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RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue indagar en el rol del sistema eferente auditivo en
pacientes con tinnitus, la percepcién de un sonido en ausencia de estimulo acustico
externo. El sistema eferente auditivo es una red cerebral que se origina en la corteza
auditiva y a través de neuronas olivococleares, localizadas en el tronco encefalico, hace
sinapsis con las células ciliadas de la c6clea, el 6rgano receptor auditivo de mamiferos.
La evidencia indica que uno de los roles que este sistema cumple es la modulacion de
la sensibilidad coclear con el fin de ignorar estimulos auditivos irrelevantes en tareas
donde se requiera prestar atencion selectiva, ademas, diversos estudios han sugerido
que la disfuncion de las vias eferentes auditivas podria participar en la percepciéon de
este sonido fantasma (tinnitus) por lo que nos parecid pertinente indagar si existe
alteracion en el funcionamiento de dicho sistema en sujetos que presenten la patologia
durante una tarea de atencién visual y auditiva. Es posible establecer una division del
sistema eferente auditivo en circuitos de tronco encefélico (sistema olivococlear) y en las
vias corticofugales que emergen de la corteza auditiva. En esta tesis se estudiaron
ambos circuitos, utilizando dos aproximaciones: (i) evaluacion de emisiones otoacusticas
con ruido contralateral (circuito de tronco encefalico) y (ii) tarea de atencién con
distractores auditivos (circuito corticofugal). Proponemos que el funcionamiento del
sistema eferente auditivo en pacientes con tinnitus se encuentra alterado en ambos

niveles y que dicho efecto puede observado a través de los dos enfoques sugeridos.

Métodos: En un total de 58 sujetos normoyentes (32 con tinnitus, 26 sanos) (i)
se evalud el efecto supresor del reflejo olivococlear en la amplitud de las emisiones
otoacusticas evocadas por medio de la estimulacion con ruido contralateral, ademas de

la aplicacion de pruebas psicométricas que buscaron determinar el impacto de la



condicion en la calidad de vida de estos. En un subgrupo de 28 sujetos (14 tinnitus, 14
sanos) (ii) se realizaron mediciones simultdneas de EEG y DPOAESs durante una tarea
de atencién selectiva para determinar las posibles diferencias en términos

electrofisiologicos y conductuales.

Resultados: El efecto supresor evocado con ruido contralateral no mostré
diferencias significativas para ninguna de las frecuencias evaluadas al comparar los
grupos de estudio y control (menor: p=0,06, f=1754 Hz en el oido izquierdo). Por otro
lado, se encontraron correlaciones significativas entre el efecto supresor en el oido
derecho y los puntajes obtenidos en las pruebas psicométricas aplicadas que tuvieron
como objetivo cuantificar los niveles de ansiedad (STAI) (r=0,61, p<0,01) y el impacto

del tinnitus en la calidad de vida (THI) (r=0,66, p<0,01).

Para la evaluacion de las vias corticofugales se utiliz6 una prueba de atencion
selectiva, los pacientes con tinnitus mostraron un peor desempefo en la prueba visual
reflejado en una menor precision en las respuestas como también en la tendencia a ser
reportadas mas tardiamente (media tinnitus: 7,23°, Cl=[5,55°,9,81°] ; media controles:
1,43°, ClI=[-2,72°,0,1°]). Al realizar una comparacién entre los datos agrupados haciendo
distincién en la presencia o ausencia de la patologia, una prueba de comparacion de
medianas mostré resultados significativos (p=5,6x10®) lo que refuerza la hipétesis que
establece diferencias en términos cognitivos entre ambos grupos. Se observaron
diferencias en la actividad de la corteza prefrontal y en el canal coclear durante la prueba,
en pacientes con tinnitus dichas diferencias podrian deberse a una mayor necesidad de
reclutamiento de recursos cognitivos para desarrollar la tarea visual y una falta de
supresion en las oscilaciones de baja frecuencia (< 3 Hz) debido a una funcion eferente

debilitada, respectivamente.



Conclusion: El peor de desempefio de los pacientes con tinnitus en la prueba
de atencidn selectiva podria atribuirse a una funcion eferente debilitada lo que dificultaria
la habilidad para ignorar distractores auditivos cuando es necesario focalizar la atencion
en estimulos visuales. Esta deficiencia también seria observable a nivel del circuito
olivococlear debido a las correlaciones encontradas entre el efecto supresor del reflejo
olivococlear y los resultados de las encuestas psicométricas que podrian explicarse por
la interconexiones existentes entre estos nucleos del tronco encefalico y otras areas del

sistema nervioso central relacionadas con patologias como la ansiedad.



INTRODUCCION

El sistema auditivo nos permite detectar los estimulos acuUsticos que se
encuentran en el ambiente, lo que evolutivamente es de vital importancia pues posibilita
estar alerta de potenciales amenazas que pueden provenir de todas las direcciones
posibles. Estructuralmente, la via auditiva esta constituida por circuitos neuronales que
van desde la céclea hacia la corteza cerebral (vias aferentes), pero también por vias
eferentes que se originan en la corteza auditiva, y que a través de proyecciones
descendentes inervan a diversos nucleos subcorticales de la via auditiva central, para
finalmente hacer sinapsis en las células receptores de la ciclea (Terreros, G. & Délano,
P.H., 2015; Elgueda, D. & Délano. P.H., 2020). Entre las funciones del sistema auditivo
eferente se ha propuesto la modulacion de la sensibilidad coclear, con el fin de filtrar
estimulos auditivos irrelevantes cuando la atencién esta fijjada en otra modalidad

sensorial, por ejemplo, visual.

