodos, etc. (López Moya, 1992).

e> Ontogenia funcional auditiva

El sistema auditivo periférico de muchos mamíferos no termina de

desarrollarse hasta varios días o semanas después del nacimiento (Walsh y

McGee, 1986).
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Tanto el oído externo como el oído medio determinan la llegada de

sonidos al oído interno, por lo que hasta que no se desarrollan no hay llegada

de un estimulo efectivo a la cóclea (Simón, 1995).

La cóclea inmadura se caracteriza por un mayor grosor de la membrana

basilar, rigidez mecánica, volumen reducido de las rampas, presencia del

árgano de KOlliker e inervación inmadura <Pujol y cols., 1979; Shnerson y cols.,

1982).

El tiempo necesario para alcanzar la madurez funcional depende de la

especie. La inervación coclear es inmadura al nacimiento en muchos

mamíferos (Jones y Eslami, 1983; Rebillard y Pujol, 1983; Ginzberg y Morest,

1984>, estableciéndose los contactos sinápticos en las CCIs antes que en las

CCEs (Pujol y cols., 1978; Lenoiry cols., 1980 a y b).

Las células del ganglio espiral maduran durante la primera semana

postnatal comenzando por la base y terminando por el ápex (Schwartz y cols.,

1983; Romand y Romand, 1984), al igual que la mielinización de las fibras

(Romand y cols., 1980; Romand y Romand, 1984). La mielinización de las

fibras no parece influir, de manera significativa, en el desarrollo de los

potenciales auditivos cuando se compara la latencia y la amplitud de la onda 1

del potencial evocado de tronco cerebral con el grado de mielinización <Walsh

y McGee, 1986), proponiéndose la eficacia de las sinapsis de las CCIs como el

proceso que establece la latencia y amplitud de los potenciales evocados. Por

otro lado, durante el desarrollo se produce un aumento de la frecuencia de

descarga espontánea de las fibras, una disminución del umbral, un aumento

de la selectividad frecuencial <influido por el desarrollo morfológico y de la

inervación eferente en las CCEs), un cambio en las características de

descarga temporal y un aumento progresivo de la capacidad de respuesta en

fase con el estímulo <Carlier y cols., 1975).



66

El inicio de la audición en la rata ha sido fijado entre los 9 y 12 días

después del nacimiento, mediante estudios del reflejo de Preyer (Wada, 1923).

El PMCpuede ser registrado en los días 8-9 postnatales (Crowley y Hepp-

Reymond, 1966), mientras que el PACse puede registrar a los 11-12 días de

desarrollo postnatal (Carlier y cols., 1979; Henley y Rybak, 1995).

El desarrollo del potencial endococlear, que ha sido estudiado en gatos

<Fernández e Hinojosa, 1974) y en rata (Bosher y Warren, 1971), está

constituido por dos períodos de aumento del potencial, el primero de aumento

lento y el segundo rápido. Este crecimiento del potencial endococlear se

correlaciona con la maduración de la estría vascular.

En general, durante la ontogenia del receptor auditivo deben darse una

serie de condiciones previas para la generación del PAC:

- Composición madura de la endolinfa.

- Maduración de las células ciliadas y su capacidad de producir un

potencial de receptor.

- Presencia de sinapsis eficientes.

El oído medio reabsorbe el fluido que contiene y se llena de aire hacia el

día 11 postnatal, por lo que se puede atribuir la maduración del PMC, en el día

15 postnatal, al desarrollo del oído medio. Sin embargo, la maduración del

PAC no se alcanza hasta el 25, por lo que en su maduración deben intervenir

procesos neurales <Uziel y cols., 1981).

En la maduración del PAC, la latencia disminuye y la amplitud de las

ondas aumenta. En los primeros estadios del desarrollo las gráficas ¡nput-

output presentan un crecimiento de la amplitud con la intensidad sin ningún

cambio en la pendiente, lo que se ha atribuido al retraso en la maduración de

la inervación de las CCEs, cuyos terminales eferentes alcanzan su maduración

en la segunda semana de vida postnatal <Pujol y cols., 1978; Carlier y Pujol,
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1978). Los cambios en la latencia reflejan el incremento en la eficacia de la

transmisión sináptica (Romand y cols., 1976).

Las características adultas del PAC se observan 10 días después de su

primera aparición en la rata. Este período es muy variable dependiendo de la

especie. Así, en gatos dura un mes, en cobaya 15 días y en ratón 5 días. Esto

es debido a que los diferentes períodos de gestación da lugar a diferentes

estados de maduración del sistema nervioso en el nacimiento <Uziel y cols.,

1981).

Por otro lado, los neurotransmisores del órgano de Corti se detectan muy

pronto en el desarrollo ontogénico. Con la única excepción de las encefalinas,

cuya primera detección acaece en el ~10odía postnatal de la rata, todos estos

neurotransmisores están presentes con anterioridad al inicio de la audición, así

como en la maduración electrofisiológica coclear. De hecho, se puede

comenzar a detectar Ach, GABA o CGRP en los primeros 5 días de vida de la

rata. Esto implica, por un lado, que estas sustancias neuroactivas estarían

preparadas para actuar tan pronto como se pudieran producir los primeros

potenciales de acción en el nervio coclear, modulándolos hasta alcanzar sus

características adultas. Por otra parte, la aparición precoz de estas sustancias,

antes de que el receptor sea funcional, les confiere un papel distinto a la

transmisión y modulación de los mensajes auditivos, de manera que podrían

actuar como sustancias neurotróficas que estarían relacionadas con el

desarrollo correcto del receptor auditivo <Merchán-Pérez, 1992).

Patologías cocleares

Múltiples patologías afectan al receptor auditivo, todas ellas de etiología

más o menos conocida y con efectos diversos a lo largo de todo el receptor. A

continuación serán comentadas las características de dos de ellas, la

neurotoxicidad, como afectación propia de las sinapsis glutamatérgicas, y la
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ototoxicidad, en la que la lesión se produce en el epitelio sensorial del órgano

de Corti.

a) Neuratoxicidad en el receptor auditivo. Fisiopatología de las

sinapsis glutamatérgicas

El GLU ha sido identificado como el principal neurotransmisor excitador

del sistema nervioso participando, por lo tanto, en procesos de transferencia

rápida de información <Mayer y Westbrook, 1987; Monaghan y cols., 1989;

Nicholís, 1993).

En condiciones patológicas, tales como la hipoxia, la membrana

presináptica libera descontroladamente gran cantidad de GLU que activará

todos los receptores glutamatérgicos postsinápticos. Esta excesiva activación

de la fibra postsináptica induce el comienzo de un proceso neurotóxico,

denominado excitotoxicidad <Olney, 1969; 1983), que culminará con la muerte

de la fibra.

En los primeros experimentos en los que se puso de manifiesto el

concepto de excitotoxicidad se observó que la administración de dosis altas de

GLU o cualquiera de sus análogos, en roedores, producía una degeneración

neuronal en la retina y otras zonas del sistema nervioso donde no había

barrera hematoencefálica. Estos experimentos llevaron a postular que el

mismo neurotransmisor que activaba la neurona postsináptica era capaz, a

altas dosis, de producir la muerte de la misma (Olney, 1969; 1983).

El mecanismo básico de la excitotoxicidad implica dos procesos

consecutivos, cada uno de ellos mediado por un subtipo especifico de receptor

glutamatérgico. El proceso comenzaría con un aumento de la concentración de

GLU en la hendidura sináptica, de forma que los mecanismos naturales de

recaptación y regulación, entre los que se encuentran las células gliales, para

el neurotransmisor no serian suficientes para eliminarlo del espacio
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intersináptico. Este fenómeno producirla la apertura prolongada de los canales

iónicos de la membrana postsináptica, responsables de la depolarización del

elemento postsináptico, por los que entran en la célula iones y agua. En

concreto, la entrada masiva de Na+ al interior celular sucede a través de los

receptores no-NMDA intensamente activados por una alta concentración de

GLU en la hendidura sináptica. Esta entrada de Nt induce un desequilibrio

iónico y una pérdida del equilibrio osmótico en la fibra, que provoca la entrada

de iones C1 y H20 produciendo un edema en el terminal glutamatérgico (Choi,

1987; Rothman y Olney, 1987). Tras esta activación de los receptores no-

NMDA, se produce la activación de los receptores NMDA, por cuyo canal

asociado, y liberado el Mg
2+ que lo bloquea volto-dependientemente en

condiciones de reposo, entra Ca2+ en la célula. El aumento de Ca2+

intracelular da lugar a la activación de gran cantidad de enzimas, proteasas,

fosfatasas, etc., que producen la degeneración y muerte celular <Olney y cols.,

1986; Choi, 1987; Mayer y Westbrook, 1987; Rothman y Olney, 1987; Meldrum

y Garthwaite, 1990).

Al igual que el sistema nervioso central, el órgano de Corti también puede

verse afectado por los efectos de la excitotoxicidad, en concreto las fibras

aferentes de tipo 1 del ganglio espiral, cuyo neurotransmisor es el GLU. Por

otro lado, situaciones patológicas como la hipoxia, la isquemia y el trauma

acústico, presentan en el receptor auditivo lesiones similares, lo que ha

llevado a sugerir que pueden tener una base fisiopatológica común en los

procesos excitotóxicos <Puel y Pujol, 1992). Consecuentemente, en la cóclea,

los edemas dendríticos que se observan tras el comienzo de las condiciones

de afección neurotóxica, como el trauma acústico, hipoxia-isquemia o por

aminoácidos excitotóxicos, se deben al primer mecanismo antes mencionado,

es decir, a la entrada de iones y agua por los canales iónicos asociados a los

receptores glutamatérgicos, mientras que las subsecuentes pérdidas de fibras
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mielinizadas y neuronas del ganglio espiral estará mediada por mecanismos

Ca2~-dependientes y por la pérdida de la homeostasis del Ca2 debida al

aumento de concentración del ión en el citoplasma (Eybalin, 1993).

La etiología de estos procesos se basa en la disminución de la presión

parcial de oxígeno en el órgano de Corti producida por una reducción del flujo

sanguíneo coclear. Así, reducciones del flujo sanguíneo coclear se ponen de

manifiesto en situaciones de sobreestimulación acústica mantenida durante

30-60 minutos <Thorne y Nuttall, 1987; Okamoto y cols., 1990).

Las lesiones cocleares producidas por estas patologías neurotóxicas se

centran, como ya se ha indicado, en los terminales de las fibras aferentes de

tipo 1 bajo las CCIs, en los que se observan edemas dendriticos e incluso

disrrupciones de la membrana. Estos patrones de degeneración neural son

similares a los observados en animales tratados con agonistas

glutamatérgicos, como el AK, AMPA, NMDA o el glutamato monosódico (GMS)

(Pujol y cols., 1985; Jensen, 1988; Juiz y cols., 1989; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990

a y b; Puel y cols., 1991 a; Janssen y cols., 1991; Janssen, 1992; Gil-Loyzaga

y cols., 1993 b; 1999 b), por lo que queda claro que estas alteraciones, de

origen excitotóxico, se relacionan con una liberación masiva y, por lo tanto

patológica, de glutamato a la hendidura sináptica <Faden y cols., 1989;

Eybalin, 1993) y que estos modelos de administración de agonistas

glutamatérgicos son válidos para el estudio de estas afectaciones cocleares.

El influjo de iones Ca2~ es el principal y responsable último de la

degeneración neuronal de origen excitotóxico, producida por la activación

prolongada de los receptores glutamatérgicos no-NMDA y NMDA <Weiss y

cols., 1990). Así, la liberación de GLU o de cualquier otro agonista

glutamatérgico, tras su administración en el animal, provoca en el terminal

glutamatérgico la activación prolongada de sus receptores postsinápticos,

manteniendo una depolarización continuada de la membrana neuronal (Olney
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y cols., 1986), período en el cual los canales de Ca2+ postsinápticos están

abiertos. Será a través de ellos, principalmente, por donde entrará el Ca2+

desestabilizando la homeostasis celular e induciendo el proceso neurotóxico.

En condiciones normales, la concentración de Ca2+ intracelular es

inferior a la extracelular gracias a la actuación de tres mecanismos: el

intercambiador Na~/Ca2~, la ATP-asa Ca2-dependiente y la captación de

Ca2+ intracelular en orgánulos citoplásmicos como la mitocondria o el retículo

endoplásmico liso. La apertura prolongada de los canales volto-dependientes

de este ión, en el proceso excitotóxico, constituye el principal camino de

entrada de Ca2+ en la célula. Este aumento de concentración de Ca2+ en el

citoplasma activa el sistema ATP-asa Ca2+~dependiente, reduciendo esta

concentración intracelular pero también disminuyendo los niveles de ATP. Si

estas condiciones se mantienen en el tiempo, como ocurre en la

excitotoxicidad, la célula acabará entrando en la producción de ATP mediante

un sistema de glucolisis anaerobia, produciéndose lactato que acidificará el

medio intracelular, afectando mecanismos enzimáticos y mitocondriales como

la misma producción de ATP, etc. Todo ello conducirá a una gran lesión

neuronal <Matias-Guiu, 1990).

La entrada del Ca2+ en la célula a través de los canales voltaje-

dependientes de este catión divalente es, solamente, uno de los caminos de

entrada del ión. Otro sitio de entrada del ión es, por ejemplo, el canal iónico

asociado a los receptores NMDA <Weiss y cols., 1990). También puede ser

introducido por el intercambiador intramembrana de Na+ICa2+, que en

condiciones normales saca de la célula Ca2+ introduciendo Na+ extracelular,

manteniendo la homeostasis del Ca2+ en el interior de la célula, usando el

gradiente electroquímico de Na+ mantenido por la Na+~K+~ATPasa. En

condiciones neurotóxicas, disminuye el gradiente de Na+ de la membrana, por

la disfunción de la Na+..KtATPasa, y el intercambiador de Na+/Ca2 revierte
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su acción introduciendo Ca2+ en la célula agravando el proceso excitotóxico

llegando a producir la muerte de la célula <Stys y cols., 1991).

Así, la gran mayoría del calcio entra en la fibra a través de los canales

ionotrópicos asociados a los receptores NMDA y por los canales volto-

dependientes de Ca2+ de la membrana postsináptica, dejando a un lado las

pequeñas cantidades del ión que se liberan en el citoplasma, en las

condiciones de reversión funcional ya comentadas, desde las bombas

Na~/Ca2~, desde los depósitos de Ca2~ del retículo endoplásmico, etc.

Resumiendo, existen dos tipos de canales de Ca2+: los canales volto-

dependientes que se activan en respuesta a cambios en el potencial de

membrana, y los canales de Ca2+ receptor-dependientes que se activarían

cuando un agonista especifico se uniese a sus receptores (Delgado y cols.,

1990). Según estos datos, el bloqueo selectivo de la entrada de Ca2~ en la

fibra en cualquiera de estos puntos de entrada en la célula, durante la

afectación neurotóxica, podría suponer la protección de la fibra frente a dicha

patología.

De hecho, existen modelos de experimentación en los que la

administración de antagonistas de los receptores glutamatérgicos bloquean los

procesos de degeneración neuronal (Rothman, 1984; Simon y cols., 1984;

Clark y Rothman, 1987; Gilí y cols., 1987; Goldberg y cols., 1987; Faden y

cols., 1989; Olney y cols., 1989). Por otro lado, en el receptor auditivo también

se han utilizado estas substancias. Así, la administración de DNQX <6-7-

dinitroquinoxalin-2,3-diona), antagonista específico de los receptores

glutamatérgicos de tipo AMPA, protegió los terminales dendríticos aferentes de

tipo 1 del ganglio espiral frente a las lesiones producidas por AMPA <Puel y

cols., 1991 b; Pujol y cols., 1992 a). La neurotoxicidad coclear también fue

antagonizada mediante la administración de ácido kinurénico, de MK-801

<Janssen, 1992) o de D-AP-5 <Siegel, 1991), antagonistas específicos de los
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receptores de tipo NMDA. De hecho, la combinación de antagonistas NMDA y

no-NMDA, D-AP-5 y DNQX, protegen totalmente de los efectos neurotóxicos

debidos a la inducción de isquemia coclear durante 20 minutos <Pujol y cols.,

1992 a).

Por otro lado, en otros modelos experimentales, en parte realizados en

nuestro laboratorio (Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; Hernández, 1993; Carricondo,

1995), se ha estudiado la protección derivada del bloqueo selectivo de los

canales volto-dependientes de Ca2+ frente a los efectos neurotóxicos

derivados de la administración de agonistas glutamatérgicos. Las sustancias

que actúan como bloqueantes de estos canales, también llamados

antagonistas del Ca2t previenen la entrada del ión en la célula mediante el

bloqueo selectivo de estos canales de tipo L, N o T. Entre los antagonistas

más representativos de los canales de tipo L se encuentran el verapamil, que

pertenece a las fenilalquilaminas, el nimodipino, de las 1 ,4-dihidropiridinas y el

diltiazem, dentro de las benzotiazepinas <Janis y Scriabine, 1983).

El mecanismo de acción de estos compuestos es variado, aunque es

común la inhibición de la corriente de entrada de Ca2+ a través de la

membrana celular ya que acortan el tiempo de apertura de los canales.

Considerando que los canales de Ca2+ pueden adoptar tres estados: reposo,

activo e inactivo, el Ca2+ solo entra en la célula cuando el canal está en

estado activo, mientras que estas sustancias los mantienen en los otros dos

estados, en reposo o inactivos. De esta manera contribuyen a la reducción de

la probabilidad de su apertura (Delgado y cols., 1990).

Sin embargo, existen diferencias en su forma de actuación. Así, el

verapamilo y el diltiazem, que están ionizados a pH fisiológico, deben

atravesar la membrana en su forma no cargada, para alcanzar su receptor en

el canal de Ca2+ desde dentro de la célula, nuevamente cargados. La unión se

produce cuando el canal esta en estado activo o inactivo. Por otro lado, las
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dihidropiridinas no están cargadas a pH fisiológico, por lo que alcanzarían al

receptor en la misma superficie de la membrana, en la superficie externa del

canal de Ca2+, independientemente del estado del canal, aunque su afinidad

por su receptor aumenta cuando está en estado inactivo (Hess y cols., 1984).

Por ello, al aumentar la frecuencia de estimulación y, consecuentemente, el

mantenimiento de los canales en estado activo o inactivo (bloqueo frecuencia-

dependiente), aumenta el efecto del diltiazem y del verapamilo. El mismo

efecto se observa en células depolarizadas (bloqueo voltage-dependiente) en

las que los canales de Ca2+ están en estado inactivo. Además, el verapamilo y

el diltiazem se disocian lentamente del canal por lo que retardan su activación,

lo cual es especialmente marcado en células depolarizadas. Las

dihidropiridinas, por su parte, se disociarían a mayor velocidad permitiendo

que el canal de Ca2+ se reactive antes. Ello explicaría el bloqueo más

marcado presentado por el verapamilo y el diltiazem, frente a las

dihidropiridinas (Delgado y cols., 1990).

En nuestro laboratorio se han evaluado los efectos protectores de varios

de estos bloqueantes de los canales de Ca2+, el diltiazem y el nimodipino,

frente a la neurotoxicidad coclear inducida por la administración de agonistas

glutamatérgicos como el AK o el GMS (Gil-Loyzaga y cols., 1993 fr

Hernández, 1993; Carricondo, 1995). Estos estudios demostraron la capacidad

de protección de estos productos en la fisiología y la morfología coclear frente

al proceso neurotóxico, de manera que la administración del bloqueante del

Ca2+ previa al tratamiento con el neurotóxico disminuyó notablemente la

afectación edematosa de las fibras aferentes del ganglio espiral inducida por la

acción neurotóxica del agonista glutamatérgico, mientras que el potencial de

acción compuesto del nervio coclear recuperó, a su vez, los valores obtenidos

en el grupo control.
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Hay que decir que estas no son las únicas estrategias de bloqueo de la

neurotoxicidad coclear, aunque sí las únicas basadas en el bloqueo directo de

la entrada de calcio en la fibra aferente de tipo 1. Nuestro laboratorio ha

investigado otros modelos de prevención de esta patología como la activación

de los terminales axónicos eferentes laterales que contactan con la fibra

aferente de tipo 1 del ganglio espiral. Estas neuronas controlan el paso de

potenciales hacia el sistema nervioso central de manera que su activación,

mediante la administración de agonistas gabaérgicos, como las

benzodiazepinas, o de agonistas dopaminérgicos, como la apomorfina o la

bromocriptina, induce la inhibición de la despolarización de las dendritas

aferentes y, por lo tanto, de la formación de los edemas dendríticos con la

consiguiente capacidad de protección de estas fibras frente al proceso

neurotóxico (Jiménez-Ferreres, 1996; Gil-Loyzaga y cols., 1998 b; 1999 a;

Vicente-Torres, 1998; Vicente-Torres y cols., 1999 a y b; Jiménez-Ferreres y

cols., 1999).

b) Ototoxicidad inducida por antibióticos aminoglicósidos.

Es bien conocida la capacidad ototóxica de los antibióticos

aminoglicósidos (Eybalin, 1993). Esta patología se centra en las células del

epitelio sensorial del órgano de Corti, en concreto las primeras que se ven

afectadas son las CCEs, y tiene un gradiente de lesión en el tiempo, de

manera que la afectación comienza por la espira basal de la cóclea y va

avanzando hacia el ápex a medida que aumenta el tiempo de administración

del antibiótico <Hawkins y Johnsson, 1981; Wers¡ll, 1981; Lenoir y Puel, 1987;

Bartolomé y cols., 1999 a). Fisiológicamente, se caracteriza por aumentos en

el umbral auditivo, disminución de la amplitud del PAC del nervio coclear y del

PMC, más evidente en las frecuencias agudas ya que la espira basal coclear
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es la más afectada (Nuttall y cols., 1977; Aran, 1981; Dumas y Charanchon,

1982; Puel y cols., 1987; Carricondo y cols., 1999 b; 2000).

El mecanismo de acción asociado a la ototoxicidad consiste en la entrada

en la célula del antibiótico, donde se une al fosfatidil-inositol-4,5-difosfato

bloqueando la síntesis de los segundos mensajeros inositol trifosfato y

diacilglicerol. Secundariamente, este proceso lleva a una inhibición de la

movilización del Ca2+ desde su almacén intracelular, es decir, el retículo

endoplásmico. El Ca2~ y el inositol trifosfato tienen importantes papeles en el

metabolismo celular con lo que la alteración de estos procesos lleva a las

CCEs a un desequilibrio metabólico que puede terminar con la muerte de la

célula (Schacht, 1986; Schacht y Zenner, 1987).

Por otro lado, en el desarrollo del receptor auditivo se observan los

primeros efectos de los antibióticos ototóxicos en el inicio de la funcionalidad

de la cóclea. La ototoxicidad se caracteriza por un período inicial de extrema

sensibilidad que es concomitante con la maduración de los potenciales

cocleares y la ultraestructura del órgano de Corti. En este período, que está

entre el ¶QO y 250 día postnatal en la rata y el 500 día gestacional del cobaya,

la cóclea en desarrollo es lesionada por bajas dosis de antibiótico que

usualmente no afectan a la cóclea adulta. Asimismo, cuando se usan

concentraciones de ototóxico que afectan a la cóclea adulta, los daños

encontrados en el receptor auditivo en desarrollo son mayores que los

observados en la cóclea madura <Pujol, 1986).
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Hipótesis

El receptor auditivo puede verse afectado por distintas patologías, entre

las que destacan la neurotoxicidad y la ototoxicidad.

Los procesos neurotóxicos cocleares, de etiología hipóxico-isquémica o

de trauma acústico, producen alteraciones en el órgano de Corti que se

centran en las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral, en las que se

producen edemas dendríticos que pueden suponer la ruptura de la membrana

celular y la muerte de la fibra. Esta patología está asociada a una intensa

activación de la dendrita primaria causada por un aumento de la concentración

de glutamato en la sinapsis entre las células ciliadas internas y las dendritas

aferentes de tipo 1. Este proceso neurotóxico puede producir distintos niveles

de afectación en el desarrollo ontogénico del receptor, dependiendo de la

sensibilidad del sistema a la neurotoxicidad.

Por otro lado, la ototoxicidad es producida por la administración de

antibióticos aminoglucósidos como la gentamicina, kanamicina, etc. Sus

efectos se circunscriben a lesiones en el epitelio sensorial del órgano de Corti,

concretamente en las células ciliadas externas, en primer término, y en las

células ciliadas internas. Al igual que la neurotoxicidad, en el desarrollo del

receptor auditivo existen períodos de máxima sensibilidad a los efectos

producidos por estas substancias. Pero al producir, ambas patologías, distintas

lesiones en el órgano de Corti, sus efectos sobre los potenciales coleares

podrían ser distintos.

Por ello, la administración de agonistas glutamatérgicos, como modelo de

estudio de la neurotoxicidad, y de antibióticos aminoglucósidos, en distintos

períodos del desarrollo del receptor auditivo, pueden aportar valiosos datos

sobre la evolución de la neurotoxicidad y la ototoxicidad en la fisiología y la

morfología coclear durante su desarrollo ontogénico.
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Objetivos

V. Estudiar, desde el punto de vista electrofisiológico y morfológico, la

evolución de la patología neurotóxica durante el desarrollo ontogénico

postnatal del receptor auditivo, mediante la administración de un agonista

glutamatérgico, el glutamato monosódico, en diferentes períodos postnatales.

20. Evaluación morfofuncional de los posibles efectos protectores de un

antagonista del calcio, el diltiazem, frente a la neurotoxicidad inducida por la

administración de glutamato monosódico.

30, Estudio de los efectos morfológicos y electrofisiológicos de la

administración de un antibiótico aminoglucósido, la kanamicina, sobre el

receptor auditivo de la rata adulta y en desarrollo.

40• Comparación funcional y morfológica de las lesiones cocleares

debidas a la neurotoxicidad y las de etiología ototóxica inducida por el

tratamiento con antibióticos aminoglucósidos.
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1. MATERIAL

Se utilizaron 96 ratas macho de la cepa Long-Evans en los distintos

experimentos propuestos para la realización de esta Tesis Doctoral. Todos

ellos estuvieron estabulados en el Animalario Central de la Universidad

Complutense de Madrid (CAI-UCM), en habitaciones con la temperatura

controlada (22 ±10C), ciclos de luz-oscuridad de 12 horas <luz a partir de las

08:00 h) y con libre acceso al agua y a la comida. El número de animales y las

edades de tratamiento se presentan en forma de tablas de distribución para

cada protocolo experimental así como las especificaciones de cada tratamiento

en el apartado 2 (ver METODOS).

2. METODOS

Para la consecución de los objetivos propuestos se diseñaron dos

protocolos experimentales independientes.

El protocolo de neurotoxicidad se dirigió a la realización de los

experimentos referentes a los objetivos 1~ y 20, es decir, el estudio de los

efectos en el desarrollo del receptor auditivo de la administración de glutamato

monosódico y la evaluación de los efectos protectores del antagonista del

Ca2~ diltiazem.

El protocolo de ototoxicidad se diseñó en base al
3er y 40 objetivo, de

manera que posibilitó la comparación de los efectos lesivos de origen

neurotóxico con los producidos por la ototoxicidad, patología ésta totalmente

distinta a la neurotoxicidad, pero que tiene algunos efectos comunes en el

receptor auditivo.
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PROTOCOLO DE NEUROTOXICIDAD

a) Diseño experimental

En este protocolo se utilizaron 65 ratas pigmentadas de la cepa Long-

Evans que se distribuyeron en 15 grupos de tratamiento, según el siguiente

diseño experimental:

Período de tratamiento. Días ~ostnatales__________

2-5 - 6-9 lk§9-12;?¿iiús? “~518 9 t 30-33

GMS 5 5 5 5 5

DIL+GM8 5 5 5 5 5

CONTROL 2 2 2 2 2

Cada grupo de animales fue tratado, en cada uno de los períodos de

tratamiento, bien con neurotóxico (GMS), bien con el antagonista del Ca2+

(DIL). Los resultados de cada grupo se compararon con los del grupo control.

En cada animal se registraron, electrofisiológicamente, las dos cócleas, y sus

datos fueron considerados independientes, lo que hace que cada grupo tenga

en realidad una muestra de 10 datos <n=10), mientras que en el caso de los

grupos control sea n4.

Los períodos de tratamiento se distribuyeron para el abarcar el estudio de

los siguientes procesos de desarrollo ontogénico del receptor <PND: día

postnatal):

- Periodo 2-5 PND: Estadio de maduración sináptica aferente.

- Período 6-9 PND: Estadio de maduración sináptica eferente.

- Período 9-12 PND: Comienzo de registro de PMC y PAC del VIII par.

- Período 15-18 PND: PMC y PAC con características adultas.

- PerIodo 30-33 PND: Animales adultos.
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Una vez tratados en cualquiera de estos períodos de tratamiento, los

efectos producidos en el receptor auditivo fueron evaluados cuando los

animales alcanzaron 45 días de edad, considerándolos de esta manera adultos

a efectos electrofisiológicos y morfológicos.

b) Tratamientos

Los fármacos utilizados en este estudio han sido:

- Glutamato monosódico <GMS): El GMS (Sigma) fue administrado, por

vía intraperitoneal <4 gIKg), diariamente durante 4 días consecutivos en cada

uno de los períodos de tratamiento.

- Diltiazem + plutamato monosódico <DIL+GMS): El DIL <Sigma) se

administró por vía intraperitoneal (3 mg/Kg) una hora antes de cada una de las

administraciones diarias de GMS.

- Control: Los animales de este grupo, fueron tratados con inyecciones

del vehículo de administración, agua destilada, en volumen equivalente y en

cada uno de los períodos de tratamiento.

c) Estudio electrofisiológico

Una vez los animales alcanzaron la edad adulta, 45 días postnatales, se

comenzó el estudio electrofisiológico coclear (Gil-Loyzaga y cols., 1999 b).

Para ello, los animales fueron anestesiados con una solución de hidrato

de cloral al 8% en agua destilada, e introducidos en una cámara anecoica

<Stock SA) con una atenuación de 30 dB (SPL) sobre el sonido externo.

A continuación se pasó a preparar al animal para el registro del potencial

de acción compuesto <PAC) del nervio coclear, mediante la técnica

electrococleográfica. Para ello, se procedió a la realización de una

traqueotomía para poder colocar una cánula conectada a un equipo de

respiración asistida para pequeños animales (New England Medical
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lnstruments 141 A). Se mantuvo al animal durante todo el proceso quirúrgico y

el registro electrofisiológico a una temperatura constante de 370C con una

manta eléctrica que cubría al animal.

La aproximación a la bulla timpánica, utilizando un microscopio de

microcirugía (Leica Wild M715), se realizó mediante una incisión en la zona

lateral del cuello y la disección de los músculos digástrico,

esternocleidomastoideo y omohioldeo, exponiéndose, de esta manera, la zona

ventral de la bulla timpánica. En esta superficie se practicó un pequeño orificio

con un bisturí, con la finalidad de observar la situación de la cóclea y sus

ventanas oval y redonda. En la ventana redonda se coloca un electrodo de

plata cubierto de Teflon excepto en los extremos, el electrodo activo, con la

punta redondeada para evitar la perforación de la membrana redonda y la

salida de perilinfa de la cóclea. El electrodo de referencia se sitúa en la

musculatura mandibular del lado ipsilateral a la cóclea registrada y el electrodo

neutro, que hace las veces de tierra, en la axila contralateral. Ambos

electrodos, el de referencia y el de tierra, son de acero inoxidable e

intraepidérmicos.

Tras la colocación de unos pequeños auriculares (Telephonics TDI-I 39)

en la proximidad de ambos oídos del animal, se pasó a la realización del

registro del PAC del VIII par. Para ello se utilizó una unidad compacta de

potenciales evocados <Mistral, Medelec lnt.) conectada a un sintetizador de

ondas (Hewlett Packard HP 8904 A). Los estímulos utilizados fueron ondas

cuadradas de tipo click, de 100 jis de duración a una tasa de 10 clickslsg,

filtradas a 6 frecuencias principales, 22, 18, 16, 12, 8 y 4 KHz, con

intensidades decrecientes, para cada una de las frecuencias de estudio, desde

100 hasta 30 dB <SPL), en pasos de 10 dB (SPL). La intensidad del estimulo

se calibró mediante un micrófono (Promax CLR-224) conectado a un

sonómetro (Promax 81-131 A) situado del auricular a la misma distancia que el
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oído del animal, utilizando la escala lineal <SPL) de presión sonora. La

estimulación, en campo libre, consistió en 64 estímulos con los que la unidad

de potenciales evocados realizó el promedio de la señal bioeléctrica

registrada. El registro se realizó en una ventana de análisis de 20 ms, ya que

el filtrado de la señal de estímulo para frecuencia por parte del sintetizador

produce un retraso de aparición de la onda de 15.4 ms.

En cada registro del PAC, se midieron los valores de latencia y amplitud

de la onda Nl del PAC. Los valores obtenidos en los tres grupos de

tratamiento, control, GMSy DIL+GMS, fueron distribuidos en gráficas ¡nput-

output para cada frecuencia de estimulación. El conjunto de resultados, de

latencia o de amplitud de la onda Nl del PAC, para cada frecuencia y, dentro

de ella, para cada intensidad, fue caracterizado por su media aritmética y su

desviación estándar. Por otro lado, la comparación de los resultados obtenidos

en cada grupo de tratamiento, en cada intensidad y cada frecuencia se realizó

mediante un test de análisis de la varianza <ANOVA) de una vía, con un test de

comparación a posteriori de Bonferroni.

d> Estudio morfológico

Tras el estudio electrofisiológico se llevó a cabo la fijación del tejido

coclear para realizar el estudio morfológico.

Para ello y bajo anestesia profunda se sacrificó el animal y se extrajeron

ambas cócleas, que fueron perfundidas perilinfáticamente con una solución de

fijación de glutaraldehido al 2.5% en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4. Tras una

postfijación en el mismo fijador de 2 horas a temperatura ambiente, se

comenzó el proceso de decalcificación en una solución de ácido ascórbico al

1% en NaCí al 0.9%, tras el cual las cócleas se postfijaron en 0s04 y se

incluyeron en Spurr. A partir de aquí se realizó el seccionamiento de la

muestra en cortes de 1 jim de espesor en un ultramicrotomo (LKB Bromma
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8800-111 Ultratome). Las secciones fueron teñidas en azul de Richardson y

estudiadas y fotografiadas en un microscopio óptico (Leica Leitz DMRB).

PROTOCOLO DE OTOTOXICIDAD

Este protocolo se diseñó para el estudio del comportamiento del potencial

de microfónico coclear (PMC) y del potencial de acción compuesto del nervio

coclear (PAC), frente a la neurotoxicidad inducida por un agonista

glutamatérgico, en este caso el ácido kaínico (AK), y frente a la ototoxicidad

inducida por la administración de un antibiótico aminoglucósido, la kanamicina

(KANA). En este último caso, se realizaron dos experimentos independientes,

uno para el estudio de la ototoxicidad en la rata adulta y otro para el estudio de

los períodos más sensibles a la ototoxicidad en el desarrollo del receptor

auditivo (Carricondo y cols., 2000).

Para la realización de los tres experimentos incluidos en este protocolo

se usaron en total 31 ratas de la cepa Long-Evans distribuidas en los

siguientes grupos de tratamiento

Periodo de tratamiento. Días postnatales

10-13 10-20. Adulto-Ú

Y-~ AK 4

• KANA. 6 6 5

CONTROL 10

A continuación se desglosarán los materiales y métodos utilizados en

cada uno de estos tres experimentos.
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a) Neurotoxicidad coclear en la rata adulta

En este experimento se evaluaron los efectos sobre el PMC y el PAC

producidos por la administración de AK, para lo cual se designaron los

siguientes grupos de estudio:

- Grupo AK: 4 ratas que recibieron una inyección intraperitoneal (5

mg/Kg) de AK (Sigma).

- Grupo control: El grupo control utilizado en este caso para la valoración

de los datos del PAC fue el mismo que el utilizado en el protocolo de

neurotoxicidad explicado anteriormente

Los animales fueron anestesiados con una solución de hidrato de cloral

al 8% en agua destilada, tras lo cual se llevó a cabo el registro

electrofisiológico del PMC y del PAC en la cámara anecoica <Stock SA).

En primer lugar se realizó el registro del PMC de los animales sin

tratamiento, para lo cual se colocaron tres electrodos intraepidérmicos de

aguja de acero inoxidable en ambos músculos mandibulares y en el vertex. El

registro del PMCse llevó a cabo usando tonos puros de 4 frecuencias, 4000,

2000,1000, 500 y 250 Hz (ver sección: Regís fra del PMC). Este registro previo

a la administración del AK, permitió la obtención de los valores control para el

PMC. Tras este registro se les administró a los animales una inyección

intraperitoneal de AK. Al día siguiente, 24 horas más tarde, los animales fueron

de nuevo anestesiados para la realización de los registros del PMC y PAC del

nervio coclear. El PAC se registró de la misma manera que la expuesta en el

protocolo de neurotoxicidad anteriormente. Tras ello, se extrajeron las cócleas

y se prepararon para el estudio morfológico mediante el protocolo antes

descrito. Las medias aritméticas y la desviación estándar de los valores de

latencia y amplitud de la onda NI del PAC, así como los valores de umbral

auditivo del PMO y del PAC, fueron graficados y comparados estadísticamente

mediante una ANOVA de una vía con un test a posterioride Bonferroni.
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b) Ototoxicidad en la rata adulta

En este experimento se utilizaron 5 ratas adultas a las que se les realizó

un registro de PMC previo al tratamiento con el antibiótico aminoglucósido

elegido, la kanamicina (Sigma) en dosis diarias de 300 mg/Kg. La KANA fue

administrada diariamente a los animales mientras que se fue realizando

regularmente el registro del PMC a lo largo del experimento. El tratamiento

diario con KANA se alargó en el tiempo hasta que desapareció totalmente el

PMC, hecho que acaeció en el 220 día de administración. En este día se

realizó el registro del PAC y se sacrificaron los animales para realizar la

extracción de las cócleas y el procesado morfológico antes descrito. Los

valores de umbral auditivo para el PMC en las distintas frecuencias y a lo largo

del período de tratamiento fueron graficados para poder observar la evolución

de este potencial durante la administración de KANA.

c) Ototoxicidad en la rata en desarrollo

En este experimento se utilizaron un total de 12 ratas de 10 días de edad

distribuidas en dos grupos de estudio:

- 10-13 ond: 6 ratas a las que se les administró por vía intraperitoneal

KANA, 300 mg/Kg, diariamente en el periodo comprendido entre el 100y el 130

día postnatal <pnd).

- 10-20 pnd: 6 ratas a las que se les administró por vía intraperitoneal

KANA, 300 mg/Kg, diariamente en el periodo comprendido entre el 100 y el 200

pnd.

Cuando los animales alcanzaron la edad adulta <450 pnd) fueron

anestesiados y se llevaron a cabo los registros del PMC y del PAC del nervio

coclear. Tras estos registros los animales fueron sacrificados y las cócleas

extirpadas para poder realizar el estudio morfológico.
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d) Registro del potencial microfánico coclear

Este análisis fue llevado a cabo utilizando un nuevo equipo de registro

del PMC, diseñado por el Dr. Julio Sanjuán Juaristi. Este protocolo de

ototoxicidad permitió la constatación de la fiabilidad del registro y, por otro

lado, el estudio de la afectación sobre el PMC de la administración del

antibiótico aminoglucósido.

Este nuevo equipo de registro de PMC <PM/97, Electrónica General

Española SL) está compuesto por dos unidades independientes. La primera es

la unidad de estimulación, con la que se controla, en frecuencia y en

intensidad, el estímulo con el que se registrará el PMC. La segunda unidad es

la más compleja ya que es la que recoge, filtra, amplifica y promedia el

potencial bioeléctrico registrado. Esta segunda unidad incluye los electrodos,

un preamplificador diferencial, un amplificador y el ordenador con su software

particular para el promediado de la señal <Fig. 14).

El registro del PMC se basa en la principal propiedad del PMC, es decir,

en la capacidad de este potencial de repetir fielmente, en frecuencia y

amplitud, el sonido que lo genera.

El PMC es registrado mediante electrodos de superficie. En el caso de

estos experimentos se utilizaron para mejorar la señal registrada electrodos de

acero inoxidable intraepidérmicos de aguja, pero cuando se registran humanos

se utilizan electrodos de superficie, en forma de disco, que se colocan

pegados en la piel. Los electrodos se sitúan en la musculatura mandibular de

ambos lados, mientras que el electrodo de tierra se sitúa en el vertex. Los tres

electrodos se conectan a un preamplificador diferencial, que registra la señal

bioeléctrica. Este preamplificador al ser diferencial, discrimina solamente

aquellos potenciales que pasan por uno de los dos electrodos activos, de

manera que aquellas señales de inducción o ruido ambiente que entren a la
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vez por estos dos electrodos serán eliminadas. Además, el preamplificador

filtra las señales cuya frecuencia está entre los limites de registro del equipo,

es decir, entre 4000 y 250 Hz, lo que constituye el primer sistema de

discriminación de la señal del PMC.

En esta etapa del registro, la relación entre el PMC y el ruido que

enmascara la señal microfónica, no es buena. El conjunto de señales que

pasen por el preamplificador diferencial, situadas entre 4000 y 250 Hz, llegan

al amplificador donde son específicamente filtradas, de manera que se

discrimina la parte de la señal que posea la misma frecuencia que la del

sonido estimulante. Para ello, el amplificador tiene potentes filtros de paso alto

y de paso bajo (90 dB por tercio de octava en ambos lados), que seleccionan

las señales bioeléctricas cuya frecuencia coincide con la del estímulo, dentro

de las que tiene que estar la señal del PMC, rechazando el resto de señales

de distinta frecuencia que componen el ruido que enmascara el PMC.

El mayor problema técnico surge en este momento, es decir, la

identificación del PMC entre toda la señal filtrada a una frecuencia

determinada por el amplificador. Para ello, se utiliza una característica del

PMC que es que se genera en fase con el sonido estimulante. De manera que

el PMCserá, dentro de la señal, aquel que esté en fase con el estimulo. Para

discriminarlo, se marca el estímulo con una señal de comienzo en cada ciclo

de las ondas del estimulo, un tr¡gger, que el promediador identifica, de manera

que selecciona aquellos potenciales bioeléctricos en fase con el triggery por lo

tanto con el estímulo. Esta sincronización de la actividad de las CCEs y el

estímulo hace posible el promediado de la señal del PMC con el software del

ordenador.

Todo ello es tan complejo porque la señal estimulante utilizada en este

tipo de registro no es la habitual, es decir, no son estímulos transitorios como

el click, sino que el estímulo es un tono puro continuo. Esto tiene que ser así,
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porque los auriculares no reproducen correctamente los sonidos transitorios

como el click (Fig. 15).

La membrana del altavoz que intenta reproducir un click, al tener una

masa, tiene una inercia que impide reproducir fielmente la brusca rampa de

subida y de bajada del click, formando una respuesta tardía y llena de

reberveraciones incontrolables desde el punto de vista de discriminación

frecuencial de la señal. Con un sonido de estas características, el PMCcreado

carece de la especificidad frecuencial que se pretende para el estudio. Esto no

quiere decir que la estimulación con sonidos transitorios sea inútil, sino que

para poder extraer con esta estimulación información frecuencial se necesitan

costosos equipos de análisis espectral del potencial registrado. Por ello, en

este nuevo equipo se utilizan tonos puros continuos como sonido estimulante y

la promediación es en tiempo real.

Así, el estímulo que se utiliza en este equipo son tonos puros continuos

de cuatro frecuencias: 4000, 2000, 1000, 500 y 250 Hz, estimulación que

recorre ampliamente el espectro frecuencial auditivo humano en la zona

conversacional. Los estímulos se realizan a diferentes intensidades, de 110 dB

a 30 dB, en pasos decrecientes, de 10 en 10 dB, para buscar el umbral

auditivo para el PMC.

La señal eléctrica del tono puro estimulante es convertida en sonido por

un transductor. Este transductor es un elemento electromagnético que produce

un fuerte campo magnético de la misma frecuencia que el sonido estimulante

y, además, es sincrónico con el estimulo. Esto es un problema añadido para el

registro del PMC ya que este campo magnético puede introducir artefactos en

la señal bioeléctrica recogida y contaminar el registro. Para evitar este

problema, el transductor debe ser aislado y alejado de los electródos, de

manera que la estimulación se realizará conectando un tubo de plástico al

transductor y conectando su parte terminal al oído del paciente. En el caso de
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las ratas, el tubo termina en un cono en cuyo vértice se coloca un tubo de

calibre similar al del conducto auditivo externo, de manera que la estimulación

se realiza en campo cerrado. Antes de proceder a los registros de PMC, la

intensidad sonora se calibra con un sonómetro.

Una vez registrado el PMCpara cada una de las frecuencias de estímulo,

los resultados pueden ser impresos para su estudio posterior.
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Figum 15: Imágenes de osciloscopio que representan el comportamiento a la
salida de un altavoz de un estimulo tipo click (a) y de un estimulo en forma de tono
puro continuo (b). El click (a) pmduce a la salida del altavoz una serie de
reverberaciones de frecuencia incontrolada, mientras que el tono puro continuo <b)
es fielmente reproducido por los altavoces.
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RESUL TADOS
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NEUROTOXICIDAD EN EL DESARROLLO DEL RECEPTOR AUDITIVO

A continuación pasaremos a comentar los resultados obtenidos tras la

realización del protocolo de neurotoxicidad propuesta en el apartada de

materialy métodos.

En todos las grupas de tratamiento los resultados, tanto

electrofisiológicos como morfológicos, serán comparados con los del grupo

control (Fig. 16).

a) Periodo deI 20 al 50 día postnatal.

La administración intraperitoneal de GMS en el pendo comprendido entre

los días 20 y 50 de vida de la rata, produjo una serie de efectos

electrofisiológicos sobre el PAC del nervia auditivo, que redundaron sobre toda

en la amplitud de la onda Nl del PAC.

Así, la latencia media de la onda Nl del PAC (Fig. 17), medida a partir de

todos los registras de estos animales tratadas con GMS, no presentó

variaciones significativas respecto a las obtenidas en el grupo control.

Solamente, en los registros con estimulación con clicks filtrados a 22 KHz se

observó un aumenta de la latencia obtenida en el grupo de administración con

GMS en las intesidades de estimulación más altas. La administración previa de

OIL a la de GMS tampoco produjo variaciones significativas de la latencia de la

onda Nl del potencial a ninguna de las frecuencias estudiadas frente a las

obtenidas en el grupo control ni con las del grupa de tratamiento con GMS.

En cuanto a la amplitud de la onda Nl del PAG (Fig. 18), la

administración de GMS en este período de vida postnatal produjo una

disminución significativa de dichos valores de amplitud frente a los valores

abtenidos en el grupo control en todas las frecuencias de estudio. Por otra

lado, la administración previa de OIL a la de GMS indujo una recuperación de
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estos valores de amplitud obtenidos en los animales del grupo de GMS. Estos

resultados obtenidos en los animales del grupo DIL+GMS no llegaron a ser tan

altos como los obtenidos en el grupo control pero sin diferencias disminuyeron

significativamente.

En cuanto al estudio morfológico de las cócleas de los animales tratados

en este periodo de estudio, la administración de GMS (Fig. 19) no produjo

grandes alteraciones en la morfología del receptor auditivo. Así, en el órgano

de Corti (Fig. 19 b) se observaron pequeños edemas dendríticos en la base de

las CCIs, mientras que en el resto del epitelio sensorial no se apreciaron

alteraciones reseñables. En el ganglio espiral de la cóclea (Fig. 19 c) se

observaron pequeños huecos entre las neuronas del ganglio, que representan

espacios vacíos dejados por neuronas múertas.

En las imágenes obtenidas de las cócleas procedentes de animales que

fueron tratados con DIL+GMS (Fig. 20) se observó una disminución de los

edemas dendriticos de las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral en la

base de las OCís que se presentan en el órgano de Corti de los animales

tratados solamente con GMS <Fig. 20 b). Por otro lado, en el ganglio espiral se

observa un número discreto de espacios vacíos entre las neuronas del ganglio,

consecuencia de la pérdida de unidades neuronales tras el tratamiento (Fig. 20

c).
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Figura 16: Imágenes de microscopia óptica de la rampa media coclear y del
órgano de Corti procedentes de una cóclea de un animal del grupo control. Se
observa la morfología normal del receptor auditivo. (CCEs; células ciliadas
externas; CCL célula ciliada interna; Dl? células de Deiters; EV: esfría vascular
GE: ganglio espirat MB: membrana basilar MR: membrana de Re¡ssner MT
membrana tectoria; OC: órgano de Corti; RC: rampa coclear TC: túnel de Cortí
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Período 2-5 pnd. Amplitud onda Nl del PAC
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Figura 19: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con GMS
en los días 2 al 5 postnatal. a) Espira media coclear; b) Detalle del órgano de Corti, en
el que se pueden observan algunos edemas dendríticos en la base de la CCI (flecha
negra); c) Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan los núcleos de las
fibras aferentes de tipo 1 (estrellas). CCEs: células ciliadas externas; CCL célula ciliada
interna; GE: ganglio espiral; MT: membrana tectoria; OC: órgano de Cortí
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Figura 20: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con
DIL+GMS en los días 2 al 5 postnatal. a) Espira media coclear; b) Detalle del árgano
de Corti; c) Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan los núcleos de las
fibras aferentes de tipo 1 (estrellas) y algunos huecos de fibras muertas <flechas).
CCEs: células ciliadas externas; CCL célula ciliada interna; GE: ganglio espirat MT?
membrana tectoria; OC: órgano de Cortí

‘e-,
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b> Periodo del 60 al 90 día postnatal.

Los efectos de la administración del neurotóxico GMS en la producción

del PAC fueron, en general, de mayor calibre que los observados en los

estudios referentes al anterior periodo, es decir, del 20 al 50 día postnatal.

Así, la latencia de la onda Nl del PAC del nervio coclear <Fig. 21)

obtenida en los registros de los an¡males que recibieron GMS en este periodo

se vió incrementada en todas las frecuencias de estudio respecto a los valores

obtenidos en el grupo control. La administración previa de DIL al tratamiento

con GMS no mejoró la situación de los valores de latencia conseguidos por los

animales del grupo de administración con GMS, de manera que sus medias se

situaron a la altura de las representantes del grupo GMS sin aportar

diferencias significativas con ellas y quedando siempre retrasadas frente a los

valores referencia del control.

En cuanto a la amplitud de la onda Nl del PAC (Fig. 22), la

administración de GMS en este período indujo una disminución significativa de

los valores de amplitud de la onda Nl del PAC respecto a los valores

obtenidos en el grupo control en todas las frecuencias estudiadas. La

administración de DIL mejoró los valores de amplitud, pero sólo a medias y

altas intensidades de estimulación, manteniéndose estos valores a la par que

los obtenidos en el grupo GMS en las intensidades de estimulación bajas.

El tratam¡ento con GMS en este periodo produjo grandes alteraciones en

el receptor auditivo (Fig. 23). En el órgano de Corti, se observaron gran

cantidad de edemas dendríticos en la base de las COIs (Fig. 23 b), mientras

que en el ganglio espiral coclear se observaron grandes pérdidas neuronales

(Fig. 23 c). El pretratamiento con DIL (Fig. 24) no disminuyó en apariencia la

pérdida de neuronas del ganglio espiral (Fig. 24 c) inducida por el GMS.
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Período 6-9 pnd. Latencia onda Nl del PAC
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Período 6-9 pnd. Amplitud onda Nl del PAC
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Figura 23: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con GMS en
los días 6 al 9 postnatal. a> Espira media codear; b) Detalle del órgano de Cortí, en el que
se pueden observan edemas dendríticos en la base de la CCI (flecha negra>; c) Detalle del
ganglio espiral coclear en el que se observan las fibras aferentes de tipo 1 (estrellas) y los
huecos dejados por las fibras desaparecidas (flechas). CCEs: células ciliadas externas;
CCL célula ciliada interna; GE: ganglio espirat OC: órgano de Cadí
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Figura 24: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con
DIL+GMS en los días 6 al 9 postnatal. a) Espira media coclear; b) Detalle del órgano de
Corti; c) Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan las fibras aferentes de
tipo 1 (estrellas) y algunos huecos dejados por fibras muertas (flechas). CCEs: células
ciliadas externas; CCL célula ciliada interna; GE: ganglio espirat OC: órgano de Cadi.
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c) Período del 90 al 120 día postnatal.

Electrofisiológicamente y morfológicamente, la administración de GMS en

este periodo produjo alteraciones similares a las encontradas en los animales

tratados en el período del 60 al 90 día postnatal.

La latencia de la onda Nl del PAC del VIII par (Fig. 25) se vió afectada

por el tratamiento con el neurotóxico, de manera que incrementó sus valores

respecto a los valores obtenidos del grupo control en todas las frecuencias de

estudio. En este caso, la preadministración de DIL a la del GMS, remedó de

alguna manera algunos de los datos de latencia del grupo GMS, consiguiendo

diminuir discretamente los valores de latencia acercándolos a los del grupo

control.

La amplitud de la onda Nl del PAC también se mostró muy alterada por

el tratamiento con GMS en este periodo <Fig. 26) de manera que se

disminuyeron significativamente sus valores frente a los obtenidos en el grupo

control. La administración previa de OIL a la del GMS mejoró de manera

notable la situación aumentando los valores de amplitud pero sin alcanzar en

ningún caso los valores referentes del grupo control.

Las imágenes de microscopia aportaron datos sobre los efectos

neurotóxicos del GMS <Fig. 27) que fueron predominantes sobre el ganglio

espiral donde se observaron grandes pérdidas de unidades neuronales (Fig.

27 c). El tratamiento con DIL mejoró esta situación protejiendo, aunque no

totalmente, al ganglio espiral coclear de la pérdida de neuronas (Fig. 28>.
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Período 9-12 pnd. Latencia de Nl del PAC
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Período 9-12 pnd. Amplitud de Nl del PAC
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Figura 27: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con GMS en
los días 9 al 12 postnatal. a> Espira media coclear; b> Detalle del órgano de Corti; c)
Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan los huecos dejados por las fibras
aferentes desaparecidas (flechas>. CCEs: células ciliadas externas; CCL celula9 ciliada
interna; GE: ganglio espiral; OC: órgano de Cadi.
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Figura 28: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con
DIL+GMS en los días 9 al 12 postnatal. a) Espira media coclear; b> Detalle del órgano de
Corti; e) Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan las fibras aferentes de
tipo 1 (estrellas) y huecos dejados por fibras muertas <flechas). CCEs: células ciliadas
externas; CCL célula ciliada interna; GE: ganglio espirat OC: órgano de Codi.
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d) Período del 150 al 180 día postnataí.

Los efectos de la neurotoxicidad inducida por la administración de GMS

en este periodo de desarrollo postnatal de la rata indujo menores alteraciones

que las observadas en los grupos anteriores.

Así, la latencia de la onda Nl del PAC del nervio coclear (Fig. 29) no se

vió afectada de manera significativa, en ninguna de las frecuencias

estudiadas, por la administración de GMS en este período respecto a lo

obtenido en el grupo control. Asimismo, en los animales pretratados con OIL al

tratamiento con GMS, si bien se obtuvieron valores de latencia sensibíemete

mayores a los del grupo control, prácticamente no fueron significativos en

ningún caso, con lo que se puede considerar que no varian los valores

respecto a los del grupo control.

En cuanto a la amplitud de la onda Nl del PAC del VIII par <Fig. 30), al

igual que en los anteriores grupos de tratamiento, la administración de GMS en

este periodo produjo una disminución significativa de los valores de amplitud

respecto a la de los animales del grupo control en todas las frecuencias de

estimulo. En este caso, el tratamiento con OIL produjo un incremento de la

amplitud que se situó al nivel de los datos obtenidos en el grupo control,

aunque en las intensidades mayores de estimulación sufre una pequeña

disminución respecto a los referentes del control.

En el estudio morfológico de las cócleas pertenecientes a los animales

tratados con GMS en este período de desarrollo (Fig. 31>, se observa que las

alteraciones del ganglio espiral, aun siendo menores que en grupos

precedentes, todavía significan una pérdida significativa del número de

neuronas en el ganglio (Fig. 31 c). La preadministración de DIL indujo una

protección, aunque no total, de las neuronas del ganglio espiral, observándose

todavía un pequeño número de neuronas perdidas (Fig. 32).
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Período 15-18 pnd. Latencia de Nl del PAC
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Período 15-18 pnd. Amplitud de Nl del PAC
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Figura 31: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con GMS en
los dias 15 al 18 postnatal. a> Espira media coclear; b) Detalle del órgano de Corti; c>
Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan los huecas dejados por las fibras
aferentes desaparec¡das (flechas>. CCEs: células ciliadas externas; CCI: célula ciliada
interna; GE: ganglio espiral; OC: órgano de Corti.
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Figura 32: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con
DIL+GMS en los días 15 al 18 postnatal. a> Espira media coclear; b> Detalle del órgano
de Corti; c> Detalle del ganglio espiral coclear en el que prácticamente no se observan
huecos de fibras muertas y desaparecidas. CCEs: células ciliadas externas; CCL célula
ciliada interna; GE: ganglio espiral; OC: órgano de Cortí
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e) Periodo del 300 al 330 día postnatal.

Los efectos morfológicos y electrofisiológicos del tratamiento con GMS en

este periodo fueron menores que en los grupos precedentes.

La latencia de la onda Nl del PAC del nervio coclear apenas se vió

afectada por el tratamiento con el neurotóxico (Fig. 33) comparando los

valores obtenidos en este grupo con los del grupo control. De la misma

manera, la preadministración de DIL a la administración de GMS tampoco

produjo alteraciones significativas en el comportamiento de la latencia de la

onda Nl del PAC respecto a los valores obtenidos en los otros dos grupos de

estudio, control y GMS.

En cuanto a los resultados de la amplitud de la onda Nl del PAC del VIII

par (Fig. 34), se observaron disminuciones significativas de la amplitud en los

animales tratados con GMS, respecto a los valores del grupo control. Estas

disminuciones de la amplitud solo fueron aparentes en estimulaciones de

media y alta intensidad, en las frecuencias de estímulo 22, 18, 16, y 12 KHz

mientras que en las frecuencia más graves de estimulación, 8 y 4 KHz, no se

observan estas variaciones. El pretratamiento con DIL corrige estos valores

llevándolos incluso, en algunos casos, por encima de los valores medios

obtenidos en el grupo control.

En las imágenes de microscopia se observaron pequeñas muestras de

las alteraciones producidas por el GMS (Fig. 35), de manera que se detectó un

pequeño número de huecos en el ganglio espiral dejados por neuronas

muertas (Pig. 35 c). El tratamiento con DIL (Fig. 36) corrigió esta situación

devolviendo al receptor auditivo a su estado normal.
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Período 30-33 pnd. Amplitud de Nl del PAC
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Figura 35: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con GMS en
los días 30 al 33 postnatal. a) Espira media coclear; b) Detalle del órgano de Corti; c)
Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan algunos huecos dejados por las
fibras aferentes desaparecidas (flechas). CCEs: células ciliadas externas; CCL célula
ciliada interna; GE: ganglio espiral; OC: órgano de Codi.
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Figura 36: Imágenes a microscopia óptica de la cóclea de un animal tratado con
DIL+GMS en los días 30 al 33 postnatal. a> Espira media coclear; b) Detalle del órgano
de Corti; c> Detalle del ganglio espiral coclear en el que se observan las neuronas que lo
constituyen (estrella). CCEs: células ciliadas externas; CCL célula ciliada interna; GE:
ganglio espiral; OC: órgano de Cortí
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OTOTOXICIDAD EN EL DESARROLLO DEL RECEPTOR AUDITIVO

A continuación se comentarán los resultados obtenidos tras la realización

del protocolo de ototoxicidad propuesto en el apanado de materia/y métodos.

a) Neurotoxicidad coclear en la mU adulta

Este experimento de neurotoxicidad fue llevado a cabo mediante la

administración de un agonista glutamatérgico, el ácido kaínico (AK), en ratas

adultas. La neurotoxicidad así inducida afectó desigualmente a los dos tipos de

potenciales cocleares evaluados en este protocolo, el PAC y el PMO.

En cuanto al PAC del VIII par (Fig. 37), la administración intraperitoneal

de AK produjo grandes alteraciones en los valores evaluados del PAC. Así, la

latencia de aparición de la onda Nl se incrementó significativamente en todas

las frecuencias de estimulación, respecto a los valores considerados como

control del experimento. Por otro lado, el parámetro más afectado por el

tratamiento con el AK fue el de la amplitud de la onda, que sufrió una amplia

regresión de sus valores comparándolos con los obtenidos en el grupo control.

Por otro lado, en los registros del PMC (Fig. 38), se observó que la

administración de AK no produjo variaciones significativas en la media de los

umbrales de audición para este potencial en ninguna de las frecuencias de

estimulación estudiadas (Fig. 38 a). En esta figura se muestran dos ejemplos

de registros de PMO de un animal control (Fig. 38 b) y de un animal tratado

con AK (Fig. 38 c), en los que se puede observar la falta de diferencias en el

umbral auditivo para el PMC, considerando como umbral la mínima intensidad

que es registrada inteligiblemente.

El exámen microscópico de estas cócleas <Fig. 39) puso de manifiesto las

alteraciones de etiología neurotóxica en forma de edemas dendríticos de las

fibras aferentes de tipo ¡ bajo las COIs (Fig. 39 b>. No se observaron daños en

las COEs ni en otras estructuras cocleares.
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Efectos del ácido kainico sobre el PAC
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Figura 39: Imágenes microscópicas del órgano de Corti de rata.
a) Detalle de la espira media coclear de una rata del grupo control. b> Detalle de la espira
media coclear de una rata tratada con ácido kaínico. El tratamiento con el neurotóxico
produjo edemas dendríticos en las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral, que se
pueden observar en la base de la CCI (flechas). CCEs: células ciliadas externas, CCL célula
ciliada interna, MT membrana tectoria, TC: túnel de Cortí
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b) Ototoxicidad en la rata adulta

Este experimento permitió evaluar la evolución de la afectación ototóxica

a lo largo de un tratamiento crónico, que en este caso duró 22 días, sobre los

umbrales auditivos del PMC (Fig. 40).

La administración diaria de KANA produjo un incremento constante de los

umbrales auditivos para el PMC desde el tercer día de tratamiento (Fig. 40 a),

hasta el umbral máximo, conseguido para todas las frecuencias de estímulo en

el 220 día de tratamiento. Por otro lado, no todas las curvas de frecuencias de

estudio se comportaron de igual manera a lo largo del tratamiento. Así, en el

día 0, registro previo al comienzo del tratamiento con KANA, no se obtuvieron

los mismos umbrales auditivos “basales” para todas las frecuencias, de

manera que los menores umbrales se obtuvieron con las frecuencias de

estimulación más agudas, 4000, 2000 y 1000 Hz, mientras que para las

frecuencias de estímulo más graves, 500 y 250 Hz, se obtuvieron umbrales

más elevados. A partir de estos umbrales, todas las curvas incrementaron sus

valores de umbral medio durante el tratamiento con KANA. A continuación se

presentan dos ejemplos de registros de PMC en dos momentos del tratamiento

con KANA, en el día 90 <Fig. 40 b> y en el 220 (Fig. 40 c).

En las imágenes de microscopia (Fig. 41) se pudieron observar los

efectos de este tratamiento crónico con el antibiótico aminoglucósido KANA.

Las lesiones se centraron en el epitelio sensorial del órgano de Corti con

degeneración de las células ciliadas, en especial las de la espira basal de la

cóclea (Fig. 41 b), aunque en las demás espiras la afectación también fue

evidente en las CCEs, además de la aparición de edemas dendríticos de las

fibras aferentes de tipo 1 en la base de las COIs (Fig. 41 a>. No se observaron

daños en otras estructuras cocleares como el ganglio espiral.
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Figura 41: Imágenes microscápicas del órgano de Cortí de rata adulto tratado con
kanamicina durante 22 días.
a) Detalle de la espira media coclear. El tratamiento crónico con kanamicina produjo
alteraciones en las CCEs así como un inicio de edemas dendriticos en las fibras aferentes
de tipo 1 (flecha). b) Detalle de la espira basal coclear. La espira basal coclear es la más
afectada por el tratamiento con el antibiótico, con pérdida del epitelio sensorial del órgano de
Corti (rectángulo). No se observan daños apreciables en las fibras del ganglio espiral
(estrella). CCEs: células ciliadas externas, CCL célula ciliada interna, MT membrana
tectoria.
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c> Ototoxicidad en la rata en desarrollo

Este experimento permitió evaluar el periodo de sensibilidad extrema en

la ontogenia del receptor auditivo a los daños de etiología ototóxica por

tratamiento con KANA.

Tras el tratamiento con KANA en los dos períodos de desarrollo postnatal

del estudio, es decir, del 100 al 130 día postnatal y del jQO al 200 día postnataí,

se observan grandes alteraciones en el PAC del nervio coclear. La latencia de

la onda Nl del PAC del VIII par (Fig. 42), sufre una gran regresión en ambos

grupos de tratamiento, retrasando su aparición y perdiendo la morfología típica

de una curva input-output Por otro lado, la amplitud de la onda Nl del PAC

(Fig. 43) también sufre modificaciones importantes en los animales tratados en

el período de desarrollo con KANA, produciéndose disminuciones importantes

de los datos de amplitud respecto a los valores obtenidos en los animales del

grupo control.

Este tratamiento con KANA también alteró los componentes del umbral de

audición para el PAC del nervio coclear a todas las frecuencias de estudio

<Fig. 44 a), así como los valores de umbral del PMC (Fig. 44 b), aunque en

este caso las diferencias de umbral entre los animales tratados y los valores

control fueron mayores en las frecuencias agudas mientras que a 500 y a 250

Hz se produce un incremento del umbral auditivo medio del grupo control,

reduciendo las diferencias con los registros de los animales tratados con

KANA. Se presenta un ejemplo de una hoja de resultados de un registro de

PMC en un animal tratado con KANA en los días 100 al 130 (Fig. 44 c) y del 100

al 200 (Fig. 44 d).

El estudio morfológico de estas cócleas (Fig. 45) reveló alteraciones y

desaparición del epitelio sensorial del órgano de Corti, así como una

degeneración de las fibras del ganglio espiral coclear, en ambos períodos de

tratamiento.
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Efectos de KANA sobre el PAC del nervio coclear
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Efectos de KANA sobre el FAO del nervio coclear
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Figura 45: Imágenes microscópicas del órgano de Corti de ratas en desarrollo tratadas con
kanamicina.
a) Cóclea de un animal tratado con kanamicina durante los días 100 al 130 postnatales. El
tratamiento con kanamicina produjo la eliminación total del epitelio receptor del órgano de
Corti (rectángulo) así como de las fibras aferentes del ganglio espiral (estrella). b) Cóclea de
un animal tratado con kanamicina durante los días 100 al 200 postnatales. El tratamiento con
kanamicina produjo los mismos efectos degenerativos que en el caso anterior.
MT membrana tectoria.
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DISCUSIÓN
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1. NEUROTOXICIDAD EN EL RECEPTOR AUDITIVO

a) Análisis de las alteraciones cocleares de etiología neurotóxica.

Los procesos neurotóxicos que afectan al receptor auditivo están

asociados a patologías como la hipoxia-isquemia o a los daños cocleares

derivados de la exposición prolongada a sonidos de elevada intensidad, o

trauma acústico (Puel y Pujol, 1992). Estas patologías provocan la aparición de

edemas dendríticos en los terminales de las fibras aferentes de tipo 1 del

ganglio espiral, localizados bajo las CCIs. Estos edemas pueden producir la

ruptura de la membrana dendritica y, conjugado con otros procesos asociados,

la consiguiente muerte de la neurona (Eybalin, 1993). Las alteraciones de

etiología neurotóxica son muy específicas porque son producidas por un

aumento descontrolado de glutamato en las hendiduras de las sinapsis

glutamatérgicas, que en el órgano de Corti solo se localizan entre las CCIs y

las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral coclear (Fig. 8). Es necesario

reseñar que estos mismos procesos neurotóxicos se reproducen, en las

mismas condiciones patológicas excepto el trauma acústico, en las vías

glutamatérgicas del sistema nervioso central (Olney, 1969, 1983; Olney y cols.,

1986; Choi, 1987; Rothman y Olney, 1987), donde fue descrita por primera vez

la patología excitotóxica neuronal (Olney, 1969).

Hoy en día se acepta que la liberación excesiva de glutamato es el factor

iniciador del proceso neurotóxico y el responsable de la evolución de distintas

alteraciones neurodegenerativas ligadas a hipoxia o isquemia (Rothman, 1984;

Meldrum, 1985), lesiones cerebrales traumáticas (Faden y cols., 1989> o al

envejecimiento (Maragos y cols., 1987; Pujol y cols., 1991). Esta liberación de

glutamato desemboca en la acumulación de una gran cantidad de glutamato

extracelular que los mecanismos de recaptación normalmente implicados en su

regulación, como la recaptación por las células de la glía circundante, no
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pueden controlar el proceso (Pujol y cols., 1991). De esta manera, el aumento

de glutamato en la sinapsis produce una apertura prolongada de los canales

iónicos asociados a los receptores glutamatérgicos postsinápticos, que permite

el flujo de iones Na+, K+ y Ca2+ y la entrada pasiva de C1 al interior de la

neurona (Eybalin, 1993). El desequilibrio osmótico resultante causa la entrada

de agua en el elemento postsináptico, proceso que desemboca en un edema

celular (Rothman, 1985; Olney y cols., 1987). Por un lado, hay un fenómeno de

excitotoxicidad de desarrollo rápido que parece ser dependiente de la entrada

de C1, mientras que la neurotoxicidad de desarrollo lento es dependiente del

en la que están implicadas proteasas y lipasas Ca2+~dependientes

(Choi, 1985; 1987; Garthwaite y cols., 1986; Murphy y cols., 1988).

Consecuentemente, en la cóclea, los edemas dendríticos de las fibras

aferentes de tipo 1 del ganglio espiral que se observan durante o tras el

comienzo de las condiciones traumáticas, como los sonidos intensos, hipoxia-

isquemia o la acción de aminoácidos excitatorios, implica al primer proceso,

mientras que las subsecuentes pérdidas de fibras mielinizadas y las neuronas

del ganglio espiral coclear probablemente implican mecanismos Ca2+~

dependientes (Eybalin, 1993>.

En la cóclea, los procesos neurotóxicos (Fig. 46> han sido analizados tras

la inducción de hipoxia o anoxia (Nadol y Burgess, 1985; Billet y cols., 1989;

Puel y Pujol, 1992), bien por hiperestimulación por sonidos mantenidos de

elevada intensidad (Robertson, 1983; Cousillas y Rebillard, 1988) o bien

mediante la administración de agonistas glutamatérgicos en animales de

experimentación (Pujol y cols., 1985; Jensen, 1988; Juiz y cols., 1989; Gil-

Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; Puel y cols., 1991 a; Janssen y cols., 1991;

Janssen, 1992; Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; 1999 b).
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La administración de agonistas de los receptores glutamatérgicos, de tipo

NMDA o no-NMDA, reproduce las alteraciones observadas en las patologías

hipóxico-isquémicas cocleares y en el trauma acústico. Los agonistas

glutamatérgicos más utilizados para la evaluación de los efectos en el receptor

auditivo de los procesos neurotóxicos han sido los agonistas de receptores

ionotrópicos, como el AK, el AMPA o el NMDA, aunque también han sido

evaluados los efectos de la administración de glutamato en forma de su sal

monosódica <Pujol y cols., 1985; Jensen, 1988; Juiz y cols., 1989; Gil-Loyzaga

y Pujol, 1990 a y b; Puel y cols., 1991 a; Janssen y cols., 1991; Janssen, 1992;

Eybalin, 1993; Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; 1999 b).

El AK es el agonista más potente en su acción neurotóxica, ya que en

pequeñas concentraciones es capaz de afectar a un gran número de neuronas

glutamatoceptivas (Coyle, 1983). Su administración intracoclear produce

rápidamente signos morfológicos y fisiológicos de neurotoxicidad en las fibras

aferentes de tipo 1 del ganglio espiral, con la aparición de edemas dendríticos

en la práctica totalidad de las fibras y una disminución significativa de la

amplitud del PAC del nervio coclear <Pujol y coís., 1985; 1987; Juiz y cols.,

1989; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; GII-Loyzaga y cols., 1993 b; 1998 b;

1999 b). Se ha descrito que aunque las lesiones primarias del proceso

neurotóxico, es decir, los edemas dendríticos de las fibras aferentes de tipo It

afectan a la totalidad de dichas dendritas, con el paso del tiempo, solamente

desaparece un 34% de las neuronas del ganglio espiral (Juiz y cols., 1989).

Este hecho puede reflejar una sensibilidad diferencial a la acción del ácido

kaínico, posiblemente debido a una distribución diferencial de los receptores

glutamatérgicos en las distintas poblaciones de neuronas aferentes de tipo 1

del ganglio espiral coclear (Lefebvre y cols., 1991). Estas diferentes

poblaciones se diferencian por sus características morfológicas (diámetro,

contenido mitocondrial intradendritico, complejidad de las sinapsis que forman,
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etc.), o por sus características fisiológicas, como la tasa de descarga

espontánea de la fibra o su umbral de activación (Liberman, 1978; 1980; 1982

a y b; Liberman y Oliver, 1984; Liberman y cols., 1990).

Por otro lado, la administración del agonista glutamatérgico AMPA

produce, prácticamente, los mismos efectos sobre las neuronas del ganglio

espiral que el tratamiento con AK, en particular provoca edemas dendríticos en

las fibras aferentes de tipo 1. Su acción está supeditada al reconocimiento

especifico de un solo tipo de receptores glutamatérgicos a los cuales da

nombre, el receptor AMPA, que al igual que el receptor especifico para el AK,

es ionotrópico y de tipo no-NMDA (Puel y cols., 1991 b).

El otro gran grupo de receptores glutamatérgicos ionotrópicos de las

neuronas aferentes de tipo 1 del ganglio espiral es activado por su agonista

especifico, el NMDAI cuya administración puede inducir, al igual que el resto

de agonistas glutamatérgicos, neurotoxicidad coclear bajo unas determinadas

condiciones. Se ha descrito que la neurotoxicidad coclear inducida por la

administración de NMDA es efectiva cuando se realiza con estimulación

sonora, lo cual sugiere que la activación del receptor NMDA requiere una

depolarización previa de la membrana postsináptica (Herron y cols., 1986;

Collingridge y cols., 1988; Puel y cols., 1990; 1991 a), por parte de los

receptores no-NMDA.

Todos estos receptores NMDA y no-NMDA son activados por su

neurotransmisor nominal: el glutamato. Los efectos, en el receptor auditivo, de

la administración de glutamato monosódico también han sido evaluados, en la

rata adulta y en desarrollo (Jensen, 1988; Janssen y cols., 1991; Schweitzer y

cols., 1991; Janssen, 1992; Carricondo, 1995), en las que se observan los

efectos neurotóxicos habituales, con la producción de edemas dendríticos y

pérdida de neuronas aferentes en el ganglio espiral, además de alteraciones
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en los núcleos cocleares, como diminuciones de tamaño del núcleo y

disminución de su densidad neuronal (Schweitzer y cols., 1991).

Todos estos datos experimentales confirman los resultados generales

obtenidos en el protocolo de neurotoxicidad anteriormente descrito. Así, en

esta Memoria de Tesis Doctoral se demuestra que la administración

intraperitoneal de GMS en ratas produjo alteraciones cocleares susceptibles

de ser incluidas dentro de los daños producidos por un proceso neurotóxico.

De esta manera se observaron pérdidas neuronales, de distinto grado según el

grupo de tratamiento, en el ganglio espiral, además de algunos procesos

edematosos en las dendritas aferentes de tipo 1. Todos estos efectos sobre la

anatomía del receptor auditivo se tradujeron en alteraciones, de mayor o

menor calibre, sobre los potenciales de acción compuesto del nervio coclear.

Estas alteraciones del PAC del VIII par, tanto en la latencia como en la

amplitud de la onda Nl del PAC, son fiel reflejo de la pérdida de unidades de

disparo en el ganglio espiral, ya que este PAC se constituye por la descarga

sincrónica de las neuronas del ganglio espiral que han sido activadas por un

determinado estimulo.

Los dos procesos patológicos que suceden a la exposición al

neurotóxico, es decir, la formación de edemas dendríticas en la membrana

postsináptica y la posterior muerte neuronal, producen las mismas alteraciones

del PAC del VIII par. Así, en experimentos de efectos agudos de la

administración de cualquier agonista glutamatérgico, como el ácido kaínico, en

los que se realiza una rápida evaluación de sus efectos electrofisiológicos y

morfológicos, se observa que la inducción de la formación de edemas

dendríticos produce una disminución de la amplitud del PAC y un aumento de

su latencia (Gil-Loyzaga y cols., 1999 b). Por otro lado, nuestros resultados

sugieren que las alteraciones del potencial coclear registrado son debidas

directamente al segundo proceso, es decir, a la pérdida de unidades
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neuronales en el ganglio espiral, ya que los procesos edematosos no son

frecuentes en estas preparaciones. Este hecho podría estar relacionado con el

tiempo transcurrido entre la administración del aminoácido excitotóxico y el

registro del PAC del nervio auditivo y el estudio morfológico de las cócleas.

Esto nos lleva a sugerir que los efectos iniciales del proceso neurotóxico, es

decir, la generación de edemas dendríticos, podrían ser recuperados en el

tiempo si el edema no pasa de un cierto nivel que implicase la rotura de la

membrana postsináptica y la consiguiente muerte neuronal, que ya seria

irreversible. Esto explicaría los resultados obtenidos tras la administración de

AK, en los que se observa que tras el tratamiento la mayoría de las dendritas

aferentes de tipo ¡tienen procesos edematosos, mientras que 10 días después

de la administración de AK, la pérdida de neuronas en el ganglio espiral solo

afecta a un 34% de la población total del ganglio (Juiz y cols., 1989).

En esta situación, la presencia de edemas dendríticos en algunas cócleas

de nuestro estudio, como los que se pueden observar en las figuras 19 b y 23

b, podrían ser signos de la activación de un proceso neurotóxico pero de

etiología hipóxico-isquémica, debida a un retraso del procesado coclear para

realizar el estudio morfológico. En cualquier caso, no podemos descartar que

puedan ser, efectivamente, efectos neurotóxicos debidos al tratamiento con

GMS, pero en el caso de que realmente estuvieran inducidos por un pequeño

retraso en la fijación del tejido, que implicaría una situación de hipoxia coclear

y la formación de estos edemas dendríticos, no habrían afectado a los

registros electrofisiológicos ya que los edemas se habrían producido tras la

extirpación de las cócleas y, consecuentemente, tras el registro del PAC del

nervio coclear. Además, este hipotético pequeño defecto en el procesado de

estas muestras morfológicas nos permite demostrar que los efectos de la

hipoxia sobre las neuronas glutamatérgicas son totalmente equiparables a los

producidos por la administración de agonistas de los receptores
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glutamatérgicos y, por ello, constituye un buen modelo para el estudio de la

patología neurotóxica en la cóclea.

b) Análisis comparado de los efectos de la neurotoxicidad inducida

por la administración de GMS a lo largo del desarrollo coclear.

Tras la observación y comparación de las imágenes microscópicas del

órgano de Corti y del ganglio espiral coclear de todos los grupos de

tratamiento con GMS, resulta evidente que hay al menos dos grupos de edad

en los que la administración intraperitoneal de GMS, en sus respectivos

períodos de vida postnatal, produjo unas alteraciones de mayor calibre que en

el resto de los grupos. Así, los animales que fueron tratados con GMS durante

los períodos del 60 al 90 y del 90 al 120 día postnatal, sufrieron grandes

pérdidas neuronales en el ganglio espiral (Figs. 23 y 27>, aunque también los

animales tratados del 150 al 180 día postnatal con GMS presentaron también

una disminución significativa en el número de neuronas en el ganglio espiral

(Fig. 31>.

En el estudio de los efectos electrofisiológicos de la administración de

GMS sobre el PAC en todos los grupos por separado, no se aprecian bien el

grado de afectación neurotóxica de cada grupo de edad respecto de los

demás. En un análisis comparado de estos efectos inducido por el tratamiento

con GMS en los distintos períodos de desarrollo (Figs. 47 y 48), se observa

que el PAC del nervio coclear se ve afectado de distinta manera en los

diferentes períodos de tratamiento de GMS a lo largo del desarrollo del

receptor auditivo. Esta variabilidad de las alteraciones electrofisiológicas

cocleares frente a la neurotoxicidad inducida por la administración

intraperitoneal de GMS en los diferentes grupos de tratamiento permitió el

estudio de los períodos de máxima sensibilidad a la patología neurotóxica.
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Análisis comparado de los efectos neurotc5xicos de GMS a
lo largo del desarrollo. Latencia Nl del PAC
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Anáilsis comparado de los efectos neurotóxicos de GMS a
lo largo del desarrollo. Amplitud Nl del PAC
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En general, los valores de la latencia (Fig. 47) de los distintos grupos se

aproximaron mucho a los valores obtenidos en el grupo control, pero en el

caso de los grupos de administración de GMS en los días 60 al 90 día postnatal

y durante el 90 y el 120 día postnatal los aumentos de latencia de la onda Nl

del PAC encontrados con respecto al grupo control fueron mayores que en

otros grupos, sobre todo en las frecuencias 8 y 4 KHz. También el grupo de

administración durante los días 150 al 180 mostró una latencia incrementada

bajo estimulación de 16 KHz.

En cuanto al análisis comparado de los valores de la amplitud de la onda

Nl del PAC del nervio coclear (Fig. 48), los datos obtenidos muestran una

mayor afectación al tratamiento con GMS en los períodos del 60 al 90 día

postnatal y del 90 al 120 día postnatal, mostrando una gran disminución de

dicha amplitud de la onda Nl del PAC frente a los valores obtenidos en el

grupo control. También se observaron disminuciones variables en magnitud en

los grupos de tratamiento del 20 al 50 día postnatal y del ¶50 al 180 día

postnatal. El grupo menos afectado por la administración intraperitoneal de

GMS, para estos valores de amplitud, fue el de tratamiento durante los días

postnatales 300 al 330•

Estos resultados parecen indicar que las alteraciones registradas en el

PAC del nervio coclear se correlacionan perfectamente con la magnitud los

daños neurotóxicos inducidos en el receptor auditivo y que, como ya hemos

comentado anteriormente, el PAC del VIII par refleja el número de neuronas

que disparan sus respectivos potenciales sincrónicamente tras la estimulación

sonora. Además, también queda demostrada la existencia de un período, entre

el 60 y 120 día postnatal y que podría alargarse hasta el 180 día postnatal, en el

que el receptor auditivo de la rata es muy sensible a los procesos

neurotóxicos, que en este caso fueron inducidos por la administración de GMS
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pero que pueden ser perfectamente extrapolables a procesos patológicos

cocleares de origen hipóxico-isquémico.

La existencia de este periodo de máxima sensibilidad de las fibras

aferentes del ganglio espiral coclear a la neurotoxicidad puede estar

relacionada con un incremento, durante este periodo de desarrollo del receptor

auditivo, de la expresión de los receptores glutamatérgicos en dichas fibras,

previo a su reorganización definitiva en las fibras aferentes de la cóclea

madura.

La presencia de los receptores glutamatérgicos en las fibras aferentes de

la cóclea en desarrollo ha sido demostrada mediante el análisis de los efectos

de la administración de distintos agonistas glutamatérgicos durante la

ontogenia en animales de laboratorio. Así, la administración intracoclear de AK

en ratas de 6 días de vida induce la aparición de lesiones edematosas en las

dendritas aferentes del ganglio espiral. Estas lesiones pudieron ser

observadas en la base de las CCIs y de las OCEs (Pujol y cols., 1985; 1987;

Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; Simmons y cols., 1990). De hecho, la

sensibilidad de las fibras aferentes cocleares al AK se ha demostrado en

neuronas en cultivo procedentes de cócleas de embriones de rata de 18 días

de gestación (GiI-Loyzaga y Pujol, 1990 b), así como en embriones de 17 días

de edad gestacional y en ratas de 1 día de edad postnatal (Gil-Loyzaga y

Pujol, 1990 b), lo cual indica que la expresión de receptores glutamatérgicos

está presente en períodos muy tempranos del desarrollo ontogénico de la

cóclea y que las CCEs están inervadas, al menos en un corto período del

desarrollo, por fibras glutamatérgicas. Respecto a este último punto, se

especula sobre si las fibras aferentes de tipo II, que inervan a las CCEs,

pudieran expresar receptores glutamatérgicos en algún momento del

desarrollo o si las fibras aferentes de tipo 1 pudieran lanzar colaterales, en este

período ontogénico, a las COEs para inervarlas. Los datos disponibles al
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respecto sitúan la segunda hipótesis como la más acertada, de manera que al

avanzar la sinaptogénesis coclear estas colaterales se retraerían (Pujol y cols.,

1985; Pujol y cols., 1987; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b>.

La hipótesis de posibles sobreexpresiones, durante el desarrollo, de los

receptores glutamatérgicos en las fibras aferentes cocleares viene apoyada

por datos en los que se describen fluctuaciones del número de receptores

glutamatérgicos, en concreto los receptores NMDA, en determinadas regiones

del sistema nervioso central y periférico durante el desarrollo (Garthwaite y

cols., 1987; Bode-Greuel y Singer, 1989; McDonald y cols., 1988; 1989;

Tremblay y cols., 1988; Represa y cols., 1989).

En el presente estudio se observa una coincidencia temporal entre el

periodo en que las fibras aferentes son más sensibles a la neurotoxicidad, con

datos preliminares sobre una reorganización significativa de la población

neuronal del ganglio espiral coclear, que incluye la muerte fisiológica de un

elevado número de neuronas (Sobkowicz, 1992). En la rata, el ganglio espiral

pierde en este período, 5~ y 60 día postnatal, aproximadamente de un 22% a

un 25% de la población neuronal del ganglio (Rueda y cols., 1987), mientras

que en el embrión de pollo de 8 a 14 días se pierden alrededor de un 25% de

la población neuronal del ganglio coclear <Ard y Morest, 1984). En ambas

especies, esta pérdida de unidades neuronales del ganglio espiral coincide

con el final de la sinaptogénesis coclear (Sobkowicz, 1992).

La hipotética sobreexpresión de receptores glutamatérgicos de las fibras

aferentes durante el periodo comprendido entre el 60 y el 120 día postnatal,

período en el que hemos observado la mayor sensibilidad de las fibras a la

neurotoxicidad inducida por el GMS, podría estar relacionada, además, con el

proceso de maduración de las células ciliadas del órgano de Corti. Es en este

periodo cuando se completa la diferenciación y la maduración de las células

ciliadas (Lenoir y cols., 1980 a; 1987; Gil-Loyzaga y Brownell, 1988; Gil-
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Loyzaga y cols., 1989) y no es hasta el 30 día postnatal, en la rata, en el que

las células ciliadas empiezan a diferenciarse del resto del epitelio que forma el

órgano de KOlliker expresando determinadas substancias como los antígenos

B y H (Gil-Loyzaga y cols., 1989). Este comienzo de la diferenciación de las

células ciliadas es importante para la culminación de su inervación. En cultivos

organotípicos de cócleas fetales se ha observado que el crecimiento de los

procesos periféricos de las fibras aferentes del ganglio espiral estaría regulado

por las células sensoriales (Sobkowicz y Rose, 1983; Sobkowicz, 1992). Estos

datos podrían sugerir que el proceso de interacción entre las células ciliadas y

las fibras aferentes empezaría en el 3er día de desarrollo postnatal de la rata.

Esta interacción implicaría el aumento de receptores glutamatérgicos en la

fibra, debido a una acción neurotrófica por parte del glutamato (Janssen y

cols., 1991). Así, se podría explicar que el máximo daño neurotóxico lo

encontremos a partir deI 60 día postnatal. Por otro lado, explicaría también que

en el grupo de administración de GMS en el período del 20 al 50 día postnatal

la disminución del número de neuronas no sea tan evidente, aunque

electrofisiológicamente queda demostrada la acción neurotóxica del glutamato,

ya que esta fluctuación de receptores glutamatérgicos no habría alcanzado su

máximo.

Estos resultados demuestran la presencia de receptores glutamatérgicos

en períodos tempranos del desarrollo de la cóclea. Asimismo, podemos sugerir

la existencia de posibles variaciones en el número de receptores de las fibras

y su posible reorganización durante la ontogenia coclear. A estos procesos se

añade el papel jugado en la sinaptogénesis coclear por los factores de

crecimiento neurotróficos, como el BDNF o las neurotrofinas (Fritzsch y cols.,

1997). Todos estos resultados parecen indicar que probablemente este

período de formación del receptor auditivo puede ser el más critico y sensible

a la patología neurotóxica y que, por ello, el daño inducido por la
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administración de GMS en este período, del 60 al 120 día postnatal de la rata,

es mayor que el producido en otras etapas del desarrollo.

Finalmente, los animales tratados con GMS durante el 300 al 330 día

postnatal, que se consideran adultos, presentaron alteraciones en el registro

del PAC del nervio coclear, pero de menor intensidad que las encontradas en

los estadios de mayor sensibilidad a la neurotoxicidad antes comentados.

Asimismo, no se observaron grandes alteraciones en el número de neuronas

del ganglio espiral, en comparación con los animales del grupo control. Estos

datos parecen indicar que, en el estadio adulto, el receptor auditivo presenta

mayor resistencia a la neurotoxicidad, probablemente debida a la maduración

de los mecanismos que impiden que el glutamato se acumule en exceso en las

sinapsis glutamatérgicas. Se debe considerar que el neurotóxico utilizado en

este estudio es el mismo glutamato, para el cual se han diseñado, a lo largo de

la evolución filogénica, numerosos mecanismos de aclaramiento. De hecho, la

utilización de agonistas glutamatérgicos que no se presentan en los

organismos vivos como el AK produce lesiones mucho mayores que el GMS,

aun cuando se utiliza en menores concentraciones, ya que los mecanismos de

defensa, como la recaptac¡ón por parte de las células gliales, no son capaces

de reconocerlo y eliminarlo de la sinapsis (Gil-Loyzaga y cols., 1999 b).

c) Análisis de los efectos protectores del tratamiento con diltiazem

frente a la neurotoxicidad inducida por GMS en el desarrollo coclear.

La culminación del proceso neuratóxico es la muerte de la neurona

glutamatérgica. De hecho, en los resultados presentados en este trabajo se

puede observar que cuando se realiza un estudio a medio plazo de los efectos

de la neurotoxicidad en el receptor auditivo, las únicas alteraciones realmente

achacables a la neurotoxicidad inducida por la administración del GMS son la

pérdida de unidades neuronales en el ganglio espiral coclear, ya que los
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edemas dendríticos que se producen en las primeras fases de la patología

neurotóxica pueden ser recuperados, siempre y cuando éstos no impliquen la

rotura de la membrana postsináptica.

El responsable final de la muerte de la fibra, aún cuando no se ha

producido la rotura de la membrana neuronal, es el incremento incontrolado de

la concentración de iones Ca2+ en el citoplasma celular tras la activación y la

consiguiente depolarización de la membrana que sucede al incremento

patológico de glutamato en la sinapsis glutamatérgica (Chol, 1987; Goldberg y

cols., 1987; Weiss y cols., 1990>.

En estas condiciones de neurotoxicidad, los mecanismos que

habitualmente regulan la concentración de Ca2+ en el citoplasma, como el

intercambiador Na~ICa2~, la ATP-asa Ca2~-dependiente y la captación de

Ca2+ intracelular en orgánulos citoplásmicos, quedan totalmente desfasados y

no pueden controlar el exceso del ión. El proceso se agrava con la disminución

de ATP intracelular debido a la h¡poxia que desencadena el proceso

neurotóxico, que impedirá que las proteínas ATP-dependientes saquen al

exterior de la célula el Ca2~ (Matías-Guiu, 1990>.

Como ya se ha mencionado, existen varios caminos que permiten la

entrada, en determinadas condiciones, del Ca2+. Así, el ión podrá entrar en la

célula a través de los canales voltage-dependientes de Ca2+, el canal iónico

asociado a los receptores NMDA, el intercambiador intramembrana de

Na~/Ca2~, además de la liberación del Ca2~ hacia el citoplasma por parte de

los depósitos del ión en el retículo endoplásmico, en respuesta de la activación

de receptores del inositol trifosfato por segundos mensajeros

intracitoplásmicos, liberados por receptores metabotrópicos (Weiss y cols.,

1990; Stys y cols., 1991).

Por lo tanto, parece lógico pensar que el bloqueo especifico de uno o

varios de estos caminos de entrada del Ca2+ en la fibra podría redundar en la
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posible protección de la fibra frente al proceso neurotóxico. Esta hipótesis ha

sido investigada por numerosos grupos de investigación, centrándose la

mayoría de estas investigaciones en el uso de antagonistas de los receptores

NMDA para bloquear la entrada de Ca2+ a través de su canal asociado

(Rothman, 1984; Simon y cols., 1984; Clark y Rothman, 1987; Gilí y coís.,

1987; Goldberg y cols., 1987; Faden y cols., 1989; Olney y cols., 1989; Puel y

cols., 1991 b; Siegel, 1991; Janssen, 1992; Pujol y cols., 1992 a).

En el receptor auditivo, se ha evaluado también la capacidad de

protección de los antagonistas de los canales volto-dependientes de Ca2+

frente a los efectos neurotóxicos derivados de la administración de agonistas

glutamatérgicos. De hecho, el bloqueo específico de estos canales de Ca2 ha

sido el objetivo de investigación para la búsqueda de un método eficaz de

neuroprotección del receptor auditivo en desarrollo frente a la neurotoxicidad

de esta memoria de Tesis Doctoral. En experimentos preliminares de nuestro

laboratorio, la administración de diltiazem previa a la de AK o de GMS, en

ratas adultas, produjo a disminución significativa del número de dendritas con

procesos edematosos que se hallaron tras el tratamiento con estos

neurotóxicos (Gil-Loyzaga y cols., 1993 b), así como una recuperación de los

valores normales de la latencia y la amplitud de la onda Nl del PAC del nervio

coclear (Carricondo, 1995). Prácticamente los mismos efectos protectores los

encontramos utilizando el nimodipino, una dihidropiridina, frente a la

neurotoxicidad coclear inducida por la administración inducida por AK

(Hernández, 1993).

En los resultados electrofisiológicos presentados en esta memoria, se

observa una tendencia general a la recuperación, en mayor o menor medida,

de los valores de latenciay de amplitud de la onda Nl del PAC del nervio

coclear que fueron alterados por los efectos neurotóxicos inducidos por la

administración en distintos periodos del desarrollo de GMS. De todos modos
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este grado de protección frente a la neurotoxicidad varió dependiendo del

periodo de desarrollo postnatal en que se inyectó el GMS. Así, la

administración previa de diltiazem previa a la GMS, produjo los mejores

resultados electrofisiológicos en los grupos de tratamiento del 20 al 50 (Figs. 17

y 18), del 150 al 180 (Figs. 29 y 30> y del 300 al 330 día postnatal (Figs. 33 y

34). En estos grupos se observó que los valores de amplitud de la onda Nl del

PAC del VIII par, que se vieron más afectados por el tratamiento con GMS que

los de la latencia, recuperaron en gran medida las mediciones obtenidas en el

grupo control. En el grupo de tratamiento del 60 al 90 día postnatal, se observó

que la administración de diltiazem, si bien produjo pequeños incrementos de la

amplitud de la onda Nl del PAC, respecto a los valores obtenidos en el grupo

tratado con GMS, no produjo ningún efecto significativo de recuperación de los

valores de la latencia de dicha onda (Figs. 21 y 22). Este mismo

comportamiento lo encontramos en los registros de los animales tratados con

diltiazem y GMS durante el 90 y el 120 día postnatal. En este caso, la amplitud

de la onda Nl del PAC se recupera bien frente a los valores alcanzados por el

grupo de tratamiento con GMS, pero los valores de latencia siguen siendo

elevados.

Estos resultados electrofisiológicos han sido corroborados por los

estudios morfológicos de las cócleas de estos animales. Así, podemos indicar

que la recuperación de unidades neuronales en el ganglio espiral debida a la

administración de diltiazem es evidente sobre todo en el grupo de tratamiento

deI ¶50 al 180 día postnatal (Fig. 32). En los grupos que respondieron peor

electrofisiológicamente al tratamiento con diltiazem, esto es, los grupos de

tratamiento del 60 al 90 (Fig. 24> y del 90 al 120 día postnatal (Fig. 28),

presentaron todavía pérdidas, si bien algo menores que las del grupo de

tratamiento con GMS, de neuronas en el ganglio espiral.
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Estos resultados demuestran la existencia de un período especialmente

sensible a la actuación de los procesos neurotóxicos en el desarrollo coclear

de la rata. Este período, que ya fue descrito en el análisis de los efectos de la

administración de GMS en el desarrollo, sería el que incluye el período

comprendido entre el 60 y el 120 día postnatal.

La diferente actuación protectora del antagonista del calcio frente a los

efectos de la neurotoxicidad en el PAC, es decir actuación de mejora de la

amplitud pero no de la latencia del PAC del nervio coclear, en este período de

máxima sensibilidad neurotóxica podría estar relacionada con el desarrollo de

las distintas subpoblaciones de fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral

coclear descritas según su tasa de descarga espontánea (Liberman, 1978;

1980; 1982 a y b; Liberman y Oliver, 1984; Liberman y cols., 1990). Estas

diferencias son, probablemente debidas a la distribución diferencial de los

receptores glutamatérgicos de tipo no-NMDA, de bajo umbral de activación, y

los NMDA, de alto umbral de activación. Esta hipótesis nos induce a pensar

que las fibras de alta frecuencia de descarga espontánea deberían tener una

elevada cantidad de receptores glutamatérgicos de bajo umbral de activación,

es decir, de tipo no-NMDA, en la membrana postsináptica, mientras que las de

media y baja frecuencia de descarga espontánea podrían tener en su

superficie postsináptica mayor cantidad de receptores de alto umbral de

activación. La consecuencia de esta hipótesis en la generación del PAC del

nervio coclear sería que la latencia del PAC estaría definida por aquellas fibras

que respondiesen antes al estímulo sonoro, es decir, las de alta frecuencia de

descarga espontánea y bajo umbral de activación, mientras que la amplitud

seria el reflejo de todo el tren de fibras de media o baja frecuencia de descarga

espontánea y de alto umbral de activación que dispararían en sincronía tras el

estímulo sonoro. Este diferente comportamiento fisiológico de las fibras de tipo

1 del ganglio espiral coclear, podría tener sus consecuencias para la
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funcionalidad protectora del antagonista del Ca2+ en situaciones neurotóxicas,

pudiendo, como en nuestro caso, predominar de alguna manera la protección

sobre aquellas fibras de media y baja frecuencia de descarga en comparación

con las de alta frecuencia de descarga cuya fisiología de activación las haría

más sensibles a la neurotoxicidad.

Estos resultados sugieren que el uso de bloqueantes de los canales

voltodependientes de Ca2+ puede ser un buen método para la protección de

las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral frente a los procesos

neurotóxicos derivados de la administración de GMS. Los resultados obtenidos

en el grupo de administración de animales adultos, del 300 al 330 día postnatal,

son corroborados por los experimentos preliminares obtenidos en nuestro

laboratorio (Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; Hernández, 1993; Carricondo, 1995),

mientras que la capacidad protectora de estas substancias en los procesos

neurotóxicos inducidos durante el desarrollo del receptor auditivo parece

depender de una sensibilidad variable del sistema a la neurotoxicidad a lo

largo del desarrollo ontogénico. Basándonos en la capacidad neuroprotectora

de estos bloqueantes del calcio demostrada con anterioridad, podemos pensar

que la disminución de la capacidad de protección del sistema exhibida en los

animales de este periodo de máxima sensibilidad no es debida en sí misma al

diltiazem, sino que tal vez las concentraciones utilizadas para inducir la

neuroprotección deberían ser adecuadas al momento de desarrollo coclear en

el que se instaure el tratamiento protector frente a la neurotoxicidad, es decir,

a mayor sensibilidad del sistema, tal vez mayor debería ser la administración

del antagonista del Ca2~, para proteger a la fibra.
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II. OTOTOXICIDAD EN EL RECEPTOR AUDITIVO

El protocolo de ototoxicidad fue diseñado para la evaluación de las

aptitudes de registro del potencial microfónico coclear (PMO), de un nuevo

equipo de registro de dichos potenciales diseñado y desarrollado por el Dr.

Julio Sanjuán Juaristi, del servicio de Fonoaudiología del Hospital Ramón y

Cajal de Madrid. La aplicación experimental de este nuevo equipo nos

permitió, además, analizar los efectos sobre la generación del PMO de los

procesos neurotóxicos y ototóxicos. Así, este protocolo se diseñó en tres fases

de manera que en un primer momento se evaluaron los efectos de la

administración de un neurotóxico, el AK, en animales adultos sobre el PMO y a

continuación se estudiaron las alteraciones funcionales auditivas de animales

adultos y en fases de desarrollo postnatal frente a la ototoxicidad inducida por

la administración de un antibiótico aminoglucósido, la kanamicina.

a) Análisis de los efectos de la neurotoxicidad sobre el PMC y el PAC

del nervio auditivo en ratas adultas.

El análisis de los resultados obtenidos en esta fase del estudio nos

permitió realizar la determinación del lugar de producción del potencial que se

registró con el nuevo equipo de registro.

El tratamiento con AK, que fue el neurotóxico seleccionado para la

inducción de la neurotoxicidad coclear, produjo los resultados esperados tras

este tipo de tratamiento y que ya han sido analizados en el apartado anterior.

Así, la neurotoxicidad producida por el AK se manifestó en los registros del

PAC del nervio coclear, como un aumento significativo de la latencia y una

elevada disminución de la amplitud de la onda Nl del PAC, en comparación

con los valores obtenidos en el grupo control (Fig. 37). En este caso, las

alteraciones en el PAC son un fiel reflejo del proceso neurotóxico

desencadenado por el AK, que afectó específicamente a las fibras aferentes
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de tipo 1 del ganglio espiral coclear, produciendo los típicos edemas

dendriticos en la zona basal de las eCís del órgano de Corti <Fig. 39), de

manera que se redujo el número de unidades de disparo en el ganglio espiral

tras la estimulación sonora y por lo tanto el PAC, así formado, pierde sus

atribuciones.

Por otro lado, los registro realizados con el nuevo equipo de registro de

PMC, no presentaron diferencias significativas de umbral del PMC entre los

registros realizados antes y después del tratamiento con AK (Fig. 38).

Ya ha sido descrito que el PMC se origina en la actividad fisiológica de

las CCEs (Davis, 1958; Russell y Sellick, 1991). El neurotransmisor implicado

en las sinapsis entre las CCEs y las fibras aferentes de tipo II del ganglio

espiral que las inervan permanece desconocido (Eybalin, 1993), pero los datos

científicos disponibles apuntan a que el glutamato no estaría implicado en

estas sinapsis (Juiz y cols., 1989; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; Janssen,

1992; Puel y Pujol, 1992; Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; 1998 b; 1999 b; Simón y

cols., 1994; Fuel, 1995). Por lo tanto, la neurotoxicidad, que solo afectaría,

como ya hemos visto, a las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral, fue

seleccionada para este experimento para eliminar la posibilidad de que el

potencial registrado por el nuevo equipo estuviera generado por la activación

de dichas fibras.

Como ya se expuso en el apartado anterior, la administración del AK, que

es un agonista de los receptores glutamatérgicos de tipo no-NMDA, induce un

proceso excitotóxico en neuronas glutamatérgicas del sistema nervioso central

(Rothman y Olney, 1987; Choi, 1988> y del receptor auditivo (Juiz y cols.,

1989; Gil-Loyzaga y Pujol, 1990 a y b; Gil-Loyzaga y cols., 1993 b; 1998 b;

1999 b). Esta afectación neurotóxica se concreta en la producción de edemas

dendríticos en las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio espiral coclear,

mientras que no se observan daños en las células ciliadas ni en las fibras
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aferentes de tipo II. En nuestros resultados, la administración de AK no produjo

cambios significativos en los umbrales de audición para el PMO. Estos

resultados son corroborados por estudios previos (Jenison y cols., 1986; Puel

y cols., 1991 a y b) que describen la ausencia de efectos de la administración

de agonistas glutamatérgicos en la producción del PMC. Este hecho

demuestra claramente que el potencial registrado con el nuevo equipo no se

genera en el conjunto formado por las COIs y las fibras aferentes de tipo 1 del

ganglio espiral.

Un efecto que se observa en los registros del PMO es el aumento del

umbral auditivo en las frecuencias de estimulación más graves, 500 y 250 Hz.

Este efecto puede ser debido a que las frecuencias de estos sonidos son

demasiado graves para el receptor auditivo de la rata y están en el límite de su

espectro audible.

b) Análisis de los efectos sobre el PMO del tratamiento con

kanamicina en el receptor auditivo de la rata adulta.

El análisis de la ototoxicidad inducida por el tratamiento con antibióticos

aminoglucósidos en la rata adulta fue el objetivo de esta segunda fase de

estudio. Las propiedades ototóxicas de estas sustancias han sido

profusamente estudiadas y son bien conocidas (Eybalin, 1993). Su

administración produce cambios significativos en el PMO (Nuttall y cols., 1977;

Dumas y Oharachon, 1982), así como lesiones en las OCEs y en otras

estructuras del órgano de Corti <Bartolomé y cols., 1999 a).

La administración diaria de kanamicina (KANA) en las ratas adultas de

nuestro experimento, produjo un incremento de los umbrales auditivos para el

PMO a partir del tercer día de tratamiento (Fig. 40>. El desarrollo de la afección

ototóxica fue posible gracias a la capacidad del nuevo equipo de registro de

PMO de registrar el potencial con electrodos de superficie, sin necesidad de
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ninguna intervención quirúrgica. El incremento progresivo de los umbrales

auditivos para el PMC indica la gran especificidad y agudeza de este PMC

registrado. Las alteraciones producidas por este tratamiento crónico con KANA

sobre el PMC fueron corroboradas por las imágenes de microscopia de las

cócleas de estos animales, en las que se observan claramente las

afectaciones en el órgano de Cortí de la ototoxicidad (Fig. 41). Dichas

alteraciones se concretaron en la eliminación de las células ciliadas del

epitelio sensorial del órgano de Corti, de manera que la porción coclear más

afectada por el proceso ototóxico fue la espira basal, aunque el daño en el

epitelio sensorial fue también evidente en las espiras más apicales. Esta

gradación en el daño ototóxico desde la base hacia el ápex coclear, concuerda

con el comportamiento típico descrito en estudios previos (Eybalin, 1993>.

En este caso, en el registro previo al tratamiento crónico con KANA, se

observa, al igual que en el estudio de neurotoxicidad anterior, que los valores

de umbral para el PMO se incrementan en las frecuencias graves, lo que

concuerda con la idea de que la rata no puede codificar correctamente estos

sonidos tan graves.

En resumen, esta fase de estudio nos permitió concluir que,

efectivamente, el potencial registrado por el nuevo equipo se producía en las

COEs y que por lo tanto se trataba realmente del PMO.

c) Análisis de los efectos de la administración de KANA en el

desarrollo del receptor auditivo.

Como complemento al estudio de la ototoxicidad en animales adultos y al

estudio de los efectos de la neurotoxicidad en el desarrollo del receptor

auditivo, se propuso esta tercera fase de este protocolo, el estudio de los

efectos a largo plazo de la administración del antibiótico aminoglucósido KANA

en un período del desarrollo del receptor auditivo. Los dos tratamientos
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descritos en el apartado de material y métodos comienzan la administración de

KANA en el 100 día postnatal y se alarga hasta el 130 y el 200 día postnatal.

Este periodo de administración fue seleccionado por ser el descrito en la

literatura científica como periodo de máxima sensibilidad a la acción ototóxica

de los antibióticos aminoglucósidos (Pujol, 1986>, periodo en el cual la

administración de antibióticos aminoglucósidos en bajas dosis, que no

afectarían a la cóclea madura de un individuo adulto, produce grandes daños

en la cóclea en desarrollo <Eybalin, 1993).

Así, el tratamiento en este período de desarrollo produjo los efectos

esperados. Las alteraciones de la onda Nl del PAC del nervio coclear

resultaron significativas en ambos grupos de tratamiento, y consistieron en

incrementos significativos de la latencia y una importante reducción de la

amplitud del PAC del nervio coclear (Figs. 42 y 43). Estas alteraciones

electrofisiológicas fueron producidas por el tratamiento ototóxico que indujo la

eliminación de todo el epitelio sensorial del órgano de Corti, así como la

degeneración de las fibras del ganglio espiral (Fig. 45). La degeneración

ototóxica fue mayor en las espiras basales, efecto que ya hemos mencionado

como típico de esta afectación, ya que la inmunoreactividad a la amikacina,

otro antibiótico aminoglucósido, se localiza principalmente en las CCEs de la

espira basal coclear (Hayashida, 1989). Por otro lado, los umbrales auditivos

para el PMC también se vieron afectados por el tratamiento con KANA (Fig. 50

b) al igual que los del PAC del nervio coclear <Fig. 50 a). De nuevo se observa

en los umbrales del PMC el aumento de umbral que tienen los animales del

grupo control en las frecuencias graves de estudio, corroborando que estas

frecuencias utilizadas son demasiado graves y que quedan fuera del espectro

auditivo de la rata.
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Resumiendo, los resultados obtenidos en las tres fases de este protocolo

de ototoxicidad están de acuerdo con trabajos previos (Eybalin, ¶ 993>. La

nueva técnica de registro de PMC demostró una gran especificidad en la

exploración tonal de la cóclea, gracias a calidad de sus filtros de banda y su

sistema de amplificación. El tono puro utilizado como estímulo permitió una

exploración tonotópica fiable, necesaria, por otro lado, para el registro de PMC

fiables. Este nuevo equipo de registro de PMO, diseñado como método de

exploración para humanos, con estímulos de tonos entre 4000 y 250 Hz, para

la exploración de la zona conversacional humana (F¡g. 1), fue capaz de

detectar una hipoacusia sensorial de la cóclea de la rata para las frecuencias

de estimulación más graves, 500 y 250 Hz1 lo que demuestra la capacidad del

sistema para explorar el estado fisiológico del receptor auditivo en la búsqueda

de hipoacusias sensoriales que puedan ser debidas a un malfuncionamiento o

a una alteración de las COEs en cualquier zona de la cóclea. Por otro lado,

este método de registro ha sido probado en la exploración y el despistaje de

sordera en recién nacidos (De los Santos y cols., 1998; 1999; Sanjuán, 1998)

con resultados interesantes y prometedores como posible método de screening

para la detección precoz de sorderas y como prueba audiológica, cuyos

resultados combinados con los de otras pruebas (Fig. 13) pueden aportar

datos importantes en el diagnóstico de las sorderas.
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III. NEUROTOXICIDAD Y OTOTOXICIDAD

La comparación entre ambas patologías es compleja y hay que tener en

cuenta que la etiología no es común y, por lo tanto, debemos ser cautelosos a

la hora de realizar esta comparación.

En cuanto a la etiología, en capítulos anteriores de esta memoria se han

explicado los factores desencadenantes de ambas patologías, de manera que

la neurotoxicidad afecta básicamente a las fibras aferentes de tipo 1 del ganglio

espiral mientras que la ototoxicidad afecta, en sus primeras fases, a las células

sensoriales del órgano de Corti. Por otro lado, es interesante la comparación

de los efectos a largo plazo de ambas patologías presentados en esta

memoria. Así, cuando ambos procesos se desencadenaron en los periodos

más sensibles del desarrollo ontogénico del receptor auditivo, se observaron

pérdidas significativas de las neuronas del ganglio espiral coclear. Por el

contrario, la neurotoxicidad no afectó al órgano de Cortí mientras que la

ototoxicidad eliminó todo rastro del epitelio sensorial.

Es interesante el dato de la determinación de los períodos de máxima

sensibilidad de las dos afectaciones. Ambos coinciden en el tiempo, aunque el

periodo de sensibilidad neurotóxica se presenta unos días antes que el

determinado para la ototoxicidad. El hecho de que cuando sucede una pérdida

de células ciliadas, causado por un tratamiento con antibióticos

aminoglucósidos, acaece una degeneración de las fibras aferentes del ganglio

espiral, sugiere que las células ciliadas deben producir sustancias que sean

reconocidas por las fibras aferentes para que puedan alcanzarlas. Estas

sustancias, entre las que podría encontrarse el glutamato, haría que las

neuronas aumentasen la expresión de los receptores para detectarías y crecer

hacia las células ciliadas e inervarlas. Esta sobreexpresión de receptores

gluatamatérgicos justificaría la existencia del periodo de sensibilidad

neurotóxica definido en esta Tesis Doctoral.
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El hecho común de la pérdida del número de neuronas del ganglio espiral

es importante, ya no por la comparación entre ambas patologías, sino por la

comparación de esta alteración con la presbiacusia, o sordera por

envejecimiento del receptor auditivo, afección que en el ser humano tiene una

prevalencia muy importante (Schuknecht, 1993). En esta denominación se

incluyen un gran número de patologías degenerativas que se originan durante

el envejecimiento natural o fisiológico del organismo, en los que intervienen

una gran serie de factores aparte del determinante fundamental de la edad,

como son el ambiente urbano ruidoso, antecedentes familiares de hipoacusia,

la utilización subtóxica de medicamentos lesivas para el oído, las

enfermedades vasculares que someten a hipoxia al oído interno, alteraciones

metabólicas, etc.

En estudios postmortem de pacientes que habían sufrido de presbiacusia

severa se demostraron pérdidas de células sensoriales y degeneración

retrógrada de las fibras del ganglio espiral coclear (Johnsson y Hawkins, 1972;

Nomura y Kawabata, 1979; Gleeson y Felix, 1987; Suzuka y Schuknecht, 1988;

Johnsson y cols., 1990; Felix y cols., 1990>. Estos mismos hechos se han

descrito en animales de experimentación, de entre los cuales destacan los

estudios con ratones de la cepa C571BL16, que presentan la característica de

presentar un envejecimiento neurosensorial precoz, que les ha convertido en

objeto de estudio de modelos de presbiacusia (Willott y cols., 1987; 1988;

Henry y McGinn, 1992; Bartolomé y cols., 1999 b; Carricondo y cols., 1999 a>.

Es por todo ello que las patologías neurotóxica y ototóxica, exploradas en

esta Memoria de Tesis Doctoral, pueden tener relaciones interesantes y

puntos comunes, en el diagnóstico y tratamiento, con la presbiacusia.
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CONCLUSIONES



165

1. La administración intraperitoneal de glutamato monosódico produce

lesiones en el receptor auditivo superponibles a las obtenidas con otros

neurotóxicos. Electrofisiológicamente se aprecia un aumento de la latencia y

una reducción de la amplitud de la onda Nl del potencial de acción compuesto

del nervio auditivo. Morfológicamente se observa la formación de edemas

dendríticos en las fibras aferentes de tipo 1 deI ganglio espiral coclear. Por todo

ello podemos concluir que la administración de agonistas glutamatérgicos, en

particular el glutamato monosódico administrado intraperitonealmente, es un

buen modelo para el estudio de las patologías neurotóxicas, ya que las

alteraciones que produce son totalmente equiparables a las observadas en

procesos patológicos de tipo hipóxico-isquémico o en otros tratamientos con

neurotóxicos.

2. En el desarrollo ontogénico del receptor auditivo existe un período de

máxima sensibilidad a los daños producidos por la neurotoxicidad inducida por

la administración intraperitoneal de glutamato monosódico. En este periodo,

que estaría comprendido entre el 60 y el 120 día de vida postnatal, el

tratamiento con el agonista glutamatérgico produce grandes pérdidas de

unidades neuronales en le ganglio espiral coclear, con los consiguientes

efectos sobre la formación del potencial de acción compuesto del nervio

auditivo.

3. La neurotoxicidad inducida por la administración de glutamato

monosódico en distintas etapas del desarrollo puede ser antagonizada

mediante el tratamiento con el antagonista de los canales volto-dependientes

de Ca2~ diltiazem. Esto sugiere que dicho catión juega un papel fundamental

en la fisiopatología de este proceso. No obstante, se han observado

variaciones en la actividad de diltiazem a lo largo del desarrollo postnatal.
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4. La neurotoxicidad inducida por ácido kaínico produjo alteraciones en el

potencial de acción compuesto del nervio auditivo, mientras que no produjo

efectos significativos en el potencial microfónico coclear, lo que corrobora que

los potenciales microfónicos cocleares no se generan en el conjunto formado

por las células ciliadas internas y las fibras aferentes de tipo 1 deI ganglio

espiral, y que el neurotransmisor implicado en las sinapsis entra las fibras

aferentes de tipo II y las células ciliadas externas no es el glutamato.

5. Los procesos ototóxicos inducidos por el tratamiento con antibióticos

aminoglucósidos afectan a las células sensoriales del órgano de Corti en una

primera fase, e inducen una degeneración retrógrada de las fibras nerviosas

del ganglio espiral coclear. Estos daños afectan significativamente al potencial

de acción compuesto del nervio auditivo y al potencial microfónico coclear lo

que demuestra que la génesis del potencial microfónico coclear se enclava en

las células ciliadas externas del órgano de Corti.

6. El nuevo equipo de registro de potenciales microfónicos cocleares

constituye una buena herramienta que, combinada con el resto de pruebas

audiológicas ya establecidas, puede aportar valiosos datos sobre la fisiología

coclear y colaborar en las pruebas de despistaje y de detección precoz de la

sordera en la clínica otorrinolaringológica.

7. Las patologías neurotóxica y ototóxica producen efectos distintos pero

también comunes entre ellas y comparándolas con las alteraciones

encontradas en la presbiacusia, enfermedad degenerativa del receptor auditivo

que presenta signos comunes a ambas. El conocimiento de estas patologías

puede aportar datos interesantes para la comprensión de la evolución de la

presbiacusia en el ser humano y en la búsqueda de posibles patrones de

tratamiento o prevención.
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