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RESUMEN

Estudios en animales muestran que al posicionar un electrodo en el nicho de
la ventana redonda es posible registrar actividad eléctrica, la que tiene un peak es-
pectral centrado en 800-1000 Hz. El origen propuesto para este potencial es la acti-
vidad espontanea de las fibras del nervio auditivo en ausencia de estimulacién acus-
tica.

Mediante una técnica no invasiva, a través de un electrodo timpanico regis-
tramos por primera vez el ruido eléctrico timpanico en humanos. Se registraron 31
voluntarios (45 oidos) con electrodo timpanico en condiciones de silencio y en res-
puesta a diferentes modalidades de estimulos, incluyendo auditivo, vestibular, soma-
tosensorial y actividad motora. Se registraron potenciales electrococleograficos habi-
tuales como microfénicas cocleares y potencial de accion compuesto del nervio audi-
tivo.

Todos los sujetos mostraron la actividad espontanea con un peak espectral en
1000 Hz. Se observé aumento de la magnitud de la senal con estimulos auditivos,
tanto ruido blanco y tonos, asi como con estimulos vestibulares con aire a 49° y
24°C. No se observo respuesta a otros estimulos como parpadeo, movimientos ocu-
lares ni estimulos somatosensoriales (nervio trigémino y cuerda del timpano).

Estos resultados permiten plantear como probable origen del ruido eléctrico
timpanico una fuente bioldgica, probablemente de origen mixto desde vias centrales
de tronco encefalico, como a nivel periférico desde el nervio cocleo-vestibular. Los
resultados obtenidos en esta tesis abren la posibilidad de futuras aplicaciones clini-

cas para el estudio funcional del nervio auditivo.



ABSTRACT

In animal studies, the spectral analysis of the spontaneous activity recorded
with an electrode positioned in the round window shows an energy peak centered
around 800 to 1000 Hz. The proposed origin of this component is the spontaneous
activity of auditory-nerve fibers without acoustic stimuli.

Here, we used a non-invasive method to record -for the first time in humans-
the tympanic neural noise by means of a wick electrode. We recorded a total of 31
volunteers (45 ears). Recordings were performed under silent conditions or in re-
sponse to stimuli of different modalities, including auditory, vestibular, somatosensory
and motor activity. Electrocochleographic potentials like cochlear microphonics and
compound action potential of the auditory nerve were also recorded.

Although all subjects showed a peak of spontaneous activity at 1000 Hz, the
most reliable responses were obtained with auditory stimuli as broad band noise and
tones as well as vestibular stimulation by either high (air flow at 49°C) or low (24°C)
temperature, which produced an increase in the magnitude of the energy peak at
1000 Hz. No response was observed to other stimuli such as blinking, eye move-
ments or somatosensory stimuli (trigeminal nerve and chorda tympani).

These results demonstrate that the electric noise of the tympanic membrane is
originated from a biological source, suggesting that the 1000 Hz component has a
mixed origin, probably including brainstem networks, and the cochleo-vestibular
nerve. This thesis opens up the possibility of future clinical applications for the func-

tional study of the auditory nerve.



INTRODUCCION

Desde el primer registro de potenciales cocleares realizado en gatos por
Wever y Bray en 1930, ha existido un importante desarrollo de la técnica de electro-
cocleografia hasta como la conocemos hoy en dia (Wever y cols., 1930). Posterior-
mente en 1973, Peter Dallos demostré que la actividad sincronica evocada por soni-
do de las neuronas cocleares del nervio auditivo corresponde al potencial de accion
compuesto (PAC) del nervio auditivo que se registra a través de un electrodo coloca-
do en la ventana redonda (Dallos, 1973; Patuzzi y cols., 2004).

Actualmente se sabe que la electrococleografia es una técnica mediante la
cual se registran los potenciales cocleares provenientes de la céclea o del nervio au-
ditivo, incluyendo al potencial microfénico coclear, que se origina principalmente en
las células ciliadas de la cdoclea, el PAC del nervio auditivo, y el potencial de suma-
cion (PS), descrito por primera vez por Tasaki en 1954, y que se genera en respuesta
a la corriente directa (DC) en las células ciliadas que se mueven en conjunto con la
membrana basilar, siendo un potencial relacionado a estimulo (Tasaki y cols., 1954).
Estos potenciales pueden ser medidos con electrodos colocados en distintas posi-
ciones, como por ejemplo a nivel de la piel del conducto auditivo externo, en la mem-
brana timpanica (técnica extra-timpanica o no invasiva), o también a través de regis-
tros invasivos o trans-timpanicos a nivel de promontorio o ventana redonda. Los re-
gistros invasivos son de mayor amplitud (mVolts versus pVolts) y con mejor relacién
sefal- ruido, que los no invasivos (Ferraro y cols., 1994).

El potencial microfénico coclear, el PAC del nervio auditivo y el potencial de
sumacién son obtenidos en respuesta a estimulos acusticos promediando las res-

puestas bioeléctricas sincronizadas con estimulos auditivos como clics y tonos puros.
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Estos potenciales han sido utilizados en investigacion basica y clinica, por ejemplo la
presencia del potencial microfénico coclear en ausencia de respuestas neurales se
ha utilizado como un elemento indicador de neuropatia auditiva (Starr y cols., 2008),
mientras que un incremento entre la relacion de la amplitud del potencial de suma-
cion y el PAC del nervio auditivo se ha propuesto como un indicador de hidrops endo-
linfatico (Brendan y cols., 2000). Por otra parte la disociacion de amplitud de los po-
tenciales cocleares (incremento del potencial microfénico coclear con reduccion del
PAC del nervio auditivo) ha sido utilizada como una medida del funcionamiento del

sistema eferente auditivo (Elgueda y cols., 2011; Ledn y cols., 2012)

Ruido eléctrico de ventana redonda (RWN): caracterizaciéon, origen y modula-
cion

En 1990 el Profesor David Dolan y colaboradores de la Universidad de Michi-
gan, publicaron evidencia de que al colocar un electrodo en el nicho de la ventana
redonda en cobayos, y en ausencia de estimulacion acustica, se obtiene actividad
eléctrica aparentemente aleatoria y no desencadenada por estimulo (Dolan y cols.,
1990). Esta actividad corresponde a una sefal biologica, que se pierde al registrar
animales muertos y que se originaria de la actividad espontanea de las fibras del
nervio auditivo, las cuales, de forma independiente, descargan potenciales de accion
en ausencia de estimulacion acustica (Searchfield y cols., 2004) (Figura 1). Cabe
destacar que, en cobayos, las descargas espontaneas de los distintos tipos de fibras
del nervio auditivo ocurren a una tasa promedio entre 20 y 150 Hz (Manley y cols.,
1976), los que sumado a la gran cantidad de fibras provoca un gran numero de des-

cargas unitarias por segundo.
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Para medir el peak espectral del RWN se realiza un analisis de los componen-
tes frecuenciales del ruido eléctrico registrado en la ventana redonda en condiciones
de silencio. Segun trabajos realizados en cobayos la actividad espontanea del nervio
auditivo presenta un peak entre las frecuencias de 800-1000 Hz (Figura 1) (Dolan y
cols., 1990), similar al peak espectral de las descargas de las neuronas auditivas in-

dividuales (Kiang y cols., 1976) que se consideran como la fuente de origen del ruido

eléctrico obtenido de la ventana redonda.

RWN (compgnente de 1000 Hz)

7
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Figura 1. Ruido eléctrico de la ventana redonda. Se observa componente
espectral de 1000 Hz de frecuencia y como desaparece en los animales post-
mortem. Modificado de Searchfield G.D., Mufioz D.J.B., Thorne P.R. (2004).

Ensamble spontaneous activity in the guinea- pig cochlear nerve. Hearing Research
192: 23-35.
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Respecto a la amplitud del RWN, ésta se correlaciona con una buena sensibi-
lidad auditiva en la zona de la céclea de cobayos en torno a los 30 kHz. Asi, al esti-
mular con tonos puros constantes de 12-22 kHz se reduce la amplitud del RWN en
frecuencia e intensidad, por lo que se considera que el RWN es generado o domina-
do principalmente por neuronas de la region basal de la coclea. Existe ademas, una
fuerte correlacion entre la amplitud del RWN vy las respuestas del potencial de accion
compuesto del nervio auditivo. En una céclea con un umbral auditivo elevado (evi-
denciado por una disminucién de la sensibilidad medida por CAPs) se produce un
cambio en el patron del RWN; disminuye su amplitud y el peak espectral pierde defi-
nicion (Searchfield y cols., 2004).

Para descartar la influencia de los sonidos externos en la generacion del
RWN, Searchfield y colaboradores realizaron un experimento en el que disloco la
cadena osicular de huesecillos del oido medio, como una forma de aislar la coclea de
los ruidos externos. En estos experimentos no se observo alteracion significativa del
RWN, lo que sugiere que esta sefal, efectivamente, no es resultado de sonido exte-
rior (Searchfield y cols., 2004).

Por otra parte, se ha observado que los tonos puros pueden suprimir 0 au-
mentar los componentes espectrales en torno a 800-1000 Hz dependiendo de la fre-
cuencia y la intensidad (Dolan y cols., 1990). Estos cambios son complejos, asi a
bajas frecuencias (5- 20 kHz) se produce supresién que se satura a altas intensida-
des. A frecuencias intermedias (25-30 kHz) se produce un efecto mas complejo nivel-
dependiente y a altas frecuencias (30-35 kHz) se genera un incremento de la sefial

(Dolan y cols., 1990).
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Otro estudio realizado en cobayos en que se le aplica un ruido de banda an-
cha para evaluar la dependencia auditiva de la sefial, se observa un aumento pro-
gresivo de la magnitud de la sefial en torno a 900 Hz, este incremento es exponen-
cial a mayor intensidad de sonido (Sendowski y cols., 2006).

En relacion a estudios de supresion por tonos de baja frecuencia (para el au-
diograma del cobayo) se observa que la disminucion de amplitud ocurre dentro de
una region tonotopicamente limitada de la coclea, entre los 10 y 20 kHz, con una su-
presion maxima centrada en aproximadamente 16 kHz. Esta supresion es depen-
diente de la intensidad, de modo que tonos de baja frecuencia a alta intensidad pro-
ducen mayor supresion del RWN que tonos de alta frecuencia (Searchfield y cols.,
2004). A su vez, la estimulacion con ruido blanco contralateral disminuye el RWN,
presumiblemente por activacion de las fibras olivococleares mediales (Lima da Costa
y cols., 1997; Popelar y cols., 2001).

Otros estudios han demostrado, que la ablacion del nucleo coclear reduce la
amplitud del RWN en la ventana redonda (McMahon y Patuzzi 2002). El mecanismo
por lo que esto ocurre es incierto, pero se sugiere que el nucleo coclear contribuye al
RWN mediante la difusién electrotonica de su propia actividad espontanea o por me-
diacion de las aferencias primarias via sistema eferente. La completa eliminacion del
RWN mediante perfusién de tetradotoxina (TTX, bloqueador de canales de sodio vol-
taje dependiente) y furosemida en el nicho de la ventana redonda sugiere que la con-
tribucion de la actividad espontanea del nucleo coclear solo ocurre en presencia de
un nervio auditivo integro (Searchfield y cols., 2004). Se ha observado ademas, que
una hora tras infundir acido kainico (agonista glutamatérgico, neurotdxico) en la

membrana redonda de cobayos elimina el RWN sin alterar las microfonicas ni el po-
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tencial de sumacion (Dolan y cols., 1990). Del mismo modo, la inyeccion de gentami-
cina disminuye el poder espectral del RWN y aumenta el umbral del PAC hasta 70 dB
en altas frecuencias (Lima da Costa y cols., 1997).

Estudios con antagonistas del receptor de glutamato (DNQX), principal neuro-
transmisor de la sinapsis entre célula ciliada interna y nervio auditivo también redu-
cen la amplitud del RWN, esto, secundario a la alteracién de la sinapsis aferente de
las células ciliadas internas de la coclea (Searchfield y cols., 2004). Ademas, se han
identificado receptores de ATP en las terminales nerviosas aferentes primarias tanto
de las células ciliadas internas como externas (Weisz y cols., 2009). El ATP actuaria
como neurotransmisor o co-transmisor de dichas sinapsis y la perfusion coclear con
ATP se asocia a aumentos del umbral del PAC y disminucion del RWN. Por otra par-
te, al bloquear el co-transportador Na*/K*/CI" en la célula marginal de la estria vascu-
lar (que es un elemento clave en la produccion y mantenimiento del potencial eléctri-
co positivo (+80-100mV) en la escala media) con furosemida se produce una reduc-
cion temporal de la amplitud del RWN (Patuzzi y cols., 2004; Searchfield y cols.,
2004).

Hasta la fecha solo existen reportes de RWN registrado en mamiferos peque-
nos, y no hay estudios publicados en humanos. En esta tesis se buscé y caracterizé
el ruido eléctrico timpanico a través de un registro electrococleografico no invasivo
con un electrodo posicionado en la membrana timpanica de voluntarios sanos. Estu-
diar la actividad espontanea del nervio auditivo en seres humanos podria ser de gran
utilidad en el estudio de pacientes con patologias del sistema auditivo y vestibular,

como por ejemplo sordos candidatos a implantes cocleares.
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HIPOTESIS

La amplitud del peak espectral en 1000 Hz del ruido eléctrico de la membrana
timpanica en humanos se modifica con estimulos auditivos. Esto supone que un ma-
yor numero de fibras del nervio auditivo seran reclutadas por la estimulacién acusti-

ca, lo que incrementa la amplitud del peak espectral en 1000 Hz.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar y determinar el origen del ruido eléctrico timpanico en seres humanos

normo-oyentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obtener registros del ruido eléctrico timpanico en sujetos normo-oyentes a tra-
vés de técnica no invasiva con electrodos en penacho colocados en el tim-
pano.

o Estandarizar las caracteristicas técnicas para la medicion del registro (filtros,
amplificacion, colocaciéon de electrodos).

o Determinar la influencia de fuentes no neurales de ruido eléctrico como la acti-
vidad electromiografica y electrocardiografica.

o Determinar la influencia de artefactos como parpadeos y movimientos ocula-
res en la sefial del ruido eléctrico timpanico.

o Determinar el origen neural de la sefial eléctrica del timpano, evaluando los
siguientes pares craneanos: nervio auditivo (rama coclear del VIl par), nervio
vestibular (VIII par, rama vestibular), el nervio facial (VII par), nervio trigémino

(V par) y cuerda del timpano (rama sensorial gustativa del nervio facial).
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o Realizar mediciones en un mismo sujeto en diferentes dias para confirmar
repetitividad del registro.
MATERIAL Y METODOS
A. Sujetos
Todos los sujetos estudiados en esta tesis fueron mayores de 18 afios y meno-
res de 45 afnos a quienes se les invitd a participar a través de consentimiento infor-
mado. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospi-

tal Clinico de la Universidad de Chile.

B. Montaje del registro y colocacién de electrodos

Para la realizacion de este estudio se adquirieron electrodos timpanicos (Lilly
TM-Wick electrode de Intelligent Hearing Systems®) (Figura 2), que se utilizaron para
la técnica de electrococleaografia clinica. El electrodo viene deshidratado y se rehi-
drata antes de usar con solucion salina durante 10 minutos. Luego bajo visidon oto-
microscopica, se coloca el electrodo apoyado sobre la membrana timpanica con gel
conductor, el electrodo se fija con tela de papel en el pabellén auricular. Ademas se
coloca otros electrodos, el de referencia en el vertex o |6bulo contralateral, el electro-
do tierra en la frente. Ambos son electrodos con forma de anillo y superficie de cloru-
ro de plata (EasyCap®). El paciente se acuesta en una camilla dentro de una jaula
de Faraday situada en la sala sono-amortiguada del Hospital Clinico de la Universi-

dad de Chile.
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Figura 2. Electrodo timpanico de penacho. El electrodo, en uno de sus extremos
posee un penacho de fibras muy finas, las que se hidratan durante 10 minutos, pre-
Vio a su colocacion en la membrana timpanica.
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Figura 3. Montaje de electrodos. A. Bajo vision oto-microscopica se coloca el elec-
trodo en la membrana timpanica. B. Se fija en forma externa con tela de papel al pa-
bellon auricular. C y D. Se colocan electrodos tierra y referencia. E y F. El sujeto se
recuesta en una camilla en la sala sono-amortiguada del Hospital Clinico de la Uni-
versidad de Chile, dentro de una jaula de Faraday.
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C. Generacion de estimulos acusticos y adquisicion de datos

Los estimulos (clics, tonos puros, ruido blanco filtrado) fueron generados con
sistema Tucker-Davis Technologies (RZ6), con una tasa de conversion digito-
analdgica de 50,000 muestras por segundo. Los sonidos fueron presentados median-
te fonos de insercion modelo ER 10-C, Etymotic Research®, USA.

La adquisicion de datos se realizdé con una tasa de adquisicion analégo/digital
de 50,000 muestras por segundo. Se utilizaron 4 preamplificadores distintos, Medu-
sa de Tucker-Davis Technologies®, con una sensibilidad de 122 nV, PZ3 de Tucker
Davis Technologies® de una sensibilidad de 23 nV, y los preamplificadores BMA-200
y BMA-400 (Cwe-Inc®) de una sensibilidad de 7 pV. Dado las amplitudes del ruido
eléctrico timpanico son del orden de decenas a centenas de nanovolts, todos los da-
tos presentados en esta tesis fueron finalmente adquiridos con el sistema Tucker-

Davis Technologies® PZ3 acoplado mediante fibra 6ptica al sistema RZ6.

D. Procedimiento

o Ruido eléctrico timpanico: Se registrd el ruido eléctrico timpanico en todos los

sujetos en condiciones de silencio y dentro de una pieza sonoamortiguada con doble
pared. Para descartar el origen electrocardiografico de la sefal, se utiliz6 ademas, un
electrodo de mufieca. Se realizé un protocolo de movimientos oculares, parpadeo y
contraccion de ambos musculos maséteros de la cara para descartar el origen elec-
tromiografico de la sefial. Ademas en 3 sujetos se realizaron mediciones repetidas en

dias diferentes para evaluar la reproducibilidad de la senal.
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o Evaluacion de nervios craneales: Buscando el probable origen de la sefal, se

evaluaron otros nervios craneanos, cercanos anatdmicamente al sitio del registro. Se
evalud el nervio trigémino (V par) mediante un protocolo de estimulacién tactil con
una térula de algodoén en el tercio superior de la cara durante un minuto. Se evalué
el nervio facial (VI par) con un protocolo de pestafieo durante un minuto. El nervio de
la cuerda del timpano, rama sensorial del VII par, que otorga el gusto a los dos ter-
cios anteriores de la lengua, se evalu6é dando a tomar al sujeto una solucién glucosa-
da al 30%. La rama coclear del nervio auditivo (VIII par) se evalu6 con un protocolo
de estimulacion acustica y la rama vestibular mediante estimulacion caldrica, o que

se detalla a continuacion:

o) Estimulacion acustica

i. Evaluacion de la rama coclear del nervio auditivo: La estimulacion auditiva

se realiz6 utilizando ruido blanco filtrado, tonos puros, clics y diapasones. El
ruido blanco fue filtrado con un pasa alto a 4000 Hz. Los tonos puros utiliza-
dos fueron de 500, 2000 y 4000 Hz. Para esto, se utilizaron dos tipos de fonos,
Presonus HD7 y Etymotic ER-10C a 72 dB de intensidad SPL a 1 Volt (Figura
4). Se realiz6 la estimacion en decibeles del ruido aplicado, mediante calibra-
cion con una jeringa de 2cc, cavidad cerrada virtual, con la que se obtuvo un
valor de 72 dB de ruido a 1 Volt. Ademas, se usaron diapasones de 128, 512y
2048 Hz, tanto por via aérea como por via 6sea. Se uso6 diapasones con el ob-
jetivo de descartar cualquier tipo de interferencia electromecanica durante el

registro del ruido eléctrico. (Figura 5).
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ii. Potencial microfénico coclear y PAC: Adicionalmente, se evalud la actividad

evocada del nervio auditivo midiendo PAC y el potencial microfénico coclear

medido con diapasén de 512 Hz por via aérea.

Figura 4. Fonos utilizados para la estimulacién auditiva. A. Presonus HD7, By C.
Etymotic ER-10C, se observa como es introducido en el conducto auditivo externo de
un sujeto que ya esta siendo registrado con un electrodo timpanico en ese mismo
oido.
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Figura 5. A. Diapasones de 2048, 1024 y 512 Hz. Utilizados para la estimulacion
auditiva tanto por B. via aérea como por C. via 6sea a través del hueso mastoideo.

o) Evaluacion del nervio vestibular:

La prueba caldrica es un método tradicional para la evaluacion de la via vesti-
bular. Este examen estudia especificamente las respuestas del canal semicircular
lateral. La estimulacion caldrica, ya sea con agua o aire frio y caliente, modifica el
peso especifico de la endolinfa dentro del canal, originando una corriente de convec-
cion térmica, ascendente si la temperatura es caliente o descendente si es fria. Este
estimulo genera nistagmo por la activacién del reflejo vestibulo-ocular a nivel del
tronco encéfalo. La fase rapida o nistagmo del movimiento ocular es hacia el lado
estimulado si el estimulo es de mayor temperatura que la corporal o hacia el lado
contrario si es mas fria. El nistagmo generalmente se acompafia de vértigo o ilusion
de movimiento tipo giro.

o Utilizamos un irrigador de aire frio/caliente ATMOS® Varioair. La prueba calori-

ca se realiza estimulando a través del conducto auditivo externo, y con cuidado de
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mantener el electrodo timpanico en posicion (Figura 6). El protocolo se inicia con el
sujeto acostado en la camilla con los ojos cerrados, y se obtiene 1 minuto de registro
basal, en el que el irrigador se encuentra posicionado en el conducto auditivo, pero
sin irrigar, seguido de 2 minutos de estimulacion calorica con aire, el que puede ser a
temperatura fria (26°C) o caliente (44°C) y finalmente 1 a 2 minutos de recuperacion,
en los que se retira el irrigador del conducto auditivo y se le pide al sujeto evaluado
que abra los ojos y mire fijo al frente. En este momento se evalua presencia de sin-
tomas como mareo o veértigo y si existe nistagmo clinico evidenciable con lentes de
Frenzel, lentes con aumento de 20 dioptrias que impiden la fijaciéon ocular y hacen

mas evidente el nistagmo a ojo desnudo (Figura 7).
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Figura 6. Equipo para la realizacion de estimulacién calérica de los conductos
auditivos externos (ATMOS® Varioair). Se aplica un estimulo de aire a 26°C o
44°C. A. Se observa el equipo utilizado para aplicar el estimulo caldérico en el con-
ducto auditivo de los sujetos mediante un estimulador tipo pistola B., que conduce el
aire a la membrana timpanica. C. Equipo de estimulacion caldrica por aire ATMOS®
Varioair.
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Figura 7. Lentes de Frenzel. A. Lentes que poseen gran aumento (20 dioptrias) e
impiden la fijacion ocular. Permiten evaluar el nistagmo post- calérico. B. Una vez
realizada la estimulacion caldrica, se le solicita al sujeto que abra los ojos vy fije la
mirada al frente, para evidenciar con mayor aumento el nistagmo post- caldrico.

ANALISIS DE LOS DATOS
E. Procesamiento de la senal

La sefial registrada es de una magnitud muy pequefia (del orden de 107° V),
por lo que en algunos casos los artefactos provocados por el ruido de la red eléctrica
imposibilita el analisis. Se disefié un protocolo de eliminacion de artefactos derivados
de la corriente alterna de la red eléctrica, incluyendo la frecuencia de 50 Hz y sus
componentes armonicos. Este procedimiento fue aplicado al espectro de frecuencias
obtenidas del ruido, en el que se eliminaron los peaks generados por los armoénicos
de la corriente alterna. Luego se compara la diferencia entre el registro original y el
procesado (Figura 8). Para obtener la amplitud del ruido eléctrico timpanico (RET) se
realizan registros de RET de al menos 1 minuto de duracion. A estos registros se les
realizé el procedimiento de limpieza de armonicos de la corriente alterna a 50 Hz

(descrito arriba, ver Figura 8).
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F. Estadistica

Para el analisis estadistico de la amplitud de los peaks alrededor de 1000 Hz
se utilizé6 como medida el area bajo la curva obtenida del analisis de poder espectral
de la prueba de Fourier, tomando como limites la frecuencia de 650 y 1200 Hz utili-
zando un programa escrito en IGOR (WaveMetrics). Este valor se utiliz6 como “la
muestra” para promediaciones y analisis estadisticos posteriores. Para corroborar si
los distintos tipos de estimulos sensoriales provocan cambios significativos en la am-
plitud del peak de 1000 Hz se realizaron pruebas estadisticas con el programa Sig-
maPlot versiéon 12.5. En primer lugar se evalué la distribucion de los datos con la
prueba de Shapiro-Wilk. Si los datos presentaban una distribucion normal, las posi-
bles diferencias fueron evaluadas mediante el test de ANOVA de una via, en caso
contrario se utilizo el test de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, segun el numero de
condiciones analizadas. En todos los casos se consideré un p<0.05 como una dife-

rencia significativa.

27



Densidad Espectral de Amplitud (nV/VHz)

200 —

— Espectro original

- Espectro limpado

— Diferencia (original-limpado)

----- Promedio +0.001SD (de la diferencia)

150 —

100 %

50 —

UL ’Hi .|I‘“M,| 1 |
o LA ”ﬂm b AN | AR ML LA UWL.J\M dt ln, mf\./\m.fl

1000 1500 2000
Frecuencia (Hz)

e

o
[$2]
o
o

Figura 8. Ejemplo del pre-procesamiento de la seial utilizado para eliminar los
componentes armoénicos multiplos de 50 Hz (seial alterna de la red eléctrica).
La linea negra corresponde al espectro original. En azul se observa la diferencia en-
tre el original y el limpiado. La linea roja representa el espectro limpiado, obtenido
luego del procesamiento de la sefial biologica.
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RESULTADOS
A. Resultados obtenidos

Se obtuvieron registros electrofisioldgicos provenientes de 45 oidos o timpa-
nos, de un total de 31 sujetos normo-oyentes. El 55% (17 voluntarias) de la muestra
fueron de género femenino y el 45% de género masculino (14 voluntarios). A todos
los sujetos se les registro la actividad espontanea (sin estimulacion auditiva). Se eva-
luaron artefactos no neurales u otras fuentes, como electrocardiograma en 6 sujetos,
electromiografia en 3 sujetos, movimientos oculares en 3 sujetos y parpadeo en 3
sujetos. En 16 voluntarios se realizaron protocolos auditivos, 11 con ruido blanco fil-
trado, 3 con tonos puros, 7 con mediciones de microfénicas, en 15 sujetos PAC con
clics y 2 sujetos fueron evaluados con diapasones. En 8 sujetos se realizaron proto-
colos de estimulacion vestibular (prueba caldrica), en 5 sujetos se estimularon las
papilas gustativas de la lengua con solucion glucosada al 30%, y en 3 se evalud la
sensibilidad de la cara con algodén (V par craneano). (Tabla 1)

Al medir los componentes frecuenciales de la sefial se obtuvo un peak en
torno a 1000 Hz (Figura 9) en todos los registros y en todos los voluntarios de una
amplitud de decenas de nanovolts. Al observar los diferentes sujetos registrados, se
observa una gran variabilidad de la amplitud de la sefal, la que se correlaciona con
la impedancia del registro (Figura 10), a mayor impedancia del registro mayor ampli-
tud de la sefial registrada. Este peak se mantiene estable en el tiempo como se ob-
serva en un ejemplo obtenido de un sujeto, calculando un espectrograma de tiempo-

frecuencia durante 360 segundos (Figura 11).
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Tabla 1. Tabla resumen de todos los sujetos evaluados y las condiciones estudiadas.
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Figura 9. Espectrograma de 22 de los 31 sujetos normo-oyentes registrados. Se
observa un peak cercano a 1000 Hz en todas las membranas timpanicas estudiadas.
Los colores representan los diferentes sujetos evaluados. Notar que existe variabili-
dad en la amplitud del peak entre individuos, pero no la frecuencia del peak de 1000
Hz.
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Figura 10. Correlaciéon entre impedancia del registro y amplitud de la sefal. Se
observa una correlacion directa, a mayor impedancia medida en el registro, mayor es
la amplitud obtenida. Cada punto corresponde a un sujeto estudiado (n=31).
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Figura 11. Espectrograma de tiempo/frecuencia. Registro que muestra el compor-
tamiento de la sefial registrada en un voluntario en el tiempo. En una ventana de
tiempo de 360 segundos se observa como la sefal se mantiene estable, con su peak
en la frecuencia de 1000 Hz.
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Para descartar posibles artefactos que originen el componente frecuencial a
1000 Hz, realizamos una serie de registros controles: (1) electrocardiograma, (2)
electromiografia, (3) parpadeo y (4) movimientos oculares. Para descartar el origen
electrocardiografico de la sefial, se busco, sin encontrar el peak de 1000 Hz en un
registro de mufiecas tipo derivacion D2 del electrocardiograma (Figura 12). El origen
electromiografico fue descartado evaluando el cambio espectral de la sefial durante
la contraccion de ambos musculos maséteros de la cara (Figura 13). Mientras que
los artefactos producidos por los movimientos oculares y parpadeo también fueron
descartados como posibles fuentes generadoras del peak de 1000 Hz (Figura 14).

Por otra parte, el nervio cuerda del timpano, rama sensorial (gustativa) del
nervio facial (VIl par), se encuentra ubicado adyacente a la membrana timpanica,
pasando justo por detras de ella. Este nervio esta constituido por fibras sensoriales
que determinan el gusto de los 2/3 anteriores de la lengua vy fibras parasimpaticas
dirigidas a la glandula submandibular para la estimulacién de la secrecion salival. Es
por esta razén, que se diseid un experimento de estimulacion gustativa de la cavi-
dad oral con suero glucosado al 30%. Al administrar la solucién glucosada, no se
observan cambios estadisticamente significativos (Figura 15).

Ademas, evaluamos la rama sensitiva del nervio trigémino (V par) mediante un
estimulo tactil con una térula de algodén, en el tercio superior de la mitad de la cara
ipsilateral al oido registrado, sin evidenciar cambios estadisticamente significativos

en nuestro registro (Figura 16).
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Figura 12. Registro timpanico vs registro de muieca, tipo derivacion D2 de
electrocardiograma. Se realiza un registro de ruido eléctrico timpanico con un elec-
trodo timpanico, donde se observa una elevacion espectral en torno a 1000Hz (linea
roja), lo que no se observa con un electrodo tipo derivacion D2 de electrocardiogra-
ma en la muneca (linea negra).
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Figura 13. Influencia de la actividad muscular en el analisis espectral del ruido
eléctrico timpanico. A. En ambos casos se observa el peak en 1000 Hz. Al contraer
el musculo masetero se observa un aumento de la banda de frecuencias < 800 Hz.
Esto se explicaria por la actividad electromiografica asociada a la contraccidon muscu-
lar, que no influye en el peak de 1000 Hz. B y C. Imagen anatémica del mdusculo
masétero y en actividad.
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Figura 14. Influencia del movimiento ocular y parpadeo en el analisis espectral del
ruido eléctrico timpanico. En ambos casos se observa el peak en 1000 Hz., que no se
ve afectado por los movimientos oculares (A) ni por el parpadeo (B).
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Figura 15. Estimulacién del nervio cuerda del timpano, rama sensorial del VIl par.
A. No se observa cambios en el peak de 1000 Hz, tras la administracion de solucion
glucosada al 30%, solo se ve un aumento de actividad <800 Hz similar al observado
producto de la actividad electromiografica del masetero. B. Nervio cuerda del timpano.
Cara medial de la membrana timpanica, Se aprecia su cercania anatémica con el
timpano y huesos del oido medio, martillo y yunque. C. Este nervio conduce la informa-
cion gustativa de los 2/3 anteriores de la lengua.
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Figura 16. Influencia de la estimulacién tactil del tercio superior de la cara, con una
térula de algodén y el analisis espectral del ruido eléctrico timpanico. A. No se
observan cambios estadisticamente significativos del peak espectral en 1000Hz al
estimular el nervio trigémino (V par). B. Estimulacion con una térula de algodén. C.
Territorios de inervacion sensitiva a nivel de la cara del nervio trigémino.
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Estimulacién auditiva

Para determinar el posible origen neural de la sefal registrada en el timpano,
se disefd un protocolo de estimulacién auditiva que fue realizado a 16 sujetos. Inclu-
y6 estimulacion auditiva ipsi y contralateral con ruido blanco filtrado mayor a 4 kHz en
11 sujetos normo-oyentes. Al realizar el analisis estadistico de la amplitud del peak
espectral a 1000 Hz en silencio y con estimulacion auditiva con ruido blanco con un
pasa alto de 4000 Hz, se observé un cambio significativo de la amplitud en 9 de 11
sujetos (Mann-Whitney, p<0.05) (Figura 17), que corresponden en 8 casos a aumen-
tos de la amplitud (Figura 18) y en 3 sujetos a supresion de la amplitud del peak a
1000 Hz (hay 2 sujetos que tienen incrementos o reducciones, dependiendo de las
caracteristicas del estimulo auditivo) (Figura 19).

Por otra parte, en 3 sujetos utilizamos un protocolo de estimulacion con tonos
puros de 500, 2000 y 4000 Hz durante un minuto. En un sujeto se observé aumento
de la amplitud de la sefial para los tres tonos evaluados. En los otros dos sujetos se
observo aumento significativo para 2 de los 3 tonos (Figura 20).

Con el objeto de determinar si algun artefacto electromagnético proveniente
del sistema de estimulacion auditiva fuese responsable de los cambios observados
con fonos de insercion, se realizd en 2 sujetos estimulacion con diapasones, de 128,
512, 2048 Hz, respectivamente, tanto por via aérea como por estimulacion 6sea en el
hueso mastoideo, donde también se observé aumento significativo de la amplitud de
la sefal. Cabe senalar, que fue excluido el diapason de 1024Hz, asi como el tono de
1000 Hz, por ser una frecuencia muy similar a la frecuencia del ruido eléctrico timpa-

nico estudiada, en torno a 1000 Hz.
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Es importante destacar que al registrar con electrodos timpanicos obtuvimos poten-
cial microfénico coclear en todos los sujetos evaluados (n=7) (Figura 21), asi como
potencial de accidén compuesto del nervio auditivo (n= 15) (Figura 22), lo que confir-

ma que podemos obtener respuestas auditivas “clasicas” con este tipo de electrodo.
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Figura 17. Estimulacién auditiva con ruido blanco filtrado. Ejemplo de un sujeto
en el que se observa aumento de la amplitud del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico
timpanico con estimulacién auditiva con ruido blanco filtrado con pasa alto a 4000 Hz
a 72 dB, 82 dB y 92 dB SPL respectivamente. Kruskal Wallis, H: 21.951; p<0.001.
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Figura 18. Resumen de la estimulaciéon auditiva con ruido blanco filtrado con
un pasa alto de 4000 Hz (n=8). En este grafico se observa el efecto, en dB normali-
zados, del ruido sobre la amplitud del ruido eléctrico timpanico. Se grafican los pro-
medios y las barras de error de los 8 sujetos evaluados. Se aprecia el aumento de la
amplitud con ruido blanco a 72 dB y 82 dB y una pequefa caida en los 92 dB.

Anova, F(7). 216.581; p<0.001.
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Figura 19. Estimulacién auditiva con ruido blanco filtrado. Ejemplo de tres sujetos en los
que se observa supresion de la amplitud del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico
con estimulacién auditiva con ruido blanco. A, B estimulo a 72 dB, 82 dB y 92 dB SPL. Gra-
fico C, estimulo a 72 dB SPL. A: Anova, F(1¢): 26.793; p<0.001. B: Mann-Whitney Rank
Sum Test U: 63,000, p=0.007. C: Kruskal Wallis, H: 15,000, p<0.001.

43



>

Amplitud (V)

oe)

Amplitud (V)

Amplitud (uv)

PJ 1-13

34

Tono 500Hz
32 A

304

28

26

24

22 4

20

18 T T T T T

0 20 40 60 80 100

Tiempo (segundos)
PJ 1-16

38

Tono 2000Hz
36 4

34

32 4

30

28

26

24 T T T T T

0 20 40 60 80 100

Tiempo (segundos)

PJ 1-19

70

120

Tono 4000Hz

60

50 4

40

30 4

20 T T T T T

Tiempo (segundos)

44



BM 1-11

19

D Tonos
T 2000Hz 4000Hz
>
-
=
EL
13 T T T
0 &0 120 180 249
Tiempo (segundos)
NM 1-11
E 100
Tonos
50 500Hz 2000Hz 4000Hz
% 60 -
©
=
2 40
£
<
20
[] T T T

0 60 120 180 240

Tiempo (segundos)

Figura 20. Estimulacion auditiva con tonos. A, B, C. Corresponde al mismo sujeto en el
que se observa aumento de la amplitud del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico
con estimulacion auditiva con tonos de 500, 2000 y 4000 Hz. D, E. Dos sujetos en los que
se observa aumento del peak de 1000 Hz del RET en 2 de los 3 tonos estudiados. A: Krus-
kal-Wallis, H: 14,286, p< 0.001. B: Kruskal-Wallis, H: 7,934, p=0.005. C: Kruskal-
Wallis, H: 14,286, p<0.001, 1grado de libertad. D: Kruskal-Wallis, H: 4,511, p= 0,034.
E: Kruskal- Wallis, H: 19,950, p<0.001.
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Figura 21. Potencial microfénico coclear en respuesta a estimulacién con dia-
pason. En este ejemplo se muestra el espectrograma en el tiempo de la estimulacion
con diapason de 512 Hz por via aérea. A. En el panel superior se observa la micro-
fénica en 512 Hz y sus arménicos en 1024 y 1536 Hz. Las flechas rojas en el regis-
tro, sefalan los tiempos en que el diapasdn es nuevamente estimulado, lo que con-
cuerda con el aumento de la intensidad de la microfonica en el registro. B. En el pa-
nel inferior, la linea negra representa el registro base en silencio, con la elevacion en
1000 Hz, en rojo el estimulo con el diapason y la microfénica en el registro en 512 Hz
y en verde el tiempo de recuperacion.
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Figura 22. Potencial de accion compuesto del nervio auditivo. Ejemplo de curvas
promedio en respuesta a 1000 clics. Se observa la actividad evocada entre 2,5 a 3,5
ms del potencial de accion compuesto del nervio auditivo, solo en los electrodos tim-
panicos (en rojo, 2 pruebas en el mismo oido), el que no se observa en el electrodo
de mufeca, en azul (entre 1,0 y 1,5 ms se observa el artefacto del clic).
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Estimulacién vestibular

Para evaluar la rama vestibular del VIl par, se utilizé un estimulo calérico con
aire a 24°C y 49°C que se aplica en el conducto auditivo externo de los oidos a eva-
luar. Se midi6 ademas como control, la respuesta calérica a temperatura corporal
normal (37° C). El examen fue realizado a un total de 8 sujetos. Se observé un au-
mento significativo de la sefal de 1000 Hz tanto para la temperatura fria como calien-
te durante el periodo estimulado en todos los sujetos. Dicha sefal que tiende a volver
a valores basales en el periodo de recuperacion (Figura 23 y Figura 24).

Al realizar el analisis estadistico, se observo, en todos los sujetos sin excep-
cion, aumento significativo de la amplitud del ruido eléctrico timpanico (Mann-
Whitney, p<0.05) con ambas temperaturas (Figura 25). Al analizar el promedio de los
8 sujetos, queda claramente de manifiesto, el aumento de la amplitud de la sefal pa-
ra ambas temperaturas, al comparar el periodo basal, no estimulado, con el periodo
estimulado (Figura 26). Es interesante senalar, que al comparar la diferencia espec-
tral entre el periodo estimulado y el periodo basal para la estimulacion calorica y la
estimulacién acustica, el estimulo cal6rico genera un incremento centrado en torno a
1000 Hz, en tanto el ruido de banda ancha muestra que el peak tiende a desplazarse

hacia los 800 Hz (Figura 27).
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Figura 23. Prueba caldrica, estimulo a alta temperatura (49°C). A. Estimulacion
vestibular mediante aire en el conducto auditivo derecho de un voluntario. Se produ-
ce aumento del peak de 1000 Hz en el oido estimulado. B. La linea negra representa
el periodo basal, sin estimulo. En rojo y verde, 1° y 2° minuto de estimulacion. La li-
nea azul representa el periodo de recuperacion. Note que en el periodo de recupera-
cion hubo un incremento de bajas frecuencias, probablemente por activacion muscu-
lar.
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Figura 24. Prueba calérica, estimulo a baja temperatura (26°C). A. Estimulacion
vestibular mediante aire en el conducto auditivo derecho de un voluntario. Se produ-
ce aumento del componente de 1000 Hz en el oido estimulado. B. La linea negra
representa el periodo basal, sin estimulo. En rojo y verde, 1er y 2do minuto de esti-
mulacién. La linea azul representa el periodo de recuperacion.
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Figura 25. A, B. Cambios en la amplitud del ruido eléctrico timpanico en 8 vo-
luntarios durante la estimulacion del canal auditivo con aire a diferentes tempe-
raturas. Los trazados negros representan el primer minuto basal, sin estimulacion.
Los trazados rojos, el segundo y tercer minuto con estimulacion calorica y los traza-
dos azules el periodo de recuperacion. En todos estos casos, el incremento de ampli-
tud con el estimulo cal6rico fue significativo (Mann- Whitney Test, p<0.05).Grafico 1:
Mann- Whitney Test, H: 29,881; p<0.001. Grafico 2: Mann- Whitney Test, H: 13,152;
p=0.001. Grafico 3: Mann- Whitney Test, H: 21,148; p<0.001; Grafico 4: Mann- Whit-
ney Test, H: 22,583; p<0.001; Grafico 5: Mann- Whitney Test, H: 10,447; p=0.005.
Gréfico 6: Mann- Whitney Test, H: 15,179; p<0.001. Grafico 7: Mann- Whitney Test,
H: 18,680; p<0.001. Grafico 8: Test de Anova, F). 43,666; p<0.001.
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Figura 26. A, B. Promedio de la estimulacion calérica a 26°C y 49°C (n=8). Los
trazados negros representan el primer minuto basal, sin estimulacion, los trazados
rojos, el segundo y tercer minuto con estimulacion calérica y los trazados azules el
periodo de recuperacion. A: Test de Anova, F1). 25,686; p<0.001. B: Test de Anova,
F(20): 32,818; p<0.001.
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Figura 27. Diferencia espectral entre la estimulaciéon acustica y calérica. Este
grafico muestra la diferencia espectral entre el periodo estimulado y el periodo basal
para la estimulacion caldrica (en azul) y la estimulacion acustica (en rojo). La estimu-
lacion caldrica genera un incremento centrado en torno a 1000 Hz, en tanto el ruido
de banda ancha, en este voluntario en particular, muestra un incremento en los 800
Hz. El aumento de la sefal en otras frecuencias es una manifestacién del potencial
microfénico en respuesta al ruido.
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DISCUSION

En esta tesis se registro y analizé por primera vez el ruido eléctrico timpanico
en humanos, con electrodos en penacho no invasivos. Al analizar los componentes
espectrales de este ruido en silencio, encontramos en todos los oidos estudiados un
peak en torno a los 1000 Hz. Ademas demostramos que la amplitud de este peak se
modifica con estimulos auditivos y vestibulares, lo que permite responder en forma

positiva la hipotesis de esta tesis.

Caracterizacion del peak de 1000 Hz en el ruido eléctrico timpanico de huma-

nos sin estimulacién sensorial.

El primer resultado relevante, es que encontramos un peak cercano a los 1000
Hz al analizar los componentes frecuenciales del ruido eléctrico timpanico registrado
con un electrodo apoyado en la membrana timpanica de sujetos normo-oyentes. Esto
significa que la senal bioeléctrica del timpano contiene informacion relevante y repe-
tible entre los diversos sujetos estudiados. Mas aun este hallazgo es de gran rele-
vancia y originalidad, ya que hasta la fecha no existen publicaciones que describan el
ruido eléctrico de la membrana redonda en seres humanos, que solo habia sido des-
crito en estudios animales (Searchfield y cols., 2004; Sendowski y cols., 2006).

La estandarizacion de la técnica de registro (Figura 3), y los métodos utiliza-
dos para limpiar la sefial y extraccidén del ruido de origen biolégico (Figura 8) y poste-
rior interpretacion, son un aporte original al conocimiento actual del tema. Esto debi-
do a que estamos frente a una sefial del orden de magnitud de decenas de nano-
volts, por lo que al ser tan pequefia es dificil su adquisicion, asi como aislarla del rui-

do ambiente y otros ruidos de origen bioldgico.
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De los 31 sujetos registrados (45 oidos o timpanos) se obtuvo en todos, sin
excepcion, un peak espectral en torno a 1000 Hz de frecuencia a partir del RET en
(Figura 9). Sin embargo, evidenciamos, que existia gran variabilidad en la magnitud
de la sefial entre los diferentes sujetos. Al analizar a que se debia esta variabilidad
interindividual, nos dimos cuenta que se relacionaba directamente con la impedancia
eléctrica de los electrodos utilizados, asi a mayor impedancia, mayor es la amplitud
de la sefal registrada (Figura 10). Este hallazgo no habia sido descrito previamente
en la literatura de estudios con animales. Probablemente esto se deba a que el elec-
trodo timpanico cubre una pequeina area de contacto, como es la membrana timpani-
ca, que posee en el ser humano un diametro aproximado de 10 mm, un area prome-
dio de 69 mm? y un area vibrante efectiva de 43 mm?. Asi, registros en areas mas
localizadas generan una mayor impedancia, lo que se asemeja a un filtro pasa bajo
de frecuencias, por lo que probablemente favorece el registro de las frecuencias de
interés en torno a 1000 Hz. Al evaluar la estabilidad del peak de 1000 Hz en el tiem-
po, mediante un espectrograma de tiempo/ frecuencia (Figura 11), se observé que la
amplitud y frecuencia del peak de 1000 Hz se mantiene en el lapso de 360 segundos,
sin observar mayores variaciones.

De esta forma, se puede concluir que a partir del ruido eléctrico timpanico de
humanos, cuya magnitud esta en el orden de los nanovolts, se puede obtener un
peak en torno a los 1000 Hz de manera confiable en todos los voluntarios registra-
dos, y que si bien esta senal posee variabilidad interindividual, su magnitud y fre-

cuencia se mantiene en el tiempo.
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Diferencias entre el ruido eléctrico de ventana redonda y del timpano

Segun lo descrito en la literatura, en relacién al ruido eléctrico de ventana re-
donda registrado en cobayos, este se obtiene a partir de un electrodo en el nicho de
la ventana redonda y corresponderia a la actividad eléctrica aleatoria y espontanea
de neuronas del nervio auditivo (Dolan y cols., 1990). Se ha demostrado que la sefial
de ventana redonda es de origen biologico, ya que tiene un peak espectral cercano a
900 Hz que se pierde al buscarla en animales post mortem (ver ejemplo de Figura 1).
Los diversos trabajos realizados en cobayos sugieren que se originaria en la activi-
dad espontanea de las neuronas del nervio auditivo, las cuales de forma indepen-
diente y en un ambiente silencioso descargan potenciales de accién (lo que explica el
peak cercano a 900 Hz) (Dolan y cols., 1990; Searchfield y cols., 2004)

En los registros obtenidos en humanos en esta tesis, la principal diferencia
(ademas de la especie), es que la senal no fue medida en el nicho de la ventana re-
donda, sino, a nivel de la membrana timpanica, de esta forma en esta tesis nos refe-
rimos al ruido eléctrico timpanico y no al de ventana redonda. Esto puede tener impli-
cancias en que las fuentes de origen de los peaks y los componentes frecuenciales
(900 y 1000 Hz para RWN y RET respectivamente) sean distintos.

Los componentes frecuenciales del peak espectral del ruido de la ventana re-
donda segun los trabajos realizados en cobayos se encuentran entre los 800-1000
Hz (Dolan y cols., 1990) (Figura 1) similar al peak espectral que se obtiene al evaluar
los potenciales de accion de neuronas individuales del nervio auditivo (Kiang, 1976).
De esta forma la descarga espontanea de las fibras del nervio auditivo es considera-
da la fuente de origen del ruido eléctrico obtenido de la ventana redonda. Por otra

parte, el peak espectral de la sefal registrada en silencio en la membrana timpanica
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en humanos esta centrado en torno a 1000 Hz, lo que es similar a lo descrito en ma-
miferos pequefios. Sin embargo, ya que anatémicamente la ventana redonda y la
membrana timpanica se encuentran separadas, no podemos suponer directamente

que el ruido eléctrico timpanico de humanos también se genere del nervio auditivo.

Posibles fuentes de origen del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico

Decidimos evaluar las posibles fuentes de origen del ruido eléctrico timpanico,
incluyendo fuentes neurales (nervio auditivo, vestibular, facial y trigémino) y otras
fuentes no neurales de ruido eléctrico como la actividad electrocardiografica y elec-
tromiogréafica.

Al evaluar un registro con derivacion electrocardiografica tipo D2 con electro-
dos en muieca, no se observa el peak frecuencial en torno a los 1000 Hz (Figura
12). Ademas se evaluo la posible contribucion de la actividad electromiografica me-
diante la contraccion del musculo masetero, el cual es un musculo masticatorio de la
cara, muy cercano a la zona de registro de interés. Se observé un aumento de la
banda de frecuencias < 800 Hz, pero no influye en el peak de 1000 Hz. (Figura 13).
Este hallazgo esta en linea con lo descrito por Patuzzi y colaboradores en un estudio
con animales, en el que realiza registro de ruido eléctrico de membrana redonda jun-
to con paralisis de los musculos del cuello, lo que afecta el espectro de frecuencia
hasta los 300-400 Hz, pero no el peak en torno a 1000 Hz (Patuzzi y cols., 2003).

Se analizé ademas, si los movimientos oculares y parpadeo eran una posible
fuente de origen del peak de 1000 Hz. Esto debido a que el parpadeo es un artefacto
habitual en los registros de electroencefalograma, por lo que es importante de des-

cartar. Sin embargo, se vio que dichos movimientos no alteran la sefal en torno a
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1000 Hz, por lo que se descartan como fuente de origen o artefacto (Figura 14).
Luego de descartar como fuente de origen la actividad electrocardiografica y
electromiografica, se buscaron fuentes de origen neural. Al realizar el analisis anato6-
mico de los nervios cercanos a la zona de registro (la membrana timpanica), se dise-
Aaron protocolos para el estudio de los siguientes nervios: nervio auditivo, tanto su
rama coclear como vestibular, esto principalmente debido a que el origen descrito
para el ruido eléctrico de la ventana redonda en mamiferos pequefios es el nervio
auditivo. Asi mismo, se estudio el nervio trigémino, V par craneal, que da la sensibili-
dad a los dos tercios superiores de la cara y el nervio cuerda del timpano, rama sen-
sorial del nervio Facial (VI par). El protocolo para estudio del nervio trigémino, con-
sistid en estimular durante un minuto con una térula de algodon los dos tercios supe-
riores de la cara, sin evidenciar cambios significativos en el peak de 1000 Hz. (Figu-
ra 16). Asi mismo, se evaluo el nervio cuerda del timpano al administrar al voluntario
solucién glucosada al 30% en la cavidad oral, que tampoco provocé cambios en

nuestra senal (Figura 15).

Cambios de amplitud y frecuencia del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico tim-

panico por estimulos auditivos.

La evaluacion de la rama coclear del nervio auditivo, se realizé mediante la es-
timulacién auditiva con ruido blanco filtrado (>4000 Hz), tonos puros (500, 2000 y
4000 Hz) y diapasones (128, 512 y 2048 Hz), a un total de 16 sujetos. La exposicion
a ruido blanco filtrado generé cambios en la magnitud del peak de 1000 Hz del ruido
eléctrico timpanico en 9 de los 11 sujetos evaluados. En 8 de los cuales provocé au-

mento de la amplitud de la sefial, como fue claramente evidente en el ejemplo indivi-

59



dual mostrado en la Figura 17 y en el promedio general de estos casos en la Figura
18. Por otra parte, en 3 sujetos generé un efecto de supresion, con disminucion de la
amplitud de la sefal (considerando que en 2 sujetos hubo reduccién o aumento del
peak de 1000 Hz, dependiendo del oido estudiado).

Al aplicar un ruido de banda ancha (similar a ruido blanco) para evaluar la de-
pendencia auditiva de la sefial en animales, se observa un aumento progresivo de la
magnitud del RWN a 900 Hz, siendo este incremento exponencial a mayor intensidad
de sonido, de 10 a 50 dB. (Sendowsky y cols., 2006). Esto es similar a los resultados
que encontramos en el peak de 1000 Hz del RET en humanos y su respuesta ante el
ruido blanco filtrado, donde se observa aumento progresivo de la amplitud de la seial
a mayor intensidad de sonido, que solo tiende a caer parcialmente al exponer a los
sujetos al umbral de disconfort auditivo (92 dB SPL) (Figura 18).

En relacién a los efectos de supresion, observados en 3 sujetos tras la aplica-
cion de ruido blanco filtrado (Figura 19), la hipotesis que explicaria este efecto en
animales es equivalente a la supresion reportada por dos tonos en un unico registro
unitario desde el nervio auditivo (Pfeiffer y cols., 1971). En estos casos, la supresion
de tonos se genera por interaccion mecanica no lineal a nivel coclear, en que la res-
puesta vibratoria de la membrana basilar a un tono se ve disminuida por la presencia
de un segundo tono presentado simultaneamente a otra frecuencia (Ruggero y cols.,
1992). Por otra parte los efectos de supresion del RWN observados con la estimula-
cion con ruido blanco contralateral, se deben presumiblemente a la activacion de las
fibras olivococleares mediales (Lima da Costa y cols., 1997; Popelar y cols., 2001).
No sabemos con certeza, cual es la explicacion para este efecto encontrado en 3

sujetos, sin embargo en dos de ellos esto se observé en el oido contralateral, tal vez
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explicado por activaciéon del haz olivococlear medial.

En relacion a la estimulacion con tonos puros, experimentos realizados en
animales muestran que los tonos puros pueden suprimir 0 aumentar los componen-
tes espectrales del peak de 900 Hz del RWN, dependiendo de la frecuencia y la in-
tensidad utilizada (Searchfield y cols., 2004). Estos cambios son complejos, asi a
bajas frecuencias (5 a 20 kHz) se produce supresion del RWN que se satura a altas
intensidades, mientras que a frecuencias intermedias (25 a 30 kHz) se produce un
efecto complejo nivel-dependiente, y a altas frecuencias (30 a 35 kHz) se genera un
incremento de la amplitud del RWN (Dolan y cols., 1990). Dado este antecedente y
teniendo en consideracion que el espectro frecuencial de la coclea de humanos difie-
re a la de cobayos, es que no se puede homologar perfectamente la respuesta en-
contrada en humanos con lo reportado previamente en cobayos, sin embargo es sa-
bido que la respuesta es compleja y frecuencia e intensidad dependiente como ob-
servamos en los tres sujetos evaluados.

Por otra parte, al analizar el efecto generado, se observa, que en condiciones
de silencio la magnitud del ruido eléctrico timpanico esta en torno a los 20 a 25 pV'y
que al presentarse el estimulo auditivo aumenta en forma significativa, llegando al
orden de 30 a 35 pyV en forma progresiva a 72 dB y 82 dB, lo que llevado a dB de
efecto normalizado, da un efecto de 3 a 4 dB en el gran promedio de los 8 sujetos
(Figura 18). Dicha sefial cae al aumentar la intensidad de sonido a 92 dB SPL, lo que
podria deberse a la activacion del umbral del reflejo de oido medio, conocido como
reflejo acustico o estapediano. Este es un arco reflejo que se activa con sonidos de
85 a 100 dB, sobre el umbral auditivo y que busca proteger al oido interno de un po-

tencial dano secundario a sonidos intensos. Cuando el oido se ve expuesto a ruidos
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intensos, se activa el reflejo estapediano cuya via aferente viaja por el nervio auditi-
VO, y cuya via eferente es a través del nervio estapedial, rama motora del nervio fa-
cial, que inerva el musculo del estribo, el que se contrae rigidizando la membrana
timpanica y la cadena de huesecillos, disminuyendo asi la energia vibratoria que lle-
ga al oido interno.

En resumen, los estimulos auditivos provocan cambios significativos de ampli-
tud del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico. Sin embargo estos cambios
son diversos e incluyen reduccién e incrementos de amplitud, dependiendo de la fre-

cuencia y presion sonora utilizada.

Cambios de amplitud y frecuencia del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico tim-

panico por estimulos vestibulares.

La estimulacién de la rama vestibular del nervio auditivo en forma clinica se
realiza habitualmente a través de la prueba calérica de Fitzgerald-Hallpike (Hallpike,
1955), examen mediante el cual se estimula al canal semicircular horizontal, inervado
por el nervio vestibular superior, mediante un estimulo calérico ya sea con agua (a
30° y 44° C) o aire (a 24° y 49° C). En un paciente sin alteracion del sistema vestibu-
lar, la respuesta esperada es de tipo excitatoria para la temperatura caliente, que se
evidencia con nistagmo o movimientos oculares que se dirigen hacia el oido estimu-
lado y de tipo inhibitoria con temperatura fria, lo que determina movimiento ocular
que se aleja del oido irrigado.

Realizamos estimulacion calérica con aire a 8 sujetos, tanto con temperatura
fria como caliente, y encontramos un aumento de la amplitud del peak de 1000 Hz

del ruido eléctrico timpanico durante el periodo de estimulacion, que lentamente
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vuelve a valores basales durante el periodo de recuperacién (Figura 25, Figura 26)
Este hallazgo nos plantea una clara interrogante: si asumimos que el estimulo calori-
co a alta temperatura es considerado un estimulo excitatorio que depolariza los me-
canoreceptores de la cresta ampular del canal semicircular horizontal del lado esti-
mulado, con el consiguiente aumento de la descarga de las fibras del nervio vestibu-
lar superior, si el peak de 1000 Hz del RET se origina (en parte) del nervio vestibular
ipsilateral, es de esperar, que se produzca un aumento de la amplitud del peak de
1000 Hz de la senal del RET, como efectivamente lo cuantificamos en nuestros expe-
rimentos. Sin embargo, la estimulacién con aire frio, es considerada un estimulo inhi-
bitorio, y que disminuye la actividad del nervio vestibular, generé un aumento de am-
plitud del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico en nuestros experimentos.
Este punto sera discutido mas en profundidad a continuacion, en posibles origenes
del peak de 1000 Hz en el RET.

Una diferencia que encontramos entre la estimulacion auditiva y vestibular fue
que el peak espectral se desplaza hacia los 800 Hz en el caso auditivo, mientras que
con la estimulacion vestibular se mantiene en torno a los 1000 Hz (Figura 27). Ya que
el espectro de frecuencias descrito para el ruido eléctrico de ventana redonda en
animales se encuentra entre 800-1000 Hz, tal vez estos estudios han mostrado dos

componentes superpuestos de cada rama del VIII par (coclear y vestibular).

Posibles origenes del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico

Diversos estudios realizados en animales han demostrado que el ruido eléctri-
co de la ventana redonda es una sefial de origen biolégico, que desaparece en ani-

males post mortem y que se registra en condiciones de silencio (Dolan y cols., 1990).
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Su peak espectral en torno a 800-1000 Hz, se correlaciona con el peak de descarga
de las neuronas auditivas individuales del nervio auditivo (Kiang y cols., 1976). Se
ha visto ademas, que el RWN, se correlaciona con la sensibilidad auditiva medida a
través de umbrales de respuesta del potencial de accion compuesto del nervio auditi-
vo, por lo que si los umbrales se elevan el RWN disminuye su amplitud y el peak es-
pectral del RWN pierde definicién (Searchfield y cols., 2004). Ademas, multiples ma-
nipulaciones farmacolégicas, con diuréticos, como furosemida, acido kainico y TTX
entre otros, apuntan a que el RWN tiene un origen neural, probablemente de las neu-
ronas del nervio auditivo (Searchfield y cols., 2004; Dolan y cols., 1990; Lima da Cos-
tay cols., 1997).

Al analizar la amplitud de la sefial del RWN en diferentes bandas de frecuen-
cia, y en condiciones en las que la funcion coclear esta gravemente alterada por oto-
toxicidad provocada por diuréticos, practicamente no hay potencial de accion com-
puesto del nervio auditivo, y los umbrales se elevan hasta 70 dB. En esta situacion,
la amplitud del RWN antes del tratamiento, es de alrededor de 80 pV? entre 500 a
2500 Hz y se reduce a 9 pV? en el momento de maximo efecto de los diuréticos. Esta
respuesta reducida se mantiene en 16 pV? después del tratamiento combinado con
gentamicina. Por lo tanto, la actividad especifica coclear representa al menos el 80%
del origen de esta sefial. La diferencia o remanente de actividad (en la senal del
RWN) después del tratamiento con ototdxicos representaria probablemente la activi-
dad de los nervios vestibular y facial (Lima da Costa y cols., 1997).

En conclusion, si bien el RWN es una sefial de origen neural, depende al me-
nos, en 80% de la actividad coclear. Es posible que las respuestas cocleares gene-

radas por sonidos propios del cuerpo, como latidos cardiacos o la respiracion, pue-
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dan en parte explicar la presencia del RWN, como una sefal “de actividad esponta-
nea” del nervio auditivo. Ademas, si bien el principal candidato como fuente de origen
del ruido eléctrico de la ventana redonda son las neuronas del nervio auditivo, no se
puede descartar completamente a neuronas del nervio vestibular superior e inferior y
del nervio facial.

Teniendo todos estos antecedentes del ruido eléctrico de la ventana redonda
en animales, podemos discutir el origen del RET obtenido en esta tesis recordando
que la medicion se realiza en humanos con un electrodo apoyado sobre la membra-
na timpanica y no en el nicho de la ventana redonda, como esta descrito para mami-
feros pequenos, por lo que, anatdbmicamente representa una zona diferente y mas
distante del nervio auditivo. En segundo lugar corresponde a una medicion realizada
en seres humanos, lo que hasta la fecha no ha sido reportado en la literatura, por lo
tanto no contamos con referencias previas de esta sefal. Sin embargo, y pese a las
consideraciones anteriores, a través del electrodo timpanico fuimos capaces de re-
gistrar fehacientemente microfénicas cocleares y mas importantemente, el potencial
de accidn compuesto del nervio auditivo, con lo que, por una parte tenemos seguri-
dad de que esta técnica permite registrar potenciales auditivos similares a los que
habitualmente se registran en la ventana redonda. De esta forma, presumimos que
también estamos en condiciones de medir su actividad espontanea.

Al evaluar diferencias y semejanzas entre el RWN de animales y el RET de
humanos vemos que en ambos tipos de registros se encuentra un peak que compar-
te la banda frecuencial de 800 a 1000 Hz (Tabla 2). Ademas, en ambos casos la
magnitud del peak depende de estimulos auditivos. Sin embargo, en el caso de la

senal registrada en el timpano de humanos, las respuestas vestibulares parecen ser
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mas constantes que las auditivas ya que todos los sujetos tuvieron respuestas a los

estimulos caldricos, pero no todos a los estimulos auditivos.

Round window | Ruido eléctrico timpanico

noise
Especie Cobayos Humanos
Lugar de medicion Ventana redonda Membrana timpanica
Peak espectral 800- 1000 Hz 1000 Hz
Dependencia auditiva Si Si
Dependencia vestibular no Si
Dependencia EMG no no
Dependencia nervio facial no no
Dependencia nervio trigémino no no
Origen Nervio Auditivo Nervio auditivo y vias auditivas y

vestibulares en tronco encefalico

Tabla 2. Comparacion del ruido eléctrico de ventana redonda (RWN) y el ruido eléc-
trico timpanico medido en humanos. EMG: electromiografia.
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Origen central y periférico para el peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico

El estudio del ruido eléctrico timpanico con estimulacion vestibular no tiene un
buen parangén en la literatura del RWN y otorga una nueva arista al estudio del ori-
gen de los ruidos biolégicos en humanos. Sin embargo, el hecho de que tanto los
estimulos de alta temperatura (excitatorios) o de frio (inhibitorios) generaron un in-
cremento de amplitud del peak de 1000 Hz del RET en todos los sujetos evaluados,
fue un hallazgo inesperado.

A partir de estos resultados proponemos que el peak de 800-1000 Hz del ruido
eléctrico timpanico tiene un origen mixto en seres humanos, central y periférico. El
origen periférico se refiere a la contribucion de los nervios que constituyen el VIII par
craneal, tanto su rama coclear como vestibular. El origen central se refiere a las vias
neurales del sistema auditivo y vestibular que se ubican en el tronco encefalico (Figu-
ra 28). El planteamiento de un origen mixto, central y periférico para el peak de 1000
Hz del RET nos permitiria explicar que tanto el estimulo caldrico excitatorio como
inhibitorio incremente la magnitud de la sefal, ya que se producen aumentos de la
tasa de descarga en neuronas de la via vestibular del tronco encefalico, independien-

te de la calidad térmica del estimulo caldrico.
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Figura 28. Esquema que explica la teoria de la génesis del peak de 1000 Hz del
ruido eléctrico timpanico en humanos. A. Via auditiva periféica y central. B. Via
vestibular periférica y central. Se plantea un origen mixto, desde el VIII par (rama
coclear y vestibular, circulo rojo) a nivel periférico, asi como desde las vias auditivas
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y vestibulares centrales a nivel del tronco cerebral (circulos verdes).

Posibles utilidades clinicas de la medicion del peak de 1000 Hz del ruido eléc-
trico timpanico en humanos

La evaluacion del peak de 1000 Hz del RET podria resultar de suma utilidad
en clinica. La técnica empleada para su medicion es similar a la utilizada en los regis-
tros de electrococleografia no invasiva para medir potenciales cocleares en huma-
nos. Hasta la fecha, la electrococleografia es uno de los pocos examenes que permi-
ten obtener una evaluacion funcional del nervio auditivo, centrada principalmente en
la medicion del potencial de accion compuesto del nervio. Sin embargo la medicion
del PAC auditivo necesita de un estimulo sincronizante, que puede ser un estimulo
auditivo o un pulso eléctrico. Los estimulos auditivos necesarios para sincronizar y
obtener un PAC del nervio auditivo no se pueden realizar en pacientes sordos pro-
fundos, ya que no se logra una adecuada estimulacion auditiva. Por otra parte, la
estimulacion eléctrica del promontorio o a través de un implante coclear, son técnicas
invasivas que habitualmente se realizan durante una cirugia de oido, lo que limita su
utilidad predictora de la funcionalidad del nervio auditivo. De esta forma la medicion
del componente auditivo del peak de 1000 Hz del ruido eléctrico timpanico, podria
permitir evaluar la funcionalidad del nervio auditivo de manera no invasiva y antes de
un evento quirurgico.

La presencia del peak de 1000 Hz en el ruido eléctrico de ventana redonda ha
sido relacionado con la presencia de tinnitus en modelos animales. El salicilato (aspi-
rina) es utilizado comunmente en forma experimental para su estudio, ya que produ-

ce un tinnitus reversible en humanos (McFadden y cols., 1984). El mecanismo de
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accion a nivel del sistema auditivo en mamiferos no es claramente conocido. A nivel
periférico altas dosis de salicilato endovenoso aumentan la tasa de descarga espon-
tanea de las neuronas aferentes y dosis menores la disminuyen. Cazals y cols.
(1996) observaron que el uso de salicilato endovenoso en cobayos despiertos au-
menta la amplitud del ruido eléctrico en torno a 900 Hz imitando el inicio y la progre-
sion del tinnitus en humanos (Cazals y cols., 1996). Este aumento fue interpretado
como incremento de la tasa de actividad espontanea y los cambios observados en el
patron de descarga espontanea fueron los que comunmente se asocian al trauma
acustico (Liberman y Kiag, 1978) y al hidrops endolinfatico, como modelo animal de
la enfermedad de Méniére (Harrison y Prijs, 1984; Eggermont, 1990). De esta forma
la medicion del peak de 1000 Hz del RET en humanos podria ser de utilidad para
demostrar un aumento de la tasa de descarga en fibras del nervio auditivo en pacien-
tes con tinnitus. En relacidn a la rama vestibular del VIII par, la medicidon del peak de
1000 Hz podria contribuir al diagndstico y seguimiento de pacientes con neuritis ves-
tibular, infeccion viral que genera una disminucién de la tasa de descarga del nervio
vestibular unilateral, con la consiguiente pérdida de equilibrio. Su estudio se realiza
con prueba caldrica y en algunos casos con potenciales miogénicos evocados de
tronco pero pese a que tiende a la resolucion espontanea, no existen claros predic-
tores del tiempo ni velocidad de resolucion (Nola y cols., 2011; Adamec y cols.,
2014). Esta herramienta podria ser util también, en pacientes con schwannomas ves-
tibulares. En estos existe compresidén progresiva del nervio vestibular por el tumor,
que altera paulatinamente su funcion. Hasta la fecha no existen claros predictores
preoperatorios de la preservaciéon de la audicion ni de riesgo de compromiso de otros

pares craneanos cercanos como el nervio facial, por lo que podria constituir una he-
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rramienta no invasiva y util en su evaluacién pre-quirurgica (Tringali y cols., 2010;

Phillips y cols. 2010).

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en esta tesis permiten demostrar por primera vez, la pre-
sencia de un peak en 1000 Hz medido a partir del ruido eléctrico registrado en forma
no invasiva a nivel de la membrana timpanica en humanos. La amplitud de este peak
se modifica con estimulos auditivos y vestibulares. Planteamos un origen mixto de
dicha sefial, tanto a nivel periférico desde el VIII par craneal (rama coclear y vestibu-
lar), como central, desde las vias auditivas y vestibulares del tronco cerebral. Este
componente frecuencial del ruido eléctrico timpanico de humanos podria ser utilizado

en el diagndstico y manejo de diversas patologias audioldgicas y otoneuroldgicas.
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