Eltinnitus es la percepcién de un sonido sin la presencia de un estimulo acustico
externo, constituyendo un paradigma importante para estudiar mecanismos de
percepcidon sensorial. Los mecanismos que generan tinnitus no estan del todo claros.
Uno de los posibles mecanismos seria la reduccion del control eferente auditivo de la
funcién coclear por parte de las vias corticofugales. De manera importante, el tinnitus
crénico es similar a un distractor auditivo, presente en forma permanente. La evidencia
muestra que el tinnitus disminuye el desempefio conductual en tareas que

requieren atencién selectiva (Araneda et al., 2015).

En esta tesis se evalud la funcién eferente auditiva en humanos controles y con
tinnitus, a dos niveles: (i) utilizando ruido blanco contralateral a la medicion de

emisiones otoacusticas producto de distorsion (DPOAEs por su sigla en inglés) como



medida de la funcién eferente auditiva refleja del tronco encefalico y (i) a través de
registros simultdneos de electroencefalograma (EEG de 32 canales) y DPOAEs durante
una tarea de atencion selectiva visual y auditiva, como medida de la funcién de las

vias corticofugales del sistema eferente auditivo.

Antecedentes bibliograficos

Los sistemas sensoriales estan compuestos por neuronas o receptores
sensitivos, las que se hayan en localizaciones periféricas, ademas de vias neurales y
areas del cerebro involucradas en la percepcion sensorial. Independientemente del tipo
de estimulo que procesen, todas estas nos entregan informaciéon sobre el ambiente
haciendo posible el acoplamiento entre éste y nuestros organismos. El sistema auditivo
es vital en la comunicacion en especies con la posibilidad de emitir vocalizaciones y
ademas constituye un sistema de alerta temprana debido a la naturaleza propagativa de
los estimulos lo que hace que no requiera de gran proximidad a la fuente (en contraste
con los estimulos tactiles, de gusto y olfativos) ni del enfoque directo al origen del

estimulo (en contraste con los estimulos visuales).

La via aferente del sistema auditivo recibe estimulos mecanicos de presion
sonora cuyas perturbaciones inciden en el timpano provocando el movimiento de los
huesecillos del oido medio. Estos movimientos son trasmitidos hacia la céclea donde se
produce la transduccion sensorial por medio de las células ciliadas internas posicionadas
en el 6rgano de Corti. Las células ciliadas liberan glutamato en las sinapsis con las
neuronas del nervio auditivo, las que se depolarizan en la region postsinaptica,

principalmente a través de receptores AMPA. El nervio auditivo genera potenciales de



accion que son transmitidos al ndcleo coclear en el sistema nervioso central. La via
auditiva de mamiferos incluye multiples sinapsis en ndcleos subcorticales auditivos:
complejo olivar superior, lemnisco lateral, coliculos inferiores, y tadlamo auditivo llegan al
ualtimo eslabon de la via auditiva aferente de mamiferos: la corteza auditiva en regiones

temporales del cerebro, lugar donde se generaria la percepcién sensorial auditiva.

Sin embargo, ademés de la via aferente, en el sistema auditivo existen
prominentes vias eferentes que hacen posible la retroalimentacién en el proceso de
integracion de los estimulos auditivos, permitiendo la modulacién de las respuestas
sensoriales a multiples niveles de la via auditiva, incluyendo las células receptoras de la
cOclea (Rasmussen G. L.,1946 & 1960; Warr, W.D., 1975; Warr, W.D. & Guinan, J.J.,

1979; Guinan, J.J., Jr., 1996; Simmons, D. D., 2002).

El sistema eferente auditivo

El sistema eferente auditivo de mamiferos esta constituido por vias descendentes
que se originan principalmente en la corteza auditiva primaria, las cuales proyectan al
cuerpo geniculado medial del tAlamo, coliculo inferior, nlcleo coclear y complejo olivar
superior (Saldafa et al., 1996; Robles and Delano, 2008; Xiong et al., 2009; Malmierca
and Ryugo, 2011; Schofield, 2011). Estas proyecciones corticofugales junto a las vias
auditivas ascendentes forman circuitos de retroalimentacion que permiten interacciones

a diferentes niveles de la via auditiva (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico de la red eferente (en rojo) y la red aferente (en negro). MGB:
ndcleo geniculado medial (medial geniculate body), IC: coliculo inferior (inferior colliculus), CN:
nacleo coclear (cochlear nucleus), SOC: complejo olivar superior (superior olivary complex).
Extraido de Terreros y Delano (2015), Frontiers in Systems Neuroscience.

Como se observa en la figura 2 la inervacion eferente a la coclea proviene del
complejo olivar superior donde se encuentran dos grupos de neuronas denominadas
segun su localizacion: las neuronas olivococleares mediales (MOC neurons: medial
olivocochlear neurons) y las neuronas olivococleares laterales (LOC neurons: lateral
olivocochlear neurons). Las neuronas MOC poseen axones gruesos y mielinizados,
principalmente proyectan hacia la coclea contralateral y hacen sinapsis directamente en
la membrana basolateral de las células ciliadas externas (OHCs: outer hair cells). El
principal neurotransmisor de este grupo neuronal es acetilcolina (ACh), el cual activa
receptores nicotinicos localizados en las OHCs. Estos receptores son pentdmeros
constituidos por subunidades a9/a10. Las neuronas LOC poseen axones delgados no-

mielinizados, proyectan a la céclea ipsilateral formando sinapsis axo-dendriticas con las



neuronas que conforman el nervio auditivo justo debajo de su sinapsis con las células
ciliadas internas (IHCs: inner hair cells). Liberan una gran cantidad de neurotransmisores
y neuro-moduladores, entre ellos Ach, GABA, dopamina, dinorfinas, encefalina y péptido

relacionado al gen de calcitonina (CGRP).
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Figura 2. llustracion del sistema olivococlear mostrando la inervacion de las neuronas MOC
sobre las OHCs (naranjo) y la inervacion de las neuronas LOC sobre las fibras aferentes
auditivas (verde) bajo las IHCs. Extraido y modificado de Robles y Delano (2008), The Senses,
Academic Press.

El sistema olivococlear (MOC y LOC) es una parte fundamental del
funcionamiento de la red eferente que va de la corteza auditiva a la coclea, debido a que
todas las modulaciones sobre la céclea y el nervio auditivo (provenientes desde zonas
corticales o subcorticales) estdn mediadas por el LOC y/o MOC, por lo que se le

considera el efector final comuan. Las neuronas MOC permiten modular las vibraciones



mecénicas de la membrana basilar (Murugasu, E. and Russell, I. J., 1996a; Dolan, D. F.
et al., 1997; Robles, L and Ruggero, M. A., 2001) actuando como unidades motoras a lo
largo de la coclea. Lo que sumado a resultados anatdmicos que muestran que las
neuronas corticales pueden ejercer una accion directa en la actividad de las neuronas
MOC (Mulders, W. H. and Robertson, D., 2000a), permite proponer que la actividad de
la corteza auditiva a través de las vias corticofugales podria modular la sensibilidad

coclear, utilizando como via final comun al sistema olivococlear medial (MOC).

Varios trabajos de investigacion proponen que la activacion de las neuronas del
sistema olivococlear produce un efecto inhibitorio en las respuestas cocleares. Dentro
de los primeros estudios, realizados en gatos, para indagar en este efecto (Galambos,
R., 1956; Fex, J., 1959; 1962) se utilizaron principalmente dos métodos, activacion y
bloqueo de las vias eferentes. La activacion se llevo a cabo mediante la estimulacion
eléctrica en diferentes niveles de la via aferente o por estimulacion acustica contra e
ipsilateral (ver mas adelante, Figura 3), mientras que el bloqueo se indujo a través de
lesiones quirdrgicas, aplicaciones de antagonistas para los receptores y por delacion
molecular de genes relevantes (e.g, receptor nicotinico a9). Registros de emisiones
otoacusticas evocadas evidenciaron la existencia de modulacién corticofugal en
humanos, ya que las emisiones otoacusticas reflejan principalmente la funcion de las
OHC (Perrot, X. et al., 2006). En trabajos posteriores, realizados en chinchillas, se pudo
determinar la posibilidad de la existencia de dos vias funcionales desde la corteza
auditiva a la céclea mediante métodos de desactivacion, lesién y microestimulacion
eléctrica de la corteza auditiva en presencia y ausencia de ruido contralateral (Le6n, A.
et al., 2012; Dragicevic, C. et al., 2015). Mediante la desactivacion de la corteza auditiva

producida por aplicacién de microinyecciones de lidocaina en jerbos de Mongolia (Jager,



K. & Kdssl, M., 2016) pudo observarse una disminucion en la respuesta auditiva
periférica en forma de DPOAEs (distortion product otoacoustic emissions)
probablemente a través de las vias cértico-olivococleares. De esta forma estos trabajos
demuestran la funcionalidad de las vias cortico-olivococleares, que permite modular las
respuestas cocleares por medio de la activacidn de las vias descendentes que provienen

de la corteza auditiva.

Entre las funciones que se le atribuyen al sistema eferente auditivo se
encuentran: anti-enmascaramiento de estimulos auditivos en ambientes ruidosos
(Dewson, J. H., 3rd, 1968; May, B. J. & McQuone, S. J., 1995; Hienz, R. D. et al.,1998;
May, B. J. et al., 2004), rol protector en la prevencién de la pérdida auditiva por
exposicion a sonidos de alta intensidad (Rajan, R. & Johnstone, B. M., 1988; Reiter, E.
R. & Liberman, M. C., 1995; Kujawa, S. G. and Liberman, M. C., 1997; Yamasoba, T. &
Dolan, D. F., 1997; Darrow, K. N. et al., 2007). Estas guardan relacién con la porcion
mas periférica del sistema eferente, especificamente el circuito comprendido entre la
coclea y los nucleos localizados en el tronco encefalico. Otros roles, que contemplan
funciones cognitivas y por lo tanto la via completa son: modulacion de la sensibilidad
coclear con el fin de filtrar tonos irrelevantes en tareas auditivas (Greenberg, G.Z. &
Larkin, W.D., 1968; Scharf, B., 1998) o en tareas que requieren atencion selectiva a
estimulos en otras modalidades sensoriales (Hernandez-Pedn et al. ,1956; Oatman, L.
C., 1971; Gifford, M. L. and Guinan, J. J., Jr., 1987; Delano, P. H. et al., 2007),
modulacion de la respuesta auditiva aferente durante estados de suefio o vigilia (Velluti,

R. et al., 1989), y equilibrio de la sensibilidad inter-aural (Darrow K. N. et al., 2006b).



Emisiones otoacusticas producto de distorsion (DPOAES)

Para evaluar la funcién de las células ciliadas externas de la coclea, de manera
no invasiva es posible realizar la medicion de emisiones otoacusticas que consisten en
ondas de presion sonora generadas en el oido interno debido a la actividad electromotil
(amplificador coclear) de la proteina prestina localizada en las células ciliadas externas
(OHC) (Liberman, M.C. et al., 2002). Estas ondas se trasmiten hacia la seccion externa

del canal auditivo donde pueden ser registradas con equipos de alta precision.

Un tipo particular de emisiones otoacusticas son las emisiones otoacusticas
producto de distorsion que son respuestas generadas por la céclea al ser estimulada
simultaneamente por dos tonos puros f; y f, que se encuentran en una razon f.:f; que
varia entre 1,1 y 1,3 (Robles, L., et al., 1991). La respuesta, debido a la dinamica no
lineal de la cOclea, se genera en frecuencias no existentes en el estimulo, en general
tiene una amplitud de méas de 6 dB con respecto al ruido que depende de la razén entre
las frecuencias. Por ejemplo, f = 2 f; - f2 se denomina tono de distorsion cubica. La

prevalencia de las DPOAEs es de 100% en sujetos con audicion normal.

Se puede separar la funcion del sistema eferente auditivo, entre la funcién reflejo
del tronco encéfalo y la funcion cognitiva que depende de las vias descendentes de la

corteza auditiva. A continuacion se explican las bases fisiolégicas de ambos circuitos:



() Reflejo olivococlear provocado con ruido blanco contralateral

El efecto supresor del reflejo olivococlear puede observarse al estimular un oido
(ipsilateral para estos efectos) con los tonos primarios fi1y f que provocan la emisién
otoacustica y el oido contralateral con ruido. El ruido blanco en el oido contralateral
produciré la estimulacion del nervio auditivo del mismo lado inervando las neuronas MOC
ipsilaterales las que a través de su actividad modularan la amplitud de las emisiones
otoacusticas registradas en el oido estimulado por los tonos primarios (De Venecia, R.K.,

et al., 2005).
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Figura 3. Esquema de las vias involucradas en el reflejo olivococlear medial (MOC reflex).
En rojo: Vias reclutadas a través de la estimulacion con los tonos primarios de la coclea ipsilateral.
En verde: Vias reclutadas a través de la estimulacion con ruido del oido contralateral, esta via
finaliza con la inervacion de las células ciliadas externas (OHCs) en la cdclea ipsilateral
provocando la modulacion de la amplitud de las emisiones otoacusticas evocadas. OSL: Oliva
superior lateral, OSM: Oliva superior medial.



()} Modulacién de la respuesta periférica por parte del sistema auditivo
eferente a través de vias corticofugales durante tareas de atencién
selectiva

En chinchillas se ha demostrado que la sensibilidad coclear puede ser modulada
durante una tarea de atencion visual, lo que se produciria a través de la activacion de la
via auditiva aferente, posiblemente por medio de fibras eferentes olivococleares
mediales (Delano, P. H. et al., 2007). En forma similar, en seres humanos, a través del
registro de DPOAEs también se pudo determinar que la sensibilidad coclear es
modulada por la atencién selectiva (Srinivasan, S. et al.,, 2012) por medio de la
realizacién de tareas que implicaran el conteo de estimulos auditivos o estimulos
visuales, registrandose un incremento en la amplitud de las DPOAEs durante las tareas
gue implicaran ignorar estimulos auditivos. Otro estudio muestra que las amplitudes de
las DPOAES son estadisticamente menores cuando la atencion al estimulo auditivo esta
dirigida al oido ipsilateral con respecto al oido en que se estan registrando las DPOAEs
(Srinivasan, S. et al., 2014), lo que corrobora que los mecanismos corticofugales que
median las respuestas cocleares durante atencién intermodal provienen del MOC. Al
analizar la conectividad de la red descendente que modula las respuestas auditivas
periféricas se ha propuesto un modelo de tres vias paralelas (Terreros, G., et al., 2015),
gue desembocarian tanto en las neuronas MOC como en las LOC. Dichas conexiones
se activarian durante la atencién selectiva entre otras funciones cognitivas.
Adicionalmente, en un estudio que utiliz6 ratones knock-out para la subunidad a9 del
receptor nicotinico (Terreros, G. & Délano, P.H., 2016) se demostré que estos, en
comparacion con ratones wild-type, tuvieron un peor desempefio en un paradigma de
atencion selectiva visual mientras eran simultdneamente estimulados con distractores

auditivos. Este hallazgo mostro la importancia de la transmision colinérgica entre las



neuronas olivococleares mediales (MOC) y las células ciliadas externas (OHC) para la

funcionalidad de la via eferente.

Tinnitus: un sonido fantasma

El tinnitus es la percepcion de un sonido sin la presencia de un estimulo acustico
externo. Su prevalencia ha aumentado en los Gltimos afios, afectando en algiin momento
de la vida hasta un 10% de la poblacién en los paises occidentales, alterando
severamente la calidad de vida de aproximadamente un 1-2% de los pacientes
(Shargorodsky, J., et al., 2010; Langguth, B., et al., 2013). Si bien los mecanismos que
lo producen no estan del todo dilucidados diversos trabajos postulan que la reduccion en
el control neuronal eferente de la céclea podria ser una de las posibles causas de su
generacién. Variadas hipé6tesis contemplan la participacion de las vias provenientes de
las neuronas MOC. Por ejemplo, que la reduccién en el control neuronal eferente del
amplificador coclear podria resultar en un aumento en la ganancia de este, lo cual
implicaria un acrecentamiento de la actividad espontanea en el nervio auditivo.

Araneda y colaboradores (2015) proponen que el control inhibitorio por parte de
las vias eferentes auditivas, durante tareas de atencion selectiva, se encuentra alterado
en sujetos con tinnitus. Esta hip6tesis aun no ha sido corroborada con estudios
electrofisiolégicos, ya que el trabajo de Araneda y cols. (2015) solo reporta datos
conductuales. Estos investigadores observaron que los sujetos con tinnitus tienen mayor
distractibilidad a interferencias sensoriales (auditivas o visuales) durante tareas de
atencion selectiva, lo que se refleja en dificultades para ignorar estimulos irrelevantes.
De hecho, el tinnitus puede ser considerado como un distractor permanente que altera
la funcién cognitiva. Por ultimo, Araneda y cols. indican que la mayor interferencia se

produce por estimulos auditivos con caracteristicas frecuenciales similares a la del



tinnitus percibido, pues el estimulo provocaria respuestas emocionales que afectarian
los procesos cognitivos. Todo esto provoca un peor desempefio de los sujetos con
tinnitus en tareas de atencién selectiva ya sea en condiciones uni-modales o bimodales.
Esto se refleja en un mayor niumero de falsas alarmas y en un mayor tiempo de reaccion
a los estimulos blanco en pacientes con tinnitus. Otros estudios (Hallam, R.S., et al.,
2004; Stevens, C., et al., 2007; Heeren, A., et al., 2014) indagaron en el efecto del
padecimiento de tinnitus en la atencidn selectiva encontrando evidencia en ambos
sentidos a la hora de evaluar cuan reducida se veia la capacidad de los sujetos para
desarrollar tareas enmarcadas en este tipo de paradigma. En el articulo de revision de
Mohamad, N., et al., 2016 puede encontrarse citado un ampliado conjunto de estudios

gue evaltan el impacto del tinnitus en distintas funciones cognitivas.

Impacto psicoemocional del tinnitus

Como se menciond en la seccién anterior el padecimiento de tinnitus puede
afectar gravemente la calidad de vida de las personas propiciando el desarrollo de
trastornos psicoemocionales como ansiedad, depresion, irritabilidad, problemas
atencionales y mayores tasas de suicidio (Kim, HJ. et al., 2015; Langguth, B., 2011). El
tinnitus puede ser clasificado, desde el punto de vista clinico, en pulsatil (cardiosincrénico
0 no) o no pulsétil (tonal o no tonal) los cuales, segln los estudios, tienen diferentes
causas (Wimmer, J. et al., 2019; Levine, RA. & Oron, Y., 2015). El tinnitus crénico no
pulsatil es el mas frecuente y seria provocado por la pérdida auditiva periférica lo que
induciria una hiperactividad compensatoria en la via auditiva a nivel central afectando
principalmente la seccion entre los coliculos inferiores y las areas corticales asociadas
al procesamiento auditivo. Cabe destacar que la corteza auditiva primaria inerva

directamente a la amigdala basolateral donde los impulsos son procesados y enviados



al nacleo central de la amigdala, este constituye el principal nicleo de procesamiento
emocional (Baars, B.J., & Gage, N.M., 2010). Precisamente esto ultimo influiria en la
percepcién del tinnitus como un sintoma molesto afectando las funciones cognitivas y el
procesamiento emocional, ademas de propagar esta desregulacion en la actividad a
otras redes neuronales interconectadas (Singer, W., et al., 2014; Concina, G., et al.,

2019).

Varios estudios de larga data (Redmond, D.E., et al., 1979; Pohl, R., et al., 1987;
Tanaka, M., et al., 2000) sefialan al locus coeruleus como uno de los nudcleos de mayor
relevancia en lo que concierne a la fisiopatologia de la ansiedad. Este nucleo del tronco
encefalico esta implicado en el circuito del nivel de alerta y su disfunciéon se asocia a
trastornos ansiosos. El Locus coeruleus tiene conexiones anatomicas con multiples
estructuras de la via auditiva central, incluyendo neuronas fusiformes de los nucleos
cocleares dorsales (Kaltenbach, JA., 2006), neuronas del complejo olivar superior (parte
del sistema eferente auditivo) (Mulders, WHAM., & Robertson, D., 2005a & 2005b) y
neuronas de la corteza auditiva (Salgado, H., et al., 2011; Pérez-Valenzuela, C., et al.,
2016). Por lo tanto, resulta factible pensar que afectaciones en la via auditiva, como las
relacionadas al tinnitus crénico no pulsétil, podrian provocar alternaciones en la actividad
del locus coerulus y asi incidir en un aumento en los niveles de ansiedad en pacientes

que presentan dicha patologia cerebral-auditiva.

Medicion de la actividad cortical oscilatoria durante atencidn selectiva mediante
electroencefalografia (EEG)

Los pacientes con tinnitus presentan alteraciones funcionales en las redes

neuronales relacionadas con atencion, esto ha sido reportado en la literatura haciendo



uso de distintos métodos de neuroimégenes ya sea indirectamente en estudios que
indagan en estas vias o través del analisis de las propiedades espectrales de estas en

sujetos afectados por la enfermedad en cuestion.

Shomstein y Yantis (2004) mostraron a través del uso de imagenes por
resonancia magnética funcional (fMRI: functional magnetic resonance imaging) que
existe comunicacion entre distintas areas de la corteza cerebral cuando la atencion
voluntaria cambia de modalidad visual a modalidad auditiva. Dicho cambio se expresa
en un incremento de la actividad de la corteza auditiva y una disminucion en la actividad
de la corteza visual y viceversa. Ademas, las cortezas parietal posterior y prefrontal
superior mostraron aumentos transitorios en su actividad que se correspondian
temporalmente con el inicio del cambio de la atencion voluntaria entre las modalidades

visual y auditiva.

Utilizando registros simultaneos de EEG y fMRI BOLD (blood-oxygen level
dependent imaging) (Wang, W., et al., 2016) para correlacionar la amplitud de las
oscilaciones corticales en la banda theta (4-8 Hz), que se ha observado son relevantes
para operaciones de control cognitivo en paradigmas de atencién visual, y la actividad
de ciertas zonas de la corteza cerebral se encontré6 una correlacion positiva entre la
actividad theta y BOLD en la corteza auditiva y una correlacion negativa en la corteza
visual durante la atencién auditiva. Mientras que la atencion asociada a estimulos
visuales presentd una correlacion positiva de la actividad theta y BOLD en el &rea fronto-
parietal que no se observé en la condicion auditiva.

