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1 RESUMEN

El sistema auditivo eferente olivococlear medial (MOC) podria ser activado en
situaciones especificas para prevenir un dafio coclear frente a estimulos de alta
intensidad o aumentar la discriminacion de sefiales transitorias en presencia de ruidos
enmascarantes. Esta compuesto por dos vias, una que se activa con estimulos
ipsilaterales y otra con estimulos contralaterales. Para investigar la modulacion del MOC
a nivel de la coclea y del nervio auditivo después de ruido, se analizé el efecto de la
presentacion de un ruido unilateral de alta intensidad (100 dB SPL, por 30 s) sobre los
potenciales microfonicos cocleares (CM) y potencial de accion compuesto del nervio
auditivo (CAP) de ambas cocleas simultdneamente en 12 chinchillas adultas, sanas, en
estado de vigilia y habituadas a permanecer en un restrictor de movimiento. Para
verificar si este efecto es generado por el MOC, se administré gentamicina (IP,
150mg/Kg de peso), antibidtico aminoglucosido descrito como bloqueador especifico
del MOC.

La activacion del MOC por exposicion al ruido provocd una modulacion de las
respuestas de ambos oidos. En el CM ipsilateral el ruido provocd una disminucién
significativamente menor (1dB promedio) posterior a la administracién de gentamicina.
En el CAP ipsilateral los efectos del ruido tuvieron mayor variabilidad, con una
diferencia promedio de 0,7 dB menor post gentamicina. Para los CM y CAP ipsilaterales
con mayores efectos de ruido pre gentamicina se observaron los mayores bloqueos por

gentamicina, disminuyendo el efecto del ruido en 3,6 y 1,4 dB, respectivamente. Para el



CM contralateral pre gentamicina se encontré un leve efecto de aumento de la amplitud
que fue bloqueado por la gentamicina. Para el CAP contralateral no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el efecto de ruido pre y post
gentamicina.

Estos resultados demuestran que el sistema eferente olivococlear medial participa
modulando la actividad de ambos oidos después de presentar ruido de alta intensidad. En
el oido ipsilateral al ruido provoca una disminucion de la amplitud del CAP y CM,

mientras que en el oido contralateral provoca un leve aumento de la amplitud del CM.



1 ABSTRACT

The medial olivocochear efferent system (MOC) could be activated in specific
situations to protect the cochlea from acoustic injury by high intensity stimuli or to increase
discrimination of transient sound in presence of masking noise. This system comprises two
distinct pathways, one that respond to ipsilateral stimulus and other to contralateral
stimulus. To examine a possible MOC modulation on cochlea and auditory nerve after
noise, the present study analyze the effect of unilateral high intensity noise (100 dB SPL,
for 30 s) on microphonic potentials (CM) and compound action potential of auditory nerve
(CAP) recorded simultaneously in the two cochleae of 12 healthy and awake chinchillas.
The animals were habituated to remain in a restraining device. To verify whether the effect
is produced by MOC, gentamicin was injected (IP, 150mg/Kg of weight), an
aminoglycoside antibiotic that has been reported to block MOC activity.

The MOC activation after noise presentation produced a modulation of cochlear and
neural responses in both ears. In the ipsilateral CM, the amplitude reduction after noise
presentation was significantly smaller (1 dB, mean) than after gentamicin. In the ipsilateral
CAP the noise effects had more variability, with a mean difference 0.7 dB smaller than
post-gentamicin. Those CM and CAP recordings which had the largest noise effects pre-
gentamicin, showed significantly greater gentamicin block, with a reduction of the noise
effect in 3.6 and 1.4 dB respectively. For the contralateral CM pre-gentamicin condition, a
small amplitude increase was found, which was blocked by gentamicin. No statistical

differences were found for contralateral CAP between noise effect pre and post-gentamicin.



These results prove that the MOC system modulates the cochlear and neural activity
in both ears after the presentation of unilateral high intensity noise. In the ear ipsilateral to
noise presentation, the MOC system produced a decrease in the amplitude of CAP and CM,

whereas in the contralateral ear produced a small increase of the CM amplitude.



1 INTRODUCCION

Antecedentes bibliograficos

La coclea es la estructura donde se realiza el primer analisis del sonido, en su
interior se encuentra dividida en tres espacios: escala timpanica, vestibular y media. La
escala media contiene al 6rgano de Corti con sus tres corridas de células ciliadas externas
(CCE) y una de células ciliadas internas (CCI), donde ocurre la transduccion de los
estimulos mecanicos en actividad bioeléctrica. Las vibraciones del estapedio se transmiten
a la escala vestibular y desde aqui a la escala timpanica, iniciando una onda de
desplazamiento de la membrana basilar que viaja apicalmente, esta “onda viajera” alcanza
un maximo de amplitud en un punto especifico de la membrana basilar y decae
abruptamente. La posicién especifica donde la onda viajera alcanza el maximo de amplitud
tiene una distribuciéon ordenada, de esta forma ondas viajeras de frecuencias agudas
alcanzan su amplitud maxima en la base de la cdclea, mientras que las graves en el apice.
La frecuencia a la cual una posicion coclear responde al menor nivel de presion de sonido
corresponde a la frecuencia caracteristica (CF) de esa posicion coclear. Ademads de las
caracteristicas tonotopicas antes mencionadas, en la coclea se observa un mecanismo no
lineal de compresion, el cual aumenta las vibraciones de la membrana basilar en la region
de la CF para bajos niveles de estimulacion. Ademds, el grado de compresion es
dependiente de la frecuencia, siendo mayor para las frecuencias altas, sobre los 4Khz (6).

Un método para caracterizar la respuesta de un punto especifico de la membrana
basilar es a través de curvas de sintonizacion, donde se representa la presion de sonido

requerida para una respuesta determinada de la membrana basilar en funciéon de la



frecuencia de estimulacion. En estas curvas se observa que repuestas a las menores
intensidades ocurren con estimulos a la frecuencia caracteristica de esa posicion coclear,
por lo que se puede deducir que la respuesta de la membrana basilar es mas sensible para su
frecuencia caracteristica (21). Ademas, se puede observar que la agudeza de sintonizacion
es mucho mayor para las frecuencias agudas (21).

Las investigaciones de Robles y Ruggero (24) analizan el comportamiento no lineal
compresivo de la respuesta mecanica coclear, a través de mediciones de vibracién de la
membrana basilar. En la figura 1 se muestra la sensibilidad (desplazamiento por unidad de
presion del estimulo) de la membrana basilar en funcién de la frecuencia y se observa que
la maxima sensibilidad se obtiene para estimulos de baja intensidad a la frecuencia
caracteristica de la posicion de la coclea estudiada. Ademas, a medida que se aumenta la
intensidad de estimulacion disminuye gradualmente la sensibilidad y la agudeza de
sintonizacion (ancho de la curva en un rango de frecuencias).

Posteriormente, esta respuesta no lineal se explicO por un mecanismo biologico
activo de amplificacion coclear, que para estimulos de baja intensidad provoca una
amplificacion de las vibraciones en determinada posicion coclear. En la actualidad se
postula que el mecanismo molecular responsable de este fenémeno radica en las CCE y que
esta amplificacion estaria dada por la electromotilidad de las CCE. Una proteina de
membrana, denominada prestina, ubicada exclusivamente en las CCE, seria el motor
molecular cuyos cambios conformacionales hacen que una depolarizacién produzca un
acortamiento vy la hiperpolarizacién un alargamiento de las CCE. Esta proteina se expresa
especificamente en las CCE y modifica la longitud vy la rigidez axial de la célula (33).

Posteriormente se confirmé que la supresion del gen de la prestina en ratones transgenicos,



provoca una pérdida de la electromotilidad de las CCE y una disminucion de la sensibilidad
coclear de entre 40 y 60 dB, sin alterar el mecanismo de transduccion de las CCE (15).
Entonces, la depolarizacion de las CCE conlleva un acortamiento de su cuerpo celular, lo
que provocaria un acercamiento de la membrana tectoria a la cual estan anclados los cilios
de estas células, permitiendo que cilios de células ciliadas internas (CCI) que no estaban

siendo estimuladas entren en contacto con la membrana tectoria y se produzca la

depolarizacion de las CCLL
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Fig. 1 Curvas de sensibilidad de la respuesta de la membrana basilar en funcién de la
frecuencia para distintas intensidades. Los datos fueron registrados de la zona basal de la
coclea de chinchilla (a la izquierda) a una frecuencia caracteristica de 10KHz y del cobayo
(a la derecha) a una frecuencia caracteristica de 17KHz. Reproducido de ref. 24.

Es importante considerar que la electromotilidad esta ausente en células ciliadas de
otras especies no mamiferos, por lo que ademds puede existir otro mecanismo de

amplificacion, probablemente debido a motilidad a nivel de los estereocilios (4). Un




movimiento activo de los cilios, podria incrementar la fuerza de apertura de los canales y
con esto, aumentar la sensibilidad de las CCE (4).

Otra caracteristica particular de las CCE es una inervacion que difiere
completamente de la inervacion de las CCI. Las CCI poseen entre un 90 a 95% de la
inervacion aferente, mientras que las CCE reciben sélo entre el 5 y 10% restante de esta
inervacion (21). La inervacion eferente proyecta indirectamente a las CCl y directamente a
las CCE a través de grupos celulares diferentes (22) que se describiran mas adelante.

Considerando que la respuesta no lineal de la coclea se atribuye a las CCE y estas
a su vez estan inervadas principalmente por fibras eferentes, se postula que la respuesta de
la coclea podria estar modulada por el sistema auditivo eferente.

El sistema eferente auditivo se inicia en la corteza y desciende a través de dos vias,
una de estas llega al cuerpo geniculado medial del tilamo, hace sinapsis con fibras
aferentes y retorna a la corteza, formando un circuito eferente cortico talamico. Otra via
desciende al coliculo inferior y complejo olivar superior (31). Desde el complejo olivar
superior, las fibras eferentes inervan las células ciliadas internas y externas de la coclea
formando el sistema eferente olivococlear (10).

Se ha estudiado la distribucion neuronal del sistema eferente olivococlear (1, 3, 7,
10, 26, 30), encontrando poblaciones celulares diferentes que permiten dividirlo en dos sub
sistemas; lateral (LOC) y medial (MOC). El LOC esta formado por pequefias neuronas
ubicadas en la oliva superior lateral, con axones no mielinizados, desde aqui acompaiia en
su recorrido al nervio vestibular inferior y termina haciendo sinapsis en fibras del nervio
auditivo que contactan las CCL. El MOC esta formado por neuronas de gran tamafio

ubicadas medial, ventral y anterior a la oliva superior medial que tienen axones



mielinizados y terminan en sinapsis directas en las células ciliadas externas del organo de
corti (10). Las diferencias anatomicas entre estos dos sistemas permiten algunos estudios
diferenciados, por ejemplo frente a una determinada estimulacion eléctrica es posible
estimular solo las fibras del MOC, sin estimular al LOC. Por otra parte, la sinapsis directa
del MOC con la base de las CCE sugiere una modulacién mas directa sobre los procesos
que ocurren en la coclea.

A través de marcacion retrograda se ha encontrado que, en gatos aproximadamente
el 73% de las neuronas LOC proyectan ipsilateralmente y el 70% de las neuronas MOC son
contralaterales (30). En hamster las neuronas del LOC ipsilaterales alcanzan un 92% y las
neuronas MOC contralaterales un 77.4% (26).

La distribucion de neuronas del sistema eferente olivococlear de la chinchilla ha
sido estudiado por Azeredo y cols (1), quienes inyectaron un marcador neuronal retrogrado
en la escala timpanica de cocleas en forma uni y bilateral. Los autores encontraron que las
neuronas marcadas tenfan una distribucién y morfologia similares a los patrones generales
de las neuronas olivococleares en otras especies de roedores. En el LOC se describen unas
neuronas de pequefio tamafio denominadas intrinsecas y unas neuronas grandes que rodean
la oliva superior lateral, llamadas Shell. En el MOC se encontraron neuronas de gran
tamafio localizadas en el nucleo periolivar dorsomedial. Las neuronas del LOC alcanzan
alrededor del 67% del total de neuronas marcadas, las intrinsecas se encontraron casi
exclusivamente ipsilaterales a la coclea inyectada y menos del 1% fueron contralaterales.
Las neuronas Shell comprendieron el 9% del total de neuronas, el 6% fue ipsilateral. Las
neuronas MOC tanto ipsi como contralaterales constituyen entre el 20 y 25% del total de

neuronas olivococleares marcadas. Al considerar sélo las neuronas MOC, el 16-20% son



ipsilaterales, el 79,5-84% son contralaterales y menos del 1% proyectaron bilateralmente.
En resumen, Azeredo y cols encuentran que alrededor de un 22% del total de neuronas
eferentes son contralaterales: 19% MOC y 3% Shell LOC.

En términos generales, las neuronas del LOC proyectan predominantemente a las
células ciliadas internas de la coclea ipsilateral y las del MOC lo hacen principalmente a las
células ciliadas externas de la cdclea contralateral, lo que varia en las diferentes especies es
la proporcion de esta distribucion, sobre todo en el MOC. En base a estos antecedentes, se
puede esperar que el grado de modulacién que ejerce el MOC sobre la coclea ipsi y
contralateral puede ser diferente, dependiendo, del numero de fibras que lo componen y de
su distribucion.

Las primeras investigaciones para esclarecer la modulacion que gjerce el MOC
fueron realizadas por Galambos (9) y Fex (8). Galambos describe que la activacion del
sistema eferente olivococlear provoca una disminucion en la amplitud de la respuesta del
nervio auditivo (9). Por otra parte, Fex describe que la activacion del MOC provoca un
aumento de la amplitud del potencial microfonico coclear (8). Estos hallazgos muestran que
el MOC simultdneamente provoca una disminucion de las respuestas a nivel del nervio
auditivo y un aumento de las respuestas a nivel del receptor coclear.

Fl potencial microfonico coclear (CM), también llamado potencial de receptor, es
la actividad eléctrica registrada desde la ventana redonda o promontorio y representa la
suma de las corrientes extracelulares generadas por toda la zona de la rampa coclear
excitada por un estimulo acustico (31). Esto incluye las corrientes generadas por las células
ciliadas internas como externas y por la proporcion de estos grupos celulares, el potencial

microfénico coclear se atribuye a las células ciliadas externas. Esto ha sido demostrado al



eliminar selectivamente las células ciliadas internas, sin obtener diferencias significativas
de la amplitud del CM (5).

Mas recientemente (7, 10) también se ha estudiado la modulacion del MOC usando
la activacién por estimulacion eléctrica a nivel del piso del IV ventriculo. Al estimular
localmente el MOC con pulsos eléctricos en el tronco encefalico, cerca del lugar de origen
de las fibras eferentes mediales, se observa una inhibicién del potencial de accion del
nervio auditivo ipsi y contralateral, siendo 2,6 veces mayor el efecto sobre el lado
contralateral: 14.4 dB de inhibicién contralateral versus 5,6 dB ipsilateral (10). Al estimular
de forma similar el sistema eferente lateral no se observan efectos significativos sobre el
potencial de accioén del nervio auditivo (10).

Utilizando estimulacién eléctrica del MOC a nivel del piso del IV ventriculo,
Cooper y Guinan (7) describen dos efectos supresores del MOC sobre la vibracion de la
membrana basilar, uno rapido que se presenta entre los 30 a 60 mseg y uno lento presente
entre los 10 y 50 seg después de la estimulacion. Estos efectos fueron mayores para tonos
de frecuencia cercana a la caracteristica y de intensidad baja a moderada, por otra parte,
ambos efectos fueron irrelevantes para tonos con frecuencias mas de una octava por debajo
de la frecuencia caracteristica. Para tonos cercanos a la frecuencia caracteristica ambos
efectos producen una inhibicion similar, disminuyendo el movimiento de la membrana
basilar a un nivel que alcanza hasta 13 dB. El CAP registrado entregé informacion sobre el
comportamiento del efecto lento y su inhibicion estaria determinada por la mecanica de la
membrana basilar. La ganancia del amplificador coclear, es decir, la amplificacion de la
respuesta mecanica disminuye durante ambos efectos (rapido y lento) de estimulacion

eferente. El origen de estos efectos estaria en las células ciliadas externas (CCE) e



inhibirian el movimiento de la membrana basilar a través de dos vias distintas. La
inhibicién lenta seria causada por una disminucion en la rigidez de la porcién coclear
estudiada, inducida por las CCE, mientras que la inhibicion rapida seria causada por una
disminucion de la amortiguacion (-) que provee la motilidad normal de las CCE.

Otra forma mas fisiologica de activar el MOC es a través de la estimulacion
aclstica, usando su via ipsi y contralateral (3). Una estimulacion acustica ipsilateral llega a
la coclea en estudio, via aferente sinapta con fibras del nervio auditivo tipo I, continiia por
fibras de neuronas “Chopper” del nucleo coclear postero ventral y desde aqui fibras
aferentes cruzan la linea media a nivel del complejo olivar superior donde hace sinapsis con
las neuronas del MOC vy retorna via eferente a la misma coclea en estudio (3). Una
estimulacion acustica contralateral activa la via aferente hasta los cuerpos neuronales del
complejo olivar superior ipsilateral, hace sinapsis con neuronas del MOC y va a inervar las
CCE de la coclea ipsilateral en estudio (ver fig. 2).

Segin la via neuronal antes descrita, un ruido unilateral puede influir en la respuesta
de ambas cocleas, provocando una disminucion o supresion de la respuesta de las CCE y,
por ende, en el CAP. En esta linea hay una serie de investigaciones donde se activa el
MOC presentando ruido (13, 19, 20, 27, 30).

Warren y Liberman (30) investigaron el efecto del sonido contralateral en las
respuestas unitarias a nivel del nervio auditivo con y sin seccion del haz olivococlear
(OCB) a nivel de la anastomosis vestibulococlear, lo que produce un corte total de las fibras
del OCB y con una seccion a nivel del piso del IV ventriculo, es decir, un corte solo de las
fibras eferentes que se activan por estimulacion acustica ipsilateral. En la muestra sin la

interrupcion del OCB, encontraron que el sonido contralateral, ya sea tonos o ruido, a
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Fig. 2 Esquema de la via refleja del haz eferente olivococlear medial (MOC) ipsi y
contralateral (Modif. de ref. 3)

niveles moderados pueden suprimir las respuestas de fibras del nervio auditivo. Esta
supresion es maxima para estimulos ipsilaterales cercanos a la frecuencia caracteristica
(CF) de las fibras nerviosas estudiadas y casi nula para estimulos diferentes a la CF.
Cuando la frecuencia del supresor contralateral fue cercana a la CF, se obtuvieron los
umbrales mas bajos, entre los 30 y 50 dB SPL y el efecto fue aumentando su magnitud
proporcionalmente con el aumento del nivel del sonido contralateral. En la muestra con
interrupcion completa del OCB no se observé ninguno de los efectos antes mencionados.
En la muestra donde se interrumpieron so6lo las fibras eferentes cruzadas se mantuvieron los

efectos de supresion por sonido contralateral. Por las caracteristicas del efecto de supresion
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y las similitudes de estos resultados con otros donde se realizé estimulacion eléctrica del IV
ventriculo, esta modulacién se atribuye al sistema eferente medial.

El efecto de supresion por sonido contralateral también ha sido estudiado en
humanos (13) a través de emisiones otoacusticas transientes, encontrando efectos similares
a los de Warren y Liberman (30). La amplitud del efecto supresor incremento
proporcionalmente con el aumento del nivel del ruido contralateral. La mayor amplitud de
la supresion de las emisiones otoaclsticas transientes se obtuvo con bajos niveles de
intensidad del estimulo click, con una intensidad del ruido contralateral a 60 dB SPL.

Otro método para confirmar la modulacion que ejerce el MOC, menos invasivo que
la seccion de fibras, es por bloqueo especifico con una alta dosis de gentamicina. La
gentamicina es un antibiético aminoglucésido usado ampliamente en el tratamiento de
infecciones del abdomen y del tracto urinario, con gran eficacia y bajo costo, sin embargo
tiene efectos secundarios no deseados como nefrotoxicidad y ototoxicidad, dependientes de
la dosis y duracién del tratamiento (11, 18). Una dosis tnica de gentamicina no tiene
efectos ototoxicos y puede bloquear rapida y reversiblemente el MOC. El mecanismo
molecular de este bloqueo atin no es completamente conocido, pero es probable que actie
alterando el influjo de Ca™ necesario para la activacion de las corrientes de K+, por
inhibicion directa de los receptores colinérgicos de las células ciliadas externas. Otra
posibilidad es un bloqueo directo de los canales de K activados por Ca' en las fibras
terminales eferentes cocleares (2).

En cobayos, una inyeccion de gentamicina a dosis de 150mg/Kg i.m. es capaz de
disminuir significativamente el efecto supresor del CAP por ruido contralateral a partir de

los 30 minutos y de eliminar por completo este efecto dos horas posterior a la inyeccion,
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por lo que si el efecto supresor es mediado por el MOC, la gentamicina efectivamente lo
bloquea de forma selectiva (27).

Lima da Costa y cols (16), estudiaron la accién de diferentes dosis de gentamicina
en el efecto de la activacion actistica contralateral del MOC de cobayo despierto, en
ausencia de estimulacion actstica ipsilateral y registraron la disminucién de la actividad
basal del conjunto de fibras del nervio auditivo con un electrodo colocado en la ventana
redonda. Distinguen un efecto supresor rapido del orden de 5 a 10ms posterior a la
presentacion del ruido, y uno lento de alrededor de 30s. Los autores encuentran que la
gentamicina bloquea solo el componente rapido.

Usando estimulacion eléctrica del MOC vy registrando el potencial de accion
compuesto del nervio auditivo (32) se han obtenido resultados similares a los descritos por
Lima da Costa (16), antes y después de la inyeccion de gentamicina.

Como se expuso anteriormente, el MOC tiene proyecciones a las CCE de ambas
cocleas. Entonces, el efecto de supresion ocurre en ambos oidos por distintos grupos
neuronales. Estos efectos de supresién por ruido han sido estudiados por Philibert y cols
(20), quienes cuantificaron este efecto con ruido ipsi, contra y binaural sobre las emisiones
otoacusticas transientes en humanos, encontrando un efecto de 2,3 dB, 1,8 dB y 1,5 dB con
ruido binaural, ipsi y contralateral, respectivamente.

Una de las mas recientes investigaciones de la modulacion del MOC sobre el
potencial microfénico coclear fue realizada por Pedemonte y cols (19) que estudiaron el
efecto de la exposicion a ruido y de la gentamicina en los potenciales microfonicos
cocleares ipsilaterales del cobayo despierto, obteniendo una disminucion de la amplitud del

potencial microfonico coclear después de la presentacion de ruido. Este efecto no fue
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significativo después de la inyeccién de gentamicina. Estos resultados indican que la
activacién del MOC provocaria una disminucién del potencial microfonico coclear
ipsilateral, a diferencia de los resultados descritos inicialmente por Fex para el oido
contralateral (8).

Otro fenomeno a considerar es que la coclea al estar expuesta a un ruido de alta
intensidad provoca un aumento del umbral auditivo que puede ser temporal o permanente,
dependiendo de una serie de variables como la intensidad del ruido, tiempo de exposicion y
labilidad individual al trauma actstico. Una sobre estimulacién disminuye la sensibilidad
mecanica y la selectividad de frecuencias de la coclea, reduciendo la ganancia de la
respuesta coclear para estimulos de baja intensidad (25). A nivel del nervio auditivo se
observa que la sobre estimulacion aumenta los umbrales de respuesta en las frecuencias
relacionadas directamente con la frecuencia del estimulo al cual es expuesto (25). La
exposicion a ruido de alta intensidad también disminuye la amplitud de las emisiones
otoacusticas transientes y de producto de distorsion (28, 29).

En esta situacion de sobre estimulacion la activacion del MOC puede tener un
efecto de proteccion del oido, disminuyendo su sensibilidad y la amplitud de las respuestas.
Diversas investigaciones que apoyan esta hipotesis, activan el OCB con estimulacion
eléctrica a nivel del piso del IV ventriculo simultaneamente con la exposicion a ruido y con
estimulacion por la via actstica contralateral, encontrando una disminucion de la amplitud
de las respuestas del nervio (23).

El efecto de supresién por exposicion a ruido permite estudiar el MOC de una forma
mas fisiologica que por seccion de las fibras o estimulacion eléctrica (16) y especificamente

en chinchilla despierta no existen estudios del efecto de supresion contra o ipsilateral,
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tampoco del efecto de la gentamicina en ¢l bloqueo del MOC, por lo que este trabajo serd
un valioso aporte. Ademds es importante considerar que la chinchilla se ha usado como
modelo para investigar el sistema auditivo en numerosos estudios, ya que posee una
audicion con un rango de sensibilidad similar al ser humano (12) y posee un oido medio y
coclea facil de abordar. Por ultimo, el registro simultineo del potencial de accion
compuesto del nervio auditivo y potencial microfonico coclear puede contribuir a
esclarecer el tipo de modulacién que ejerce el MOC y en un futuro encontrar aplicaciones
clinicas como predecir el dafio producido por ruido y disminuir la posibilidad de una

pérdida auditiva irreversible.
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II  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis: El ruido de alta intensidad activa el sistema eferente olivococlear medial
modulando el potencial microfénico coclear y el potencial de accion compuesto del nervio
auditivo de ambos oidos en la chinchilla. Este efecto no se observa al bloquear el MOC con

una dosis tinica de gentamicina.

Objetivo general: Analizar el efecto modulador del sistema eferente olivococlear medial
(ipsi y contralateral) producido por ruido monoaural a alta intensidad, sobre el potencial
microfonico coclear y el potencial de accion compuesto del nervio auditivo de la chinchilla,

antes y después de bloquear el MOC con gentamicina.

Objetivos especificos:

1. Calibrar la presion de sonido efectiva que se aplicara frente a la membrana
timpanica.

2. Realizar una curva de sintonizacion para el potencial microfénico coclear y
seleccionar la frecuencia para la cual se obtiene la mayor amplitud.

3. Realizar una curva de variacion de intensidades (input/output) para el potencial
microfénico coclear y una para el potencial de accién compuesto del nervio auditivo
y seleccionar la intensidad a la cual la respuesta presenta un amplio rango dinamico.

4. Registrar el potencial microfonico coclear (CM) de ambos oidos, en respuesta a un
tono de frecuencia e intensidad previamente seleccionadas y el potencial de accion

compuesto (CAP) de ambos oidos, antes y después de presentar ruido unilateral.
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. Bloquear el sistema eferente con una dosis unica de gentamicina.

Comparar los efectos del ruido sobre la amplitud del CAP y de la CM en ambos
oidos, antes y después de la administracion de gentamicina.

. Analizar el efecto de la administracion de gentamicina sobre el CAP y CM,

independiente del efecto por ruido.
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IV  MATERIALES Y METODOS

La muestra estuvo constituida por 12 chinchillas adultas sanas, manipuladas en
conformidad a los principios orientadores en el cuidado y uso de animales de laboratorio.
En una primera etapa el animal fue habituado a mantenerse en un restrictor de movimiento
en estado de vigilia, durante 2 a 4 sesiones de 30 min cada una. En una segunda etapa se le
implantaron electrodos en la ventana redonda de ambas cocleas. Para esto, se abordo el
oido medio a través de la bulla y se colocé un electrodo de tungsteno (100pm de diametro)
en la ventana redonda. Se mantuvo indemne la cadena de huesecillos del oido medio para
preservar la conduccion fisiologica del sonido hasta la céclea. En la tercera etapa, dos
semanas después de la cirugia, se coloco a la chinchilla en el restrictor de movimientos y se
realizé el protocolo en estudio que serd descrito mas adelante.

El estimulo fue presentado a través de un tubo cuyo extremo enfrenta a la
membrana timpanica. El tubo se fijé a un molde de silicona que sella el conducto auditivo
externo y parte del pabellon auricular, dejando una cavidad de 1cc, aproximadamente entre
¢l tubo y la membrana timpénica.

Para obtener las respuestas de CM y CAP se estimuld con tonos y pulsos cuadrados
(click) respectivamente, que fueron entregados por un generador (sistema TDT III) a 2
fonos, conectados uno a cada tubo frente al timpano del animal. Para estudiar el efecto
supresor contra e 1psilateral, se usé un ruido de banda ancha calibrado a 100 y 110 dB SPL
en un volumen de lcc, que fue presentado a través de un parlante a un sélo oido. El oido
contralateral se mantuvo ocluido con el molde de silicona para evitar su exposicion al

ruido. Este molde provoca una atenuacion entre 40 y 45 dB.
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Para la adquisicion de las sefiales, cada electrodo fue conectado a un
preamplificador cercano al animal con un filtro pasa banda entre 100 y 10000 Hz y
amplificacion por 100, luego se usé un segundo amplificador (Kron-Hite), con filtro pasa
banda en el mismo rango de frecuencias y amplificacion de 100, por lo tanto, la
amplificacion total fue de 10000. La salida de este segundo amplificador se conecto a la
tarjeta analogo-digital y la sefial fue digitalizada y almacenada en el computador con un
programa desarrollado en el laboratorio con LabWindows. La figura 3 A muestra un
esquema del método de estimulacion y adquisicion de las sefiales.

Se registréo el CAP y CM de ambos oidos simultineamente con el siguiente
protocolo (fig. 3 B):

1 Curva de sintonizaciéon de CM. Para esto se usé una intensidad de estimulacion
constante y se vario la frecuencia del tono desde 500 a 8000 Hz a intervalos de
una octava, y de media octava, cuando la frecuencia de estimulacién se
encontraba cercana a la frecuencia de sintonizacion del CM.

2 Curva de input/output. Variando la intensidad de estimulacion desde 0 dB de
atenuacidn hasta la intensidad donde se observe el umbral de la respuesta, en
pasos de 10 dB. Se selecciond la intensidad a la que las respuestas presentaron
un amplio rango dinamico, sin saturacion.

3 Estado basal. Primer control: 10 a 15 ensayos a intervalos de un minuto cada
uno. A su vez, en cada ensayo se promedio 32 respuestas a un estimulo click
seguido de un tono (seleccionado de la curva de sintonizacién).

4 Presentacion de ruido unilateral a 100 o 110 dB SPL por 30 seg.
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5 Control inmediatamente posterior al ruido, con 15 ensayos a intervalos de un
minuto.

6 Administracion de una dosis de gentamicina de 150 mg/Kg de peso, via
intraperitoneal.

7 Control 3 horas después de la inyeccion: registro del estado basal con 15

ensayos a intervalos de un minuto.

8 Presentacion del mismo ruido unilateral por 30 seg.
9 Control inmediatamente posterior al ruido, con 15 ensayos a intervalos de un
minuto.

Como variable para cuantificar el CAP se consider6 la amplitud peak a peak en el
periodo entre 1 y 10ms posteriores a la presentacion de un click de polaridad alternada. Esta
estrategia permiti¢ eliminar el potencial microfdnico coclear generado en respuesta al click.
Para cuantificar la amplitud del CM se aplicé la transformada rapida de Fourier (FFT) a los
25mseg de duracion de la respuesta y se obtuvo la potencia de la frecuencia estudiada
(LV?). Esta estrategia permitid eliminar la contaminacion de la respuesta por ruidos no
deseados, ya sea externos o provenientes del animal en estado de vigilia. En la figura 4 se
muestra un ejemplo del CAP y CM obtenidos simultdneamente en ambos oidos. Debido a
que un buen registro de CM se obtiene a intensidades mas elevadas que el CAP, el tono fue

generado 20 dB por sobre la intensidad del click.
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Figura 3: En el panel A muestra el esquema de estimulacion y registro del animal. Se
estimuld simultdneamente ambos oidos a través del canal 1 del sistema TDT III. El ruido se
presento a un sélo oido, definido como el oido ipsilateral. Para la adquisicion de las sefiales
del canal 1 y 2 se usaron pre amplificadores y amplificadores de iguales caracteristicas. En
el panel B se muestra un esquema del protocolo de registro en el tiempo. La secuencia
temporal pre gentamicina se repite 3 a 5 hrs posterior a la presentacion de gentamicina.
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Figura 4: Registros obtenidos simultineamente en ambos oidos. Se muestra el CAP en
respuesta al estimulo click en los primeros 10ms y el CM en respuesta a un tono de 2KHz
entre los 25 y 50 ms.

Se compararon las siguientes respuestas:

1

Primera respuesta control y posterior a la presentacion de ruido unilateral,
para conocer el efecto del ruido en cada una de las respuestas estudiadas
cuando el MOC esta activo.

Respuesta control y posterior a la presentacion de ruido unilateral, después
de la administracion de gentamicina, es decir, con bloqueo del MOC, para
conocer el efecto del ruido sin la activacion del MOC.

Respuesta control antes y después de la administracion de gentamicina, para
establecer si la gentamicina tiene un efecto ototéxico que disminuye la

amplitud de las respuestas.
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v RESULTADOS

V.I  Medicién de los potenciales microfénico coclear (CM) y de accién compuesto
del nervio auditivo (CAP) para obtener el estado basal de cada animal

Para el CM se obtuvieron los umbrales por frecuencia, en ambos oidos, para
diferentes intensidades de estimulacion y se selecciono la frecuencia de mayor potencia (de
mejor sintonizacion), para posteriormente realizar el protocolo del efecto de ruido. En la
figura 5 se muestra un ejemplo donde la mayor potencia del CM (uV?) se obtiene para la
frecuencia de 2000 Hz en las diferentes intensidades, excepto a 0 dB de atenuacién donde
la potencia mayor fue para 500 Hz, probablemente porque la respuesta ya estd saturada.
Con esta informacién se selecciono la frecuencia para la cual se obtiene la mayor amplitud
a diferentes intensidades y en esta frecuencia se realizo el protocolo de efecto de ruido pre y

post gentamicina. En el ejemplo, la frecuencia seleccionada fue de 2000 Hz.

Curva de sintonizacién del CM ipsilateral {tun_76)

15000 +———

10000

Potenoia del CM (u\V?)

5000

04

Frecuencia (Hz)

Figura 5: Curva de sintonizacion del potencial microfonico coclear. Se muestra la variaciéon
de la amplitud del CM en funcion de la frecuencia (Hz) e intensidad de estimulacion (dB de
atenuacion).
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Para obtener la curva de input/output se grafico la amplitud de las respuestas del
CAP y CM, ipsi y contralateral en funcion de la intensidad de estimulacion (dB de
atenuacién, fig.6), la cual entregd informacion respecto al umbral para cada respuesta
(flechas), el punto de saturacion de las respuestas (asteriscos) donde un aumento de la
intensidad de estimulacién no provoca aumento de la amplitud y el rango dinamico donde
se pueden evidenciar cambios en la amplitud de las respuestas (rango de intensidad entre el
umbral de respuesta y punto de saturacion). En la figura 6 se muestran curvas de
input/output para las respuestas ipsilaterales (en color rojo), con simbolos rellenos para el
CAP y vacios para el CM y las respuestas contralaterales (en color azul), con simbolos
rellenos para el CAP y vacios para el CM. Estas curvas muestran que el CAP y CM tienen
un crecimiento lineal con el aumento de la intensidad de estimulacion hasta alcanzar la
saturacion. El umbral del CM en todos los casos se obtuvo a una intensidad entre 20 y 30
dB mayor que el umbral del CAP. Se observa que todas las respuestas del CM se obtienen a

intensidades mayores que el CAP.
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Figura 6: Curva de input/output donde se observa la amplitud del CAP (uV) v CM (uV?) de
ambos o0idos en funcion de la intensidad de estimulacion (dB de atenuacion). Para el CM se
muestra la frecuencia para la cual se obtuvo la mayor amplitud en la curva de sintonizacion.
El umbral del CM y sus siguientes respuestas se obtiene solo a altas intensidades. Las
barras negras representan la desviacion estandar para cada promedio de respuestas.

Para analizar los resultados del CAP y CM se ajusto la intensidad de estimulacion
en toda la muestra, considerando el nivel de sonoridad (dB SL) del estimulo por sobre €l
umbral de respuesta, donde 0 dB SL corresponde a la intensidad a la cual se obtuvo el
umbral de respuesta. Se encontré una alta correlacion positiva entre la intensidad de

estimulacion (dB SL) y la potencia del CM (fig. 7).
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Figura 7: Correlacion positiva entre la intensidad de estimulacién (dB SL) y la potencia del
CM ipsilateral (n=30). Al aumentar la intensidad de estimulacién la amplitud del CM
aumenta. La linea continua corresponde al ajuste y las lineas segmentadas indican las
bandas de confianza (p<0,05).

De los 12 animales implantados se obtuvo un registro de ambos oidos en 9 casos y
una frecuencia de sintonizacion del CM de 2000 Hz en 9 casos (Tabla 1). Las variaciones

en esta frecuencia se atribuyen a la ubicacion del electrodo en cuanto a posicion y

profundidad de penetracion en la ventana redonda.

Luego, se analizo el efecto del ruido para més de una intensidad de estimulacion,
con un promedio de 2,5 mediciones para cada animal (Tabla 1, D. E. +/- 1, moda =3). Cada

medicidn se hizo resguardando que la siguiente presentacion de ruido se realizara a no
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menos de 45 min posteriores a la exposicion, tiempo suficiente para la recuperacion de

cualquier efecto previo, ya sea mecanico por la presentacion de ruido o por efecto eferente.

Tabla 1: Descripcion de los 12 animales implantados indicando para cada uno el niumero de
oidos exitosamente implantados, niimero de intensidades donde se analizo el efecto del
ruido, frecuencia de sintonizacidén del CM ipsilateral al ruido y la intensidad del ruido

utilizado para obtener un efecto (+) en el CAP ipsilateral.
' N°  N°de oidos N°de Frecuencia de Intensidad
implantados | intensidades sintonizacion de del ruido

evalaudas CM ipsilateral (Hz) (dB SPL)

1 2 1 2000 100
2 & 1 2000 100
3 2 1 2000 100
4 2 3 500 | 100
B TR i
6 1 : 2 2000 110
7 2 : 3 2000 110
8 2 4 2000 100
9 7] | 3 1000 100
10 1 4 3000 110
(11 1 3 2000 110

12 2 3 2000 110
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V.II  Efecto del ruido en CAP y CM

Para cada sesion experimental se analizé el efecto de la presentacion de ruido ipsiy
contralateral en la amplitud de las respuestas del CAP y CM, antes y después de la
inyeccion de gentamicina. En 6 chinchillas se usé ruido a una intensidad de 100 dB y en
otras 6 fue necesario aumentar la intensidad a 110 dB para lograr un efecto de ruido en el
CAP ipsilateral (Tabla 1). Se consideré que hubo efecto del ruido cuando la amplitud del
CAP ipsi disminuyé por lo menos en los 2 primeros minutos posteriores a la presentacion
del ruido, independiente de la magnitud de disminucion, ya que la exposicion a un ruido de
100 dB por 30 s provoca una disminucion transitoria de las respuestas ipsilaterales por un
periodo de segundos a minutos, que depende de la labilidad individual al trauma actstico.
En la figura 8 se muestra una sesion de registro de ambas cécleas antes y después de la
presentacion de ruido en el oido ipsi (simbolos rojos), pre y post gentamicina. En este caso,
previo a la administracion de gentamicina el ruido provocé una disminucion del CAP 1psi
de 42 % y del CM ipsi del 77%, mientras que en las respuestas contralaterales el CAP
disminuyé un 11% y el CM aument6 un 11,3% en los primeros 2 min posteriores a la
presentacion del ruido. Todos estos efectos fueron significativamente menores post
gentamicina donde el CAP y CM ipsi disminuyeron un 10,9 % y 34 %, respectivamente.
Para las respuestas contralaterales el CAP disminuyé un 0,6% y el CM aumento6 un 5,7%.
En este caso ademas, se observo que las respuestas ipsilaterales 5 horas posterior a la

gentamicina disminuyeron su potencia inicial, probablemente por efecto de la gentamicina.
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Amplitud de CAP y CM pre y post gentamicina
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Figura 8: Protocolo de registro de las respuestas ipsi y contralaterales. Cada punto
corresponde al promedio de 32 respuestas (obtenidas 1 por seg), con un minuto de
diferencia entre cada punto. Se registrdé el CAP y CM base entre 10 a 15 min, dependiendo
de la estabilidad de la respuesta, luego se presenté ruido unilateral (oido ipsi) y se registrd
por otros 10 a 15 min. Se repitio el registro posterior a la administracion de gentamicina

(150mgrs/K IP). En este caso se observa que los efectos del ruido fueron significativamente

menores post gentamicina .
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V.11 Efecto del ruido en CM y CAP sin bloqueo del Sistema Eferente Olivococlear

Medial (previo a gentamicina)

V.IL1.1 Potencial microfonico coclear (CM) ipsilateral

En el CM ipsilateral la presentacion de ruido provocd una disminucion de la
potencia (amplitud) de la respuesta, encontrando diferencias estadisticamente significativas
entre la potencia previa a la presentacién del ruido y la inmediatamente después de €ste
(p<0,05, prueba t=3 .23 para muestras dependientes). El efecto del ruido se cuantifico en dB
de disminucién (valores negativos) o dB de aumento (valores positivos) de la potencia del
CM, referido a la potencia previa a la exposicion. Los CM de potencia menor a 100 pV?
fueron eliminados del analisis por estar en los niveles de ruido del registro. Considerando
los primeros 2 minutos posteriores a la exposicion (t=0 y 1), se observa que para potencias
de CM entre 100 v 1000 pV* el ruido provoco una disminucion entre los 3,7 y 7,3 dB,
mientras que para amplitudes mayores, entre 10000 y 100000 uV?‘, el ruido provocod una
disminucion de 0.2 a 3.2 dB (fig. 9). Para amplitudes entre 1000 y 10000 se observa una
amplia variabilidad del efecto con disminuciones entre 1,2 y 12.6 dB y un caso donde se
observo un aumento del CM (fig.9). El menor efecto del ruido para amplitudes mayores, se

debe probablemente a que el CM se encuentra en su punto de saturacion.

Para analizar el efecto del ruido se agrup6 el CM segun categorias de acuerdo a su
potencia, donde la categoria 1 corresponde a todos los casos con una potencia base entre
100 y 10000 uV* y la categoria 2 corresponde a los casos con potencia mayor a 10000

uV?. De esta forma se observa que el efecto del ruido es significativamente mayor (p<0,05)
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para la categorfa 1 con respecto a la 2, considerando la potencia del CM inmediatamente
posterior a la presentacién del ruido (t=0), 1 y 2 minutos después (fig. 10). Ademas, al
comparar el t=0 con el t=2” se observa la disminucién del efecto del ruido en el tiempo, por
ejemplo, para la categoria 1 el efecto promedio a t=0 fue de -5,5 dB y a t=2" fue de -4 dB,
lo que muestra la rdpida recuperacion y para el t=5° (no se muestra en la figura) ya no se

observa el efecto del ruido.

Efecto del ruido en la amplitud del potencial microfénico coclear ipsilateral
en relacion a la amplitud inicial

sy
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Figara 9: Variacion de la amplitud del potencial microfonico coclear ipsilateral (dB),
posterior a la presentacmn de ruido en funcion de la amplitud de la respuesta previa
(potencia del CM en pV?). Los valores negativos corresponden a una disminucion de la
respuesta y los positivos a un aumento. Los circulos corresponden al tiempo
inmediatamente después de la presentacion dﬁ:1 ruide (t=0) y los cuadrados a 1 minuto
después (t=1°). Para CM de hasta 1000 pV* de amplitud el efecto del ruido es similar,
mientras que para CM entre 10000 y 100000 pV*de amplitud el efecto del ruido fue menor;
el rango entre 1000 y 10000 pV? parece ser critico, con una amplia variabilidad del efecto
del ruido (n=30).
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Promedio del efecto del ruido en CM ipsilateral para los tiempos 0, 1 y 2
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Figura 10: Promedio del efecto del ruido en el CM ipsilateral (simbolos rojos) para los
tiempos 0, 1 y 2 minutos posteriores a la presentacion del ruido. Las barras indican los
intervalos de confianza para cada tiempo. CM menores a 10000 yVZ (categoria 1) presentan
efectos de ruido significativamente mayor (p<0,05) que CM de mayor amplitud. Al
comparar los t=0 y t=2’ de cada categoria se observa la disminucion del efecto del ruido en
el tiempo.

En el CM ipsilateral el ruido provocd una disminucion de la amplitud de la
respuesta, que se mantuvo durante 5 a 15 minutos posteriores a la presentacion del ruido. El

mayor efecto fue al tiempo inmediatamente después de presentar el ruido (t=0) y se observo

una recuperacion a partir de los 3 a 4 minutos, con gran variabilidad entre los casos.

En general, se observé una alta variabilidad del efecto del ruido en la muestra
estudiada. Si bien en todos los casos se obtuvo un efecto de ruido, la magnitud de éste fue
muy variable, probablemente debido a diferencias individuales en la labilidad del dafio por
exposicion a ruido. El menor efecto del ruido para CM mayores a 10000 pV* se debe a

que se encuentran en el nivel de saturacion de su curva de input/output.
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V.I1.1.2. Potencial de accién compuesto del nervio auditivo (CAP) ipsilateral

En el CAP ipsilateral, la presentacién de ruido provocé una disminucion de la
amplitud de las respuestas en todos los casos, con una diferencia estadisticamente
significativa entre la amplitud antes del ruido y la amplitud inmediatamente después de este

(p<0,05, prueba t=6,3 para muestras dependientes).

La magnitud de este efecto fue muy variable, entre los 0,1 y 4,9 dB de disminucion
de la respuesta con respecto a la amplitud base, donde los mayores efectos fueron para
intensidades de estimulacion entre 20 y 40 dB SL (dB sobre el umbral de la respuesta),

como se muestra en la figura 11 para respuestas a tiempo 0 y 17 posterior al ruido (n=30).

Si bien las respuestas para intensidades de 45 a 50 dB SL se encontraban en el rango
de saturacion en la curva de input/output para cada caso, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las respuestas saturadas versus las no saturadas, esto

debido a la amplia variabilidad de la magnitud del efecto en toda la muestra.
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Figura 11: Disminucion de la amplitud del CAP ipsi (dB referido a amplitud base) posterior
a la presentacion de ruido con respecto a la intensidad de estimulacion (dB SL). Cada
simbolo rojo corresponde al promedio de 32 respuestas. Se muestran las respuestas para los

tiempos 0 y 1’ posterior al ruido. El mayor efecto de ruido es para CAP entre 20 y 40 dB
SL.
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V.IL1.3. Potencial microfénico coclear (CM) contralateral

Para el CM contralateral posterior a la presentacion de ruido, se encontraron dos
tipos de efectos, para un grupo la presentacion de ruido provocd un aumento de la amplitud
de las respuestas, mientras que en un segundo grupo se observo una disminucion. En la
figura 12 se muestran ambos efectos de aumento con valores positivos y disminucion con

negativos.

El grupo con efecto de aumento de la amplitud corresponde al 58% (n=11), ademas
este grupo muestra una menor magnitud del efecto con un minimo de 0,02 dB y un maximo
de 5 dB, para los tiempos 0 y 1°. El grupo de respuestas que disminuyeron fueron el 42%
(n=8), presentd una variacion del efecto entre los —0,2 y —4,8 dB para los tiempos 0 y 1°
(fig.12). Considerando todos los casos (n=19), independiente del efecto de aumento o
disminucion, se encontré un efecto promedio de 1,1, 1,2 y 1,6 dB para los tiempos 0, 1’ y
27, respectivamente y el 90% de los casos tuvo un efecto menor a 4,4, 2,9 y 4,8 dB para los
tiempos 0, 1’ y 2°, respectivamente. Para tiempos mayores a 2’ posteriores a la presentacion

del ruido, el efecto promedio es cercano a 0 dB.
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Figura 12: Efecto del ruido en el CM contralateral en funcion de la amplitud del CM base
(potencia del CM en pV?). Se graficaron tiempo 0, inmediatamente después de la
presentacion de ruido, 1° y 2° siguientes. Se pueden distinguir 2 tipos de efectos, un
aumento de la amplitud del CM en el 58% de los casos y una disminucion de la amplitud en

el 42% de los casos.

No se encontro correlacion estadisticamente significativa entre el tipo de efecto con

la amplitud de la respuesta, ni con la intensidad de estimulacion, a pesar de observar una

clara tendencia de aumento para intensidades de estimulacién mayores a 20 dB SL.
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V.IL14. Potencial de accion compuesto del nervio auditivo (CAP) contralateral

Al igual que para el CM contralateral, para el CAP contralateral se
encontraron dos tipos de efectos, un aumento de la amplitud de las respuestas en 12 casos
(57%) y una disminucion en 9 casos (43%). La figura 13 muestra estos efectos para tiempos
0, 1’ y 2’ posteriores a la presentacion de ruido en funcién de la intensidad de estimulacion
(dB SL). Las respuestas que aumentaron se distribuyeron entre los 0,01 y 1,7 dB con
respecto a la amplitud previa al ruido, mientras que las respuestas que disminuyeron se
distribuyeron entre 0,01 y 2,3 dB menor que la amplitud previa al ruido. Considerando
todos los casos (n=21), independiente del efecto de aumento o disminucion, se encontré un
efecto promedio de 0,7, 0,6 y 0,7 dB y el 90% de los casos tuvo un efecto menor a 1.3 L1
y 0,9 dB para los tiempos 0, 1° y 2°, respectivamente. Para tiempos mayores a 2°

posteriores a la presentacion del ruido, el efecto promedio es cercano a 0 dB.

No se encontré correlacion estadisticamente significativa del tipo de efecto con la

amplitud de las respuestas, ni con la intensidad de estimulacion.
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Efecto del ruido en el CAP contra segin la intensidad de estimulacion
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Figura 13: Efecto de la presentacion de ruido en la amplitud del CAP contra (dB re
amplitud base) en funcién de la intensidad de estimulacién (dB SL). El ruido provocé una
disminucion de la respuesta en 9 casos y un aumento de la respuesta en 12 casos. Se
muestran las respuestas para tiempo 0, 1* y 2’ posterior al ruido.



37

V.IL2 Efecto del ruido en CM y CAP con bloqueo del Sistema Eferente Olivococlear
Medial (MOC) por gentamicina.
V.IL2.1 CM ipsilateral

La administracion de gentamicina provocé una disminucion estadisticamente
significativa de la magnitud del efecto del ruido (prueba t para muestras dependientes,
p<0,05). La figura 14 muestra 4 casos donde se compara simultaneamente el efecto del
ruido y de la gentamicina en la potencia del CM. Cada simbolo representa el promedio de
32 respuestas obtenidas cada 1 minuto. En el caso a) el efecto del ruido a t=0 pre
gentamicina fue de —2,8 dB (flecha verde) y post gentamicina fue de —1,1 dB (flecha
negra), por lo tanto, el MOC aportaria 1,7 dB a este efecto. En el caso b) el aporte seria de
2,8 dB, en ¢l caso ¢) de 4,4 dB y en d) de 3,3 dB. En los casos a, b y ¢ las respuestas de
menor amplitud posteriores al ruido, pre y post gentamicina, corresponden a los tiempos 0,
1" y 27 y se recuperan rapidamente con una cinética individual, como en el caso ¢ donde a
los 8 y 97 posteriores ya no se diferencia de la potencia previa al ruido (asteriscos en fig.
14 ¢). Ademas, se analizo el efecto de la gentamicina en la potencia del CM ipsilateral,
antes de la presentacion del ruido, como en el caso ¢) donde la gentamicina disminuyé 1,4
dB la potencia de la respuesta promedio y en el caso d) donde provocd una disminucion
promedio de 10,8 dB. Los resultados globales del efecto de la gentamicina se exponen en el

item V.IIL
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Figura 14: Efecto de la presentacion de ruido y gentamicina en la potencia del CM
ipsilateral (x 10° uV?) en 4 casos. Se muestra la potencia del CM pregentamicina pre ruido
en circulos rojos, pregentamicina post ruido en circulos verdes, postgentamicina pre ruido
con triangulos ocres y postgentamicina post ruido con triangulos negros. Para la respuesta
inmediatamente posterior al ruido el bloqueo del MOC disminuyé significativamente la
magnitud del efecto del ruido en 1,7, 2,8, 44 y 3.3 dB para los casos a, b, ¢ y d,
respectivamente (Prueba t para muestras dependientes, p<0,05).
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La gentamicina produjo una reduccion significativa (p<0,05) del efecto del ruido
sobre la potencia del CM ipsilateral en todo el rango de valores de potencia inicial (o basal)

del CM, como se muestra en la fig. 15.

Efecto del ruido en la potencia del CM ipsilateral en relacion a la amplitud inicial
pre y post gentamicina

|
\
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Figura 15: Efecto del ruido en la amplitud del CM ipsilateral (dB de variacion) con respecto
a la amplitud inicial, previo al bloqueo por gentamicina (simbolos rojos) y posterior al
bloqueo (simbolos negros). Se muestran los tiempos 0 y 1’ posterior a la presentacion del
ruido (n=30). Post gentamicina el efecto del ruido fue de menor magnitud en todo el rango
de amplitudes del CM (potencia en pV>).

La correlacion positiva entre la potencia inicial del CM y la disminucién por efecto
del ruido, se mantiene posterior a la administracion de gentamicina, es decir, el bloqueo del

MOC no modifica la relacion entre el efecto del ruido con la potencia inicial, sélo

disminuye la magnitud del efecto, como se muestra en la figura 16.
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Disminucién del CM ipsi posterior al ruido en funcion de la potencia inicial
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Figura 16: Disminucién del CM ipsilateral posterior a la presentacién de ruido en funcidn
de la potencia inicial, antes y después del bloqueo por gentamicina (n=30). Se muestran los
tiempos 0, 1” y 2” posteriores al ruido. Se observa que posterior al bloqueo por gentamicina
el efecto del ruido provoca una disminucion significativamente menor de la potencia del
CM y ademas, las lineas de tendencia muestran que se mantiene una correlacion positiva de
la disminucion por ruido con la potencia inicial.

Para los casos de CM con potencia entre 100 y 10000 V> (fig. 17), se observa una
clara disminucién del efecto del ruido post gentamicina, mas significativo para efectos pre

gentamicina mayores a 5 dB. Entre 0 y 5 dB de efecto pre gentamicina, la magnitud del

efecto del ruido post gentamicina fue muy variable.
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Comparacién del efecto del ruido en el CM ipsilateral antes y después de gentamicina
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Figura 17: Efecto del ruido en el CM ipsilateral de potencias entre 100 y 10000 uV?, antes
y después de gentamicina, para los tiempos 0, 1’ y 2°. Los efectos de ruido pre gentamicina
mayores a 5 dB mostraron los mayores niveles de bloqueo por gentamicina. La linea
segmentada indica cuando no existen diferencias entre el efecto pre y post gentamicina.
Para analizar diferencias estadisticamente significativas pre y post gentamicina se
usé la Prueba de remuestreo con recolocacion (Resampling with Bootstrap Method)
(anexo). Con este método se construyo la distribucién por remuestreo de la disminucion de
la potencia del CM ipsilateral por efecto del ruido, obteniendo un efecto promedio de -4,3
dB (DS 0,59, p<0,05) y -3,29 dB (DS 0,43, p<0,05) antes y después de gentamicina,
respectivamente (fig. 18, izquierda). Las diferencias entre ambas distribuciones fueron
estadisticamente significativas (Prueba t para muestras dependientes, p<0,01) y para

cuantificarlas se construyd la distribucion de la diferencia entre los promedios por

remuestreo (anexo), obteniendo un promedio de -0.98 dB (DS 0,73, p<0,05), que
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corresponde al aporte del sistema eferente olivococlear medial en la disminucion de las

respuestas por efecto de la presentacion de ruido (fig. 18, derecha).
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Figura 18: A la izquierda se muestra la distribucion por remuestreo del efecto de la
presentacion de ruido en el CM ipsi antes (rojo) y después (negro) de la administracion de
gentamicina, con un promedio de -4,3 dB (DS 0,59, lineas segmentadas) y -3,29 dB (DS
0,43, lineas segmentadas), respectivamente y una diferencia promedio de -0,98 dB (DS
0,73, panel de la derecha) que corresponde a la disminucién que aporta el sistema eferente
olivococlear medial.

Al realizar un analisis estadistico similar para aquellos casos de CM con efectos de
ruido mayores a 5 dB pre gentamicina (n=15), se observé un mayor bloqueo por
gentamicina, con un promedio de -7,4 dB (DS 0,62 dB) y -3,9 dB (DS 0,6 dB) pre y post
gentamicina, respectivamente (fig. 19 a la izquierda). Al construir la distribucion del

promedio de la diferencia se obtuvo un bloqueo de -3.6 dB (DS 0,86 dB) que seria el efecto

de supresion que aporta el MOC (fig. 19 a la derecha).
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Fig. 19: A la izquierda se muestra la distribucidon por remuestreo del efecto de la
presentacion de ruido en el CM ipsi antes (rojo) vy después (negro) de la administracion de
gentamicina para los casos con un efecto de ruido mayor a 5 dB pre gentamicina. Se obtuvo
un promedio de -7,4 dB (DS 0,62 dB, lineas segmentadas) y -3,9 dB (DS 0,6 dB, lineas
segmentadas) pre y post gentamicina, respectivamente. A la derecha se muestra la
diferencia promedio de —3,6 dB (DS 0,86 dB, lineas segmentadas) que corresponde a la
disminucién que aporta el sistema eferente olivococlear medial.
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V.I1.2.2 CAP ipsilateral

La administracion de gentamicina provocod una disminucion significativa de la
magnitud del efecto del ruido. En la figura 20 se muestran 4 casos de la variacion en la
amplitud del CAP ipsilateral, antes y después del ruido, pre y post gentamicina. Para cada
caso la respuesta obtenida inmediatamente después del ruido (t=0) esta indicada con una
flecha pre y post gentamicina. En el caso a) pre gentamicina el efecto del ruido fue de 4,3
dB y post gentamicina de 1,6 dB, es decir, la gentamicina disminuy¢ la magnitud del efecto
en 2,7 dB. En este caso ademas se observa una disminucion de la amplitud inicial por
efecto de la gentamicina de 2,3 dB. En el caso b) la gentamicina disminuyo la magnitud del
efecto en 1,3 dB; ademas, pre gentamicina a los 8 posteriores al ruido se observa una
recuperacion total de la respuesta (asterisco). En el caso ¢) la magnitud del efecto
disminuy6 en 2,3 dB y en el caso d) en 1,4 dB. En el caso d) no hubo disminucién de la

amplitud inicial por efecto de la gentamicina.

En los casos pre gentamicina donde el ruido provocoé una disminucion de la
amplitud del CAP ipsilateral menor a 1,5 dB, post gentamicina el efecto del ruido fue muy
variable, con disminuciones menores o mayores a las observadas previamente (fig. 21).
Para efectos pre gentamicina mayores a 1,5 dB la disminucion por ruido post gentamicina

fue significativamente menor.
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Efectos de la presentacion de ruido y gentamicina
en la amplitud del CAP ipsilateral
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Figura 20: Efecto de la presentacion de ruido antes y después de gentamicina en la amplitud
del CAP ipsilateral en 4 casos. Se muestra la amplitud del CAP pregentamicina pre ruido en
circulos rojos, pregentamicina post ruido en circulos verdes, postgentamicina pre ruido con
triangulos amarillos y postgentamicina post ruido con tridngulos negros. Se observa que la
gentamicina disminuy¢ significativamente la magnitud del efecto del ruido en 2,7, 1,3, 2,3
y 1,4 dB para los casos a, b, ¢ y d, respectivamente. Ademds, se observa que la gentamicina
disminuy¢ la amplitud basal en los casos a, by c.
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Efecto del ruido en el CAP ipsilateral pre y post gentamicina
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Figura 21: Disminucién de la amplitud del CAP ipsilateral posterior a la presentacion de
ruido post gentamicina en funcién de la disminucién pre gentamicina. Se muestran las
respuestas para los tiempos 0 y 1°. Se observa un efecto del ruido menor post gentamicina,

excepto para las disminuciones menores a 1,5 dB pre gentamicina.

Al igual que en el caso del CM ipsilateral, para analizar si las diferencias observadas
en toda la muestra fueron estadisticamente significativas, se construy6 la distribucién por
remuestreo de la disminucion de la amplitud del CAP ipsilateral posterior a la presentacion
de ruido, obteniendo un efecto promedio de -1,91 dB (DS 0,25, p<0,05) y -1,17 dB (DS
0,21, p<0,05) antes y después de gentamicina, respectivamente (fig. 22, izquierda). Las
diferencias entre ambas distribuciones fueron estadisticamente significativas (Prueba t para
muestras dependientes, p<0,01) y para cuantificarla se construyé la distribucion de la

diferencia entre los promedios por remuestreo, obteniendo un promedio de -0,74 dB (DS
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0,32, p<0,05), que corresponde al aporte del sistema eferente olivococlear medial a la

disminucion de las respuestas por efecto de la presentacion de ruido (fig. 22, derecha).
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antes y después de gentamicina antes y después de gentamicina
240 0 SR . A

200 ¢
300

N® de muesiras
8
N® de muestras

40

[}
]
L}
]
]
i
]
]
¥
t
1
[
I
1
1
1

Azl % -20 -1.6 -1.2 -0 00 0.4
18 16 14 12 -1 08 L6 04 D2 O -18 -1.4 -10 086 -02 0.2

i

[
&
™

o P,
-28 -26 -24 22 2
Disminucion por ruido (dB promedio por remuestreo) Diferencia entre promedios para CAP ipsi (dB por remuestreo)

Figura 22: A la izquierda se muestra la distribucién por remuestreo de la disminucion de la
amplitud del CAP ipsilateral posterior a la presentacion de ruido antes (rojo) y después
(negro) de la administracidn de gentamicina, con un promedio de -1,91 dB (DS 0,25, lineas
segmentadas) y -1,17 dB (DS 0,21, lineas segmentadas), respectivamente y una diferencia
promedio de -0,74 dB (DS 0,32, panel de la derecha) que corresponde a la disminucion que
aporta el sistema eferente olivococlear medial.

Al realizar un andlisis estadistico similar para aquellos casos de CAP con efectos de
ruido mayores a 1,5 dB pre gentamicina (n=15), se observd un mayor bloqueo por
gentamicina, con un promedio de -2,9 dB (DS 0,31 dB) y -1,5 dB (DS 0,32 dB) pre y post
gentamicina, respectivamente (fig. 23 a la izquierda). Al construir la distribuciéon del

promedio de la diferencia se obtuvo un bloqueo de -1,4 dB (DS 0,44 dB) que seria el efecto

de supresion que aporta el MOC (fig. 23 a la derecha).
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Fig. 23: A la izquierda se muestra la distribucion por remuestreo del efecto de la
presentacion de ruido en el CAP ipsi antes (rojo) y después (negro) de la administracion de
gentamicina para los casos con un efecto de ruido mayor a 1,5 dB pre gentamicina. Se
obtuvo un promedio de -2,9 dB (DS 0,31 dB, lineas segmentadas) y -1,5 dB (DS 0,32 dB,
lineas segmentadas) pre y post gentamicina, respectivamente. A la derecha se muestra la
diferencia promedio de -1,4 dB (DS 0,44 dB, lineas segmentadas) que corresponde a la
disminucion que aporta el sistema eferente olivococlear medial.
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V.IL.2.3. CM contralateral

Similar a los efectos del ruido previo a la administracion de gentamicina, post
gentamicina el ruido provocé aumento y disminucion del CM contralateral. En la figura 24
se muestran 4 casos con distintos tipos de efecto. El tiempo inmediatamente después del
ruido (t=0) se muestra con una flecha pre v post gentamicina y se comparo con la potencia
promedio, previa al ruido. En el caso a) pre gentamicina el efecto del ruido disminuyo 3,1
dB la amplitud de la respuesta base y disminuy¢ solo 0,3 dB post gentamicina, mientras
que para el mismo animal a una intensidad diferente (caso b, 50 dB de atenuacion) pre
gentamicina el ruido provocd un aumento de 1,1 dB y post gentamicina una disminucion de
2,0 dB. En el caso ¢) pre gentamicina el ruido provocé una disminucion de 4,4 dB y post
gentamicina de 0,7 dB, a los 8 y 9 min se observé un aumento de la amplitud por sobre los
valores iniciales (asterisco). En d) pre gentamicina se observd un aumento de 2,2 dB y post

gentamicina una disminucion de 2,2 dB.

El efecto del ruido pre y post gentamicina no tuvo un patrén de respuesta constante,
como se muestra en la figura 25 con valores negativos para los efectos de disminucion y
con valores positivos para aumentos. No se encontro correlacion con la amplitud de la

respuesta ni la intensidad de estimulacion.
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Efectos de la presentaciéon de ruido y gentamicina
en la potencia del CM contralateral
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Figura 24. Efecto de la presentacion de ruido y gentamicina en la potencia del CM
contralateral. Se muestra la potencia de la respuesta para 4 casos con efectos de ruido
diferentes. Pregentamicina pre ruido en circulos azules, pregentamicina post ruido en

circulos verdes, postgentamicina pre ruido con tridngulos ocres y postgentamicina post
ruido con triangulos negros.
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Figura 25: Efecto del ruido en el CM contralateral (dB de variacion) post gentamicina en
funcion de la disminucion pre gentamicina. Se muestran los 3 posteriores al ruido (n=17).
Las respuestas que aumentaron pre gentamicina, post gentamicina en algunos casos
aumentaron y en otros disminuyeron. Lo mismo ocurre para las respuestas que
disminuyeron previo a la gentamicina. Se observa una gran variabilidad en el efecto del
ruido y el bloqueo del MOC.

La distribucion por remuestreo de las variaciones en el CM contralateral posterior a
la presentacion de ruido, muestra un efecto promedio de 1,0 dB de aumento (DS 1,1,
p<0.05) y 0,6 dB de aumento (DS 0,6, p<0,05) antes y después de gentamicina,
respectivamente (fig.26 panel izquierdo). Las diferencias entre ambas distribuciones fueron
estadisticamente significativas (Prueba t para muestras dependientes, p<0,01) y para

cuantificarlas se construyo la distribucion de la diferencia entre los promedios por

remuestreo, obteniendo 0,4 dB (DS 1,2, p<0,05), que indica que no hay diferencia en el
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promedio (fig. 26 panel derecho). La diferencia es en la forma de ambas distribuciones;
para la distribucion pregentamicina se observa la presencia de 2 peaks que hacen sospechar
de la presencia de dos fenémenos superpuestos, uno que provoca un aumento en la
amplitud de la respuesta posterior al ruido y otro que provoca una disminucion; el bloqueo
por gentamicina elimina el componente que provoca el aumento, por lo tanto, en esta
condicion el sistema eferente olivococlear medial estaria provocando un aumento de la
amplitud del CM contralateral. A pesar de las diferencias entre las distribuciones antes y
después de gentamicina, ambas son consideradas normales (segin prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov).
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Figura 26: A la izquierda se muestra la distribucion por remuestreo de la variacion de la
amplitud del CM contralateral por efecto de la presentacion de ruido antes (azul) y después
(negro) de la administracion de gentamicina, con un promedio de 1,0 dB (DS 1,1) y 0.6 dB
(DS 0,6), respectivamente. El bloqueo por gentamicina no provocd diferencia en el
promedio de estas distribuciones (0,4 dB DS 1,2, panel de la derecha), si no que suprimid
el leve componente de aumento.



V.I1.2.4. CAP contralateral

Similar a los resultados del CM contralateral, la administracion de gentamicina
provoco tanto aumento como disminucion de las respuestas posteriores a la presentacion de
ruido en el CAP contralateral. La figura 27 muestra 4 casos del efecto de la presentacion de
ruido y de la gentamicina en la amplitud del CAP contralateral. El tiempo inmediatamente
después del ruido (t=0) se muestra con una flecha pre y post gentamicina y se comparé con
la amplitud promedio, previa al ruido. En el caso a) pre gentamicina el ruido provocd un
aumento de 5,8 dB y post gentamicina una disminucion de 2,9 dB, mientras que en el
mismo animal a 30 dB de atenuacién (caso b), pre gentamicina el ruido provocoé una
disminucion de 0,3 dB y post gentamicina una disminucién mayor de 2,5 dB. En el caso ¢)
pre gentamicina el efecto del ruido fue una disminucion de 1,0 dB y post gentamicina de
0,3 dB. En el caso d) pre gentamicina hubo un aumento de 0,7 dB y post gentamicina un

aumento de 0,5 dB.

El efecto del ruido en toda la muestra se presenta en la figura 28, donde se puede
apreciar los distintos tipos de efectos pre y post gentamicina. Efectos de aumento pre
gentamicina provocaron tanto aumento como disminucion post gentamicina y un
comportamiento similar se observo para disminuciones pre gentamicina. Estos efectos no se

correlacionaron con la amplitud de la respuesta ni la intensidad de estimulacion.
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Figura 27: Efecto de la presentacion de ruido y gentamicina en la amplitud del CAP
contralateral. Se muestra la amplitud de la respuesta para 4 casos con efectos de ruido
diferentes. Pregentamicina pre ruido en circulos azules, pregentamicina post ruido en

circulos verdes, postgentamicina pre ruido con tridngulos amarillos y postgentamicina post
ruido con triangulos negros.
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Efecto del ruido en el CAP contralateral antes y después de gentamicina
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Figura 28: Variacién de la amplitud del CAP contralateral por efecto del ruido (dB referido
a amplitud base) antes y después de gentamicina (n=21). Se muestran los datos at=0, 1"y
2’ posteriores al ruido, los valores positivos representan un aumento y los negativos una
disminuciéon, Tanto pre como post gentamicina se observa un efecto de aumento o
disminucién por ruido, sin un patroén constante.

En la distribucién por remuestreo de la variacion en la amplitud del CAP
contralateral por efecto del ruido, se obtuvo un promedio de 0,3 dB (DS 0,3, p<0,05) y 0 dB
(DS 0,2, p<0,05) antes y después de gentamicina, respectivamente. Considerando los

intervalos de confianza, que se muestran en el panel de la izquierda de la figura 29, las
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diferencias entre ambas distribuciones no fue significativa (95% de confianza). Al construir
la distribucion de la diferencia entre los promedios por remuestreo, se obtuvo un promedio
de 0,3 dB (DS 0,4, p<0,05), que no permite diferenciar las respuestas antes y después de
gentamicina, por lo tanto, en base a estos resultados la modulacion del sistema eferente
olivococlear medial en el CAP contralateral posterior a la presentacion de ruido no es

estadisticamente significativa (fig. 29, derecha).
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Figura 29: A la izquierda se muestra la distribucion por remuestreo de la variacion en la
amplitud del CAP contralateral por efecto de la presentacion de ruido, antes (azul) y
después (negro) de la administracion de gentamicina, con un promedio de 0,3 dB (DS 0,3)
y 0 dB (DS 0,2), respectivamente y una diferencia promedio de 0,3 dB (DS 0.4, panel de la
derecha). Considerando los intervalos de confianza (lineas grises segmentadas) no se
observaron diferencias estadisticamente significativas antes y después de gentamicina.
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V.III Efecto de la administracion de gentamicina en la amplitud de las respuestas del

CAPy CM.

Para analizar el efecto de la gentamicina sobre la amplitud de las respuestas, se
cuantifico la diferencia en dB entre la amplitud de las respuestas iniciales, pregentamicina
antes del ruido con la amplitud 3 a 5 hrs postgentamicina antes del ruido, para el CM y
CAP ipsi y contralateral. Se clasifico en efectos de disminucién menores a 1,5 dB, entre 1,5
y 2,5 dB, mayores a 2,5 dB y efectos de aumento de la amplitud. Para el CM se incluyeron
solo aquellas respuestas con potencias mayores a 100 LVZ, que se encuentran por sobre el
ruido del registro. Los efectos de aumento de la amplitud fueron entre 0,4 y 1,5 dB para el

CAP ipsi y contralateral; y entre 0,3 y 2,7 dB para el CM ipsi y contralateral.

La Tabla 2 muestra la disminucion o aumento de las respuestas en el total de 82
registros. Para el CM ipsilateral (n=25) en el 17 % del total de casos la administracion de
gentamicina provocd una disminucion de la potencia de la respuesta mayor a 2,5 dB. Para
el CAP ipsilateral (n=27) en el 15 % del total de casos se observé una disminucion de la
amplitud menor a 1,5 dB y el 10 % una disminucion entre 1,5 y 2,5 dB. Del total de casos,
el CM contralateral (n=12) presenté el 10 % con aumento de la potencia, mientras que el

CAP contralateral (n=18) present6 el 12 % de casos con disminucion menor a 1,5 dB.

En las diferentes sesiones experimentales, la recolocacion del molde con el tubo de
estimulacion en el conducto auditivo externo del animal, provoco una variabilidad en la

intensidad de estimulaciéon de 1,3 dB maximo (item V.IV). Ademas, durante una misma
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sesion experimental, existié una diferencia en la amplitud de la respuesta inicial (10 a 20
primeros minutos de registro) de entre 0,05 a 2,5 dB, con un promedio de 1,5 dB, para el
CM y CAP. De acuerdo a esto, las disminuciones y los aumentos de amplitud menores a
1,5 dB se pueden atribuir a la variabilidad antes mencionada y no a un efecto ototéxico de

la gentamicina.

La figura 30 muestra el efecto de la gentamicina en porcentaje de casos para CM y
CAP ipsi y contralateral, segun la clasificacion descrita anteriormente. Las respuestas
ipsilaterales fueron mas afectadas, el 60% de CM y el 41% CAP disminuy6 su amplitud en
mas de 1,5 dB, lo que hace sospechar que la gentamicina provoca un dafio ototoxico que se
potencia con la exposicion al ruido. En el oido contralateral, no expuesto a ruido, el CM
presentd una disminucion de la amplitud mayor a 1,5 dB en el 25 % de los casos y el CAP
en el 12%. Tanto en las respuestas ipsi como en las contralaterales, el CM fue mas afectado
que el CAP.
TABLA 2: Disminucion de la amplitud del CM y CAP ipsi y contralateral por efecto de la
administracion de gentamicina.

% % % % %

' CMIpsi CAPIpsi CMContra CAPContra Total

<-1,5dB 5 15 1 12 33
-15a-25dB 1 10 o 1 12
>2,5 AT 4 4 1 26

Aumento : ] 5 10 7 .29
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Efecto de Gentamicina en CM y CAP, ipsi y contralateral
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Figura 30: Efecto de la gentamicina en el CM y CAP ipsi y contralateral, expresado en
porcentaje de casos que presentaron una disminucion de la amplitud menor a 1,5 dB
(amarillo), entre 1,5 y 2,5 dB (burdeo), mayor a 2,5 dB (celeste) y aumento de la amplitud
(verde). La gentamicina afecté mayormente las respuestas ipsilaterales.

Los efectos descritos para el CM y CAP se pueden explicar por un posible efecto
ototoxico de la gentamicina sobre la céclea. Ademas, es posible que el sistema eferente
olivococlear medial presente una activacion ténica que module la actividad coclear y la

gentamicina bloquee esta descarga, disminuyendo o aumentando la amplitud de las

respuestas basales.
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V.IV Control de las variaciones en la intensidad de estimulacion a nivel del conducto

auditivo externo.

Para obtener todos los registros antes descritos, en animal despierto, es necesario
colocar al animal repetidas veces en el restrictor y volver a colocar los moldes en el
pabellon auricular. Con el objetivo de medir las variaciones en la intensidad de
estimulacion debido a esta metodologia, en un animal, se realizé un implante donde se dejo
colocado un tubo a nivel de la bula y posteriormente se realizaron mediciones con un

micréfono inserto en este tubo.

Se realizaron mediciones en 4 repetitivas colocaciones del molde auditivo, durante 6
minutos cada una, presentando un tono en el oido ipsilateral al micréfono. Se encontré una

diferencia maxima de 1,3 dB en el total de las mediciones.
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VI CONCLUSIONES

En chinchilla, la exposicion a un ruido de alta intensidad en un solo oido durante 30
s provoca una disminucion de las amplitudes del potencial de acciéon compuesto del nervio
auditivo y del potencial microfénico coclear en el oido expuesto de 1,9 dB (DS 0,25) y de
4,3 dB (DS 0,6), respectivamente. La administracion de una dosis unica de gentamicina
bloquea parcialmente el efecto del ruido sobre estos potenciales, disminuyendo el efecto
promedio en 0,7 dB (DS 0,3) para el CAP y en 1 dB (DS 0,7) para el CM. En la mitad de
los casos se observo una mayor actividad del MOC, que se evidencié en aquellos casos con
efectos de ruido mayores a 1,5 dB para el CAP y 5 dB para el CM, donde el bloqueo por
gentamicina provocé una disminucion del efecto del ruido en 1,4 dB para el CAP y 3,6 dB

para el CM.

En el CM contralateral al ruido, pre gentamicina se observaron efectos de aumento y
disminucion de la respuesta, pero ambos de baja magnitud. El bloqueo por gentamicina
eliminé el componente de aumento, sin modificar el promedio del efecto. Esto resultados
hacen sospechar de la presencia de dos efectos simultdneos donde el MOC esta provocando
un leve aumento del CM, que depende probablemente de la intensidad de estimulacion.
Para el CAP la presentacion de ruido provocd un leve aumento (0,3 dB) en la amplitud de
las respuestas, que no se modifico significativamente con la administracion de gentamicina,
lo que permite concluir que no existe una participacion significativa del MOC en este

efecto.
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Estos resultados permiten concluir que el sistema eferente olivococlear medial se
activa con la presentacion de ruido unilateral de alta intensidad, provocando una
disminucion de la respuesta de la coclea y del nervio auditivo ipsilateral, y un leve aumento

de la respuesta a nivel de la céclea contralateral.

La figura 31 muestra un esquema de la via de activacion del MOC. El ruido se
presenta en la coclea ipsilateral estimulando la via aferente (flechas negras) hasta el
complejo olivar superior donde hace sinapsis con neuronas del MOC. En rojo se muestran
las fibras del MOC que van a provocar una supresion de la actividad de la coclea y del
nervio auditivo ipsilateral y que en la chinchilla constituyen el 80 % de todas las fibras del
MOC, por lo que el efecto modulador es mayor para este oido. En azul se muestran las
fibras del MOC que van a provocar un leve aumento de la actividad coclear contralateral y
como en la chinchilla estas fibras solo representan el 20 % del total de fibras del MOC su

efecto modulador es menor que para €l oido ipsilateral.
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Fig. 31: Esquema de la via de activacién del sistema eferente olivococlear medial después
de la presentacion de ruido de alta intensidad en el oido ipsilateral. Las flechas negras
muestran las fibras de la via aferente, en rojo se muestran las fibras del MOC que modulan
el oido ipsilateral y en azul las fibras del MOC que modulan el oido contralateral.
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VII DISCUSION

En la chinchilla el efecto de supresion por ruido para el oido ipsilateral es similar a
lo descrito en seres humanos (20) donde encontraron un efecto de 1,8 dB de disminucién en
el registro de emisiones otoactsticas, que al igual que el CM, reflejan la actividad de la
coclea. Este efecto también seria similar a investigaciones descritas en cobayos (19). De
acuerdo a los hallazgos descritos en la literatura (17, 19, 20, 32) y los de esta investigacion
para el oido ipsilateral, independiente del tipo de activacion (acustica o eléctrica) el MOC

provoca una disminucion de la sensibilidad de la coclea y del nervio auditivo.

Ademas, en la mitad de los casos para los CAP y CM ipsilaterales al ruido se
observé un mayor efecto supresor del MOC, lo que sugiere una mayor activacion de este.
Es posible plantear que el MOC disminuye la sensibilidad de la coclea y del nervio auditivo

para protegerlo de la exposicion a un ruido de alta intensidad.

En el caso del oido contralateral el efecto bipolar, de aumento y disminucién
posterior a la presentacion del ruido no se correlaciond significativamente ni con la
amplitud de las respuestas, ni con la intensidad de estimulacion, a pesar de mostrar una
tendencia a agruparse segin la intensidad de estimulaciéon mayor o menor a 25 dB SL. Para
CM pre gentamicina con intensidades mayores a 25 dB SL se observo un efecto de ruido
que en promedio aumenté la amplitud de las respuestas y para intensidades menores a 25
dB SL el efecto fue de disminucién, post gentamicina estos efectos se invirtieron en cada

grupo. Para el CAP también se observé un efecto bipolar de menor magnitud. A pesar de
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que estos resultados no son concluyentes, es muy relevante describirlos e intentar establecer
un patron de respuesta, ya que este fenémeno podria indicar la presencia de 2 poblaciones
neuronales activandose simultineamente, una que produce una disminucién de la
sensibilidad de la coclea y una que provoca un aumento. La literatura describe cambios
bipolares en emisiones otoacusticas por producto de distorsion (17) donde al modificar la
intensidad de uno de los 2 tonos que generan el producto de distorsion se observan
disminuciones o aumentos de la amplitud de la emision. James y cols (14) estudi6 el efecto
de supresion contralateral de las emisiones otoacusticas por producto de distorsién en
chinchilla y en humanos y mencionan que en varios casos observaron aumento mas que
supresion, pero no fueron consistentes, por lo que no tabularon estos resultados. De acuerdo
a estos antecedentes, seria interesante estudiar este fendmeno de manera especifica en

futuras investigaciones.

La administracion de una sola dosis de gentamicina en la chinchilla tuvo efectos no
descritos anteriormente en cobayos. En 3 casos donde se administré una segunda dosis de
gentamicina, un mes después de la primera dosis, el animal perdié peso paulatinamente, sin
recuperarse, asi es que por razones éticas se aplicO una sola dosis a los animales
posteriores. Por otra parte, se observo una importante disminucion de la amplitud del CM y
del CAP contralateral (> a 1,5 dB en el 6% del total de casos), oido que no se expuso al
ruido, por lo tanto, sélo se puede explicar por la administracion de gentamicina. En el oido
ipsilateral, del total de casos, la disminucion de la amplitud fue mas frecuente, alcanzando
un 18 y 14% para el CM y CAP, respectivamente, lo que hace sospechar que en la

chinchilla una sola dosis gentamicina puede provocar un grado de ototoxicidad que la hace
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mdas labil a la exposicién al ruido. En general, la chinchilla parece ser un animal de

experimentacion mds sensible al dafio por gentamicina que ¢l cobayo.

Esta investigacion espera haber contribuido a confirmar la participacién activa del

MOC frente al ruido de alta intensidad, modulando la actividad de ambos oidos.
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IX ANEXO

Para el analisis estadistico de los resultados se uso la Prueba de remuestreo con
recolocacion, o resampling con el método de bootstrap (34). Este método permite hacer
inferencias estadisticas del comportamiento de una muestra obtenida muchas veces en las
mismas condiciones, sin necesitar que la muestra se distribuya de acuerdo al modelo
normal y sin aplicar estadistica basada en una muestra de distribucién normal. En la
estadistica clasica se parte del supuesto que las variables estudiadas se distribuyen segun la
curva normal, si no es asf, el tamafio de la muestra tiene que ser suficientemente grande
para hacer una estimacion estadistica valida que represente a la poblacién. El método de
bootstrap elimina este supuesto y construye una distribucion del parametro estadistico,
simulando un niimero elevado de muestras aleatorias obtenidas a partir directamente de los
datos observados. Esto permite aplicar el método de bootstrap independiente del tamafio
muestral, por lo que resulta muy util para muestras pequefias, como en el caso de esta

investigacion.

En esta prueba se realiza un muestreo aleatorio n niimero de veces, de una muestra
de tamafio m, volviendo a incluir cada uno de los datos que componen la muestra
seleccionada al azar, antes de seleccionar el siguiente dato. De esta forma cualquier dato
puede ser seleccionado mas de una vez o ninguna. Para cada muestreo se obtiene el valor
del estadistico de interés que se almacena y se realiza un nuevo muestreo. Con los n valores

del estadistico se construye una distribucion y se obtienen los datos estadisticos necesarios,
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como promedio e intervalos de confianza. En este trabajo se usé n=5000 y como pardmetro

estadistico el promedio (x).

Ademds, para comparar las muestras pre y post gentamicina, se realiz un
resampling con bootstraping simultaneo, donde para cada muestreo se obtuvo la resta de
ambos promedios, luego con este valor se construy® la distribucion del promedio de la resta

de ambas muestras.

Los intervalos de confianza se calcularon segin:
Xbooli t * SEbout
Donde Xt €5 €l promedio de la distribucion bootstrap, t el valor de la distribucion

estadistica t y SEnoor €l error estandar de la distribucion bootstrap.