Se ha visto que existe acoplamiento entre la fase de frecuencias bajas y la

amplitud de frecuencias altas (Canolty, R.T., et al., 2006). Se ha reportado que pacientes



con tinnitus tienen falta de acoplamiento entre la fase de delta (<4 Hz) frontal y la
amplitud de gamma alto (>50 Hz). Dado que este fendmeno refleja la comunicacion
interregional durante procesos cognitivos y dado el déficit atencional que presentan en
la inhibicion de estimulos, esto sugiere que los pacientes con tinnitus podrian tener
alterado el control descendente de las aferencias sensoriales (Ahn, M.-H., et al., 2017).

Esto, sin embargo, no ha sido demostrado en la literatura.

Prequnta de investigacion

¢ Existe alteracion del funcionamiento del sistema eferente auditivo en pacientes

con tinnitus durante una tarea de atencién visual y auditiva?

Hipdétesis
La modulacion corticofugal de las respuestas cocleares durante la atencion

visual selectiva con distractores auditivos se encuentra alterada en pacientes con

tinnitus.

Proponemos que los sujetos con tinnitus tendran una alteracién del reflejo
olivococlear de tronco encefalico y de las vias descendentes de la corteza auditiva.
Ademas, obtendran peores resultados en tareas de atencion visual selectiva con
distractores auditivos en comparacién con los sujetos control. La alteracion del reflejo
olivococlear se estudiara con ruido blanco contralateral y DPOAE, mientras que la
funcion de las vias corticofugales se estudiard con una tarea que alterna entre atencion

visual y auditiva, con medicién simultanea de EEG y DPOAE.



Objetivos

Generales:

Estudiar la modulacion de las respuestas cocleares (DPOAES) por circuitos de tronco
encefalico con ruido blanco contralateral y por circuitos corticofugales durante una tarea

de atencidn visual selectiva junto a la actividad cortical (EEG) en sujetos control y tinnitus.

Especificos:

- Determinar si existen diferencias en el reflejo olivococlear de tronco encéfalo en
sujetos controles y tinnitus.

- Determinar si existen diferencias en el desempefio en tareas de atenciéon
selectiva entre sujetos control y sujetos con tinnitus.

- Determinar si existen diferencias en la actividad cortical entre sujetos con
tinnitus y sujetos control durante una tarea de atencién selectiva a través de
registros de EEG.

- Determinar si existen diferencias en la actividad periférica (céclea) entre sujetos
con tinnitus y sujetos control durante una tarea de atencion selectiva a través
del registro de DPOAEs.

- Correlacionar las modulaciones de las DPOAEs con las del EEG durante la

tarea de atencion selectiva.



MATERIALES Y METODOS

Criterios de inclusién:

e Adultos entre 18 y 60 afios.

e Lateralidad diestra.

e Tinnitus no pulsétil persistente cronico (>3 meses) uni o bilateral.
e Sin tratamiento de tinnitus.

e Audicion dentro de los rangos normales (<25 dB HL) en todas las frecuencias

en audiometria tonal (0,5-4 kHz)

Criterios de exclusion:

e Exposicion a ruido.
e Exposicién a ototdxicos 0 uso de medicamentos ototoxicos.
e Audicion fuera de los rangos normales (>25 dB).

¢ Historial de patologias auditivas o neuroldgicas.

Sujetos experimentales y procedimiento general

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado aprobado por el
comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y las pruebas
fueron llevadas a cabo en la sala de potenciales evocados auditivos del Hospital Clinico
de la Universidad de Chile que cuenta con una jaula de Faraday y doble muralla
sonoamortiguada, condiciones idéneas de aislamiento para efectuar registros
electrofisiologicos y auditivos. Todos los sujetos se sometieron a una audiometria para

corroborar que sus umbrales auditivos cumplieran con los criterios de inclusion en el



estudio, adicionalmente se efectud la revision del canal auditivo externo y la membrana
timpanica con el uso de un otoscopio para descartar la presencia de tapones de cerumen

u otras condiciones que pudieran afectar los registros.

Debido a la alta prevalencia de trastornos ansiosos en pacientes con tinnitus,
previo a la realizacion de la prueba y registros principales de este estudio se pidi6 a cada
sujeto que contestara la encuesta STAI (State-Trait Anxiety Inventory: Spielberger, C.D.,
et al.,, 1982) con el objetivo de indagar los niveles de ansiedad-rasgo que estos
presentaban. El cuestionario STAI posee preguntas con respuestas graduadas de 1 a 4
haciendo alusién a la severidad de la afectacién, donde un puntaje de 1 esta asociado a
la respuesta “casi nunca”, 2 a “algunas veces”, 3 a “frecuentemente” y 4 a “casi siempre”.
Adicionalmente, los sujetos del grupo tinnitus debieron contestar la encuesta THI
(Tinnitus Handicap Inventory: Newman, G.H., et al., 1996) para evaluar el impacto de la
condicion en su calidad de vida. La encuesta THI evalta el impacto psicoldgico, social y
las posibles incapacidades derivadas del padecimiento del tinnitus. Consiste en 25
preguntas con respuestas “si”, “a veces” y “no” con puntajes asignados de 4, 2y 0
respectivamente. El puntaje obtenido al sumar los resultados en cada pregunta entrega
un nimero entre 0 y 100 el que se utiliza para estimar el grado de impacto de la
enfermedad clasificando al paciente en uno de cinco niveles, a saber, grado 1: muy leve

(0 a 16 puntos), grado 2: leve (18 a 36 puntos), grado 3: moderado (38 a 56 puntos),

grado 4: severo (58 a 76 puntos) y grado 5: catastréfico (78 a 100 puntos).

Los sujetos efectuaron una prueba que presentaba alternadamente trials que
requerian prestar atencion a estimulos en las modalidades visual o auditiva, durante este
procedimiento fueron llevados a cabo registros de electroencefalograma (EEG de 32

canales) y registros de emisiones otoacusticas. Un experimento completo consistia en 4



blogues, de 44 trials y aproximadamente 8 minutos cada uno, los que entregaron un total

de 176 trials por modalidad.

Finalmente se procedié al montaje de los equipos de registro y a la etapa de
calibracién, a través de un DPOAE-grama (1,25 — 16 kHz), que tuvo como objetivo
seleccionar los tonos con frecuencias f1 y f> que fueron utilizados para estimular el
sistema auditivo de cada sujeto con el fin de evocar la emisién otoacustica producto de
distorsién (DPOAE). Estos tonos se presentaron de manera continua durante cada uno
de los bloques experimentales exceptuando un breve periodo que sera explicado mas

adelante.

Montaje experimental y equipos de reqistro

La sala de potenciales evocados auditivos del Hospital Clinico de la Universidad
cuenta con aislacion eléctrica y doble aislacion acustica. Se pueden distinguir dos

sectores dentro de la sala:

e Sector A (de doble aislacion acustica): donde se encuentra el sujeto experimental
y se llevan a cabo los registros, el experimentador puede observar este sector a
través de un “vidrio espia”.

e Sector B (de aislacién acustica simple): lugar donde se encuentra el

experimentador y desde donde se controla el curso de cada bloque experimental.



Figura 4. Dos vistas de la sala de registros indicando las zonas mencionadas en la descripcion.

Para la estimulacion y registros de la actividad auditiva periférica se utilizo el
equipo de Etymotic Research® (ER10-C), especializado en el registro de emisiones
otoacusticas en humanos que consiste en un audifono con dos canales de salida para
la emision de tonos y un tercer canal de entrada que actia como un micréfono de alta
sensibilidad. Para garantizar una adecuada aislacion del conducto auditivo externo se
utilizaron tapones para oidos de esponja con memoria especialmente disefiados para la

configuracion espacial de los tres canales.

Los registros electrofisiolégicos se realizaron utilizando un EEG de 32 canales,
con referencia en el I6bulo contrario al que se realizaron los registros auditivos, mas 4
electrodos que sirvieron como electrooculograma (EOG vertical y horizontal). Estas

sefiales fueron digitalizadas utilizando preamplificadores de la marca Tucker-Davis



Technologies®, especificamente PZ3 (para EEG) y RA4PA (EOG). Para el EEG se
ocuparon electrodos de Ag/AgCIl hiumedos con forma de anillo posicionados sobre una
capa de la marca EasyCap® la cual estaba disponible en tres tamafos (56, 58 y 60) y
se seleccionaba midiendo la circunferencia craneana de cada sujeto, las posiciones de
los electrodos fueron elegidas en conformidad al sistema estandar 10-20 y se seleccion6
el electrodo AFz como tierra. Los electrodos de EOG, del mismo tipo que los electrodos
de EEG, se colocaron directamente en la piel, sobre y bajo el ojo izquierdo (vertical) y a
ambos costados de la cabeza (horizontal) en el area debajo de las sienes, estos fueron
fijados con cinta adhesiva. Por tratarse de electrodos hiumedos fue necesario aplicar un
gel electroconductor en la zona donde se posicionaron (ya sea del cuero cabelludo o de
la cara) previamente limpiadas con alcohol. Antes de comenzar los registros se
monitored que la impedancia de cada electrodo fuera de a lo mas 5 kQ. Un filtro pasa
banda 0,1-100 Hz digital junto con un filtro notch a 50 Hz fueron aplicados. Las sefnales

fueron filtradas y almacenadas con una tasa de muestreo de 1 kHz.

Los aparatos mencionados en lo precedente estaban localizados en el sector I

de la sala de potenciales evocados auditivos.

Los equipos de registro, tanto auditivos como electrofisiolégicos, se encontraban
conectados al multiprocesador Tucker-Davis Technologies® modelo RZ6 y a una tarjeta
multifuncional de adquisicion de datos National Instruments® modelo NI6321. Ambos
aparatos estaban ubicados en el sector | y se encontraban conectados a un computador
de escritorio desde el cual se controlaba el curso de cada bloque experimental. Los
estimulos y registros auditivo fueron llevados a cabo con ayuda del multiprocesador RZ6

a una tasa de muestreo de 48 kHz.



Un monitor de alta tasa de refresco (Samsung LED 23” 3D S23A700D, 100Hz) y
un pulsador conectados al multiprocesador, con sus cables atravesando la pared desde
un sector hacia el otro, fueron utilizados para la tarea de atencion selectiva. El monitor
fue posicionado frente al sujeto con el fin de proporcionar las visualizaciones implicadas
en la tarea de atencion selectiva visual y el pulsador se entregé al sujeto el cual debia
asirlo para presionar el botén segun las instrucciones tanto para la tarea en la modalidad

visual como auditiva.

Experimentos v vias del sistema auditivo involucradas

Vias
Corticofugales:
d
Experimento

Atencién Selectiva
EEG y DPOAE

Reflejo olivococlear:

Experimento
Ruldo contralateral y
DPOAE

Figura 5. Vias del sistema auditivo involucradas en los dos experimentos que se describen a
continuacion.

(i) Evaluacion del reflejo olivococlear contralateral (funcién eferente de tronco

encefélico)

Se evaluaron las amplitudes de las DPOAE y el efecto supresor del reflejo

olivococlear provocado con ruido contralateral para luego correlacionar sus valores con
los puntajes obtenidos en las encuestas realizadas (STAI y THI) a los voluntarios del
estudio. Para investigar el efecto supresor del reflejo olivococlear se midieron las
amplitudes de las DPOAE de frecuencias 707, 891, 1122, 1414, 1781, 2244, 2828 y 3563

Hz. Se realizaron tres bloques, dos de los cuales se hicieron sin la presencia de ruido



contralateral y un bloque tercer blogue con ruido contralateral. Se calculé la diferencia
entre las amplitudes de las emisiones, por frecuencia, obtenidas sin ruido contralateral
con las obtenidas con la presencia de este. Debido a esto los resultados obtenidos de
esta operacidn son numeros negativos y por lo tanto un mayor efecto supresor se asocié

a un nimero negativo de mayor valor absoluto.

Tonos primarios Ruido
ipsilaterales Contralateral
fi - I =
| 5 R -
f, I Oido Ruido blanco:
f,: 65dB SPL Derecho lzquierdo 60 dB SPL
f,: 55dB SPL
Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
f, - f, — f;
f, f, f,
RC [t

Figura 6. Esquema del experimento de evaluacién del reflejo olivococlear. El disefio
propuesto fue repetido en seis oportunidades para cada par de tonos primarios f1y 2.

(i) Evaluacién de vias corticofugales durante atencién selectiva:

Tarea visual: Comenzaba con un periodo que no requeria atencién cuya duracién,
pseudo-aleatorizada, fue de entre 2000 y 2500 ms. Las instrucciones entregadas al
sujeto indicaron que debia mantener el foco en el reloj de una manecilla, Unico objeto
gue se mostraba en el monitor. El reloj avanzaba de manera horaria a 1 Hz pasando por
cada una de las 100 divisiones del circulo. Haciendo uso de las capacidades de la tarjeta

multifuncional National Instruments® y del monitor de alta tasa de refresco se asegurd



la sincronizacion entre el software y la visualizacion para garantizar una percepcion
coherente del movimiento. En un punto durante el periodo de 2000-2500 ms
anteriormente mencionado hacia aparicién una corona de color verde alrededor del reloj
(Figura 7) lo que marcaba el inicio del periodo de atencion visual. Los sujetos fueron
instruidos para reportar, de la forma mas precisa posible, la posicién de la manecilla del
reloj al momento de la desaparicion de dicha corona, lo que ocurria entre 1500 a 2500
ms luego de su aparicién. Para sefalar la posicién en la cual los sujetos pensaban que
se encontraba la manecilla del reloj al momento producirse la ausencia de la corona
verde estos debian presionar y mantener presionado el botén del pulsador, el cual
comenzaba a moverse de manera antihoraria a una velocidad reducida de 1/3 Hz, para
luego soltarlo cuando esta alcanzara la posicion que deseaban reportar como correcta.
No se entreg6 retroalimentacion al sujeto sobre la precision en su respuesta. Al momento
de soltar el botén del pulsador el reloj comenzaba a moverse de forma aleatoria entre
las 100 divisiones del circulo que lo conformaba, la liberacién del botén también marca
el inicio del periodo de atencion auditiva. Los tonos f; y f, utilizados para evocar las
DPOAE sirvieron como distractores auditivos durante la tarea de atencion selectiva

visual.

Figura 7. Ejemplo de la visualizacion durante la prueba.
Derecha: reloj durante los periodos de atencion visual (corona
verde). Izquierda: reloj durante el resto del curso de la tarea.



Tarea auditiva: Al momento de producirse el cambio de la modalidad atencional visual
a la auditiva, los sujetos fueron instruidos para reportar la presencia de un breve intervalo
de silencio (de 2 a 4 ms), que interrumpia los tonos f; y f» el cual podia presentarse entre
1500 y 2500 ms después de ocurrido el cambio. Con el objetivo de indicar esto se debia
presionar brevemente el boton del pulsador, el maximo tiempo de reaccion permitido
para registrar la respuesta fue de 1000 ms desde el comienzo de la ausencia de
estimulacién auditiva. Luego del reporte de la respuesta o del término del tiempo de

reaccién permitido la tarea pasaba nuevamente a la etapa visual inicial que no requeria

atencion.
Tiempo
Atencion auditiva Atencioén visual Atencion auditiva

| Tonos que evocan la DPOAE ] : :
Intervalo de | 1

silencio i i

Estimulo f; > . :
auditivo fz/ / ) S

I

i
I Hora del reloj a la desaparicion de la seial visual ||
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Posiciones fi Giro eIsen do

Giro en sentido horario (1 Hz)
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Respuesta —
= deed !-—_-_? stableciendo
através del / Smmmeay 40z  =o-sees la hora
pulsador

/ del reloj
Respuestaala /

desaparicion de la

sehal visual Hora respuesta
(presionar pulsador) || (soltar pulsador)

Respuesta en deteccion del
intervalo de silencio

Figura 8. Experimento de evaluacion de la funcion de las vias descendentes de la corteza auditiva del
sistema eferente auditivo utilizando paradigmas de atencion selectiva visual y auditiva, con registro
simultaneo de EEG y DPOAE. Extraido y modificado de Dragicevic et al., 2019.



Seleccion de los tonos

Nueve pares de tonos con frecuencias fi y f» e intensidades L: y L, fueron
generados dejando fija la intensidad L, y con f; logaritmicamente espaciado entre 1y 4
kHz. Para determinar L; y f; se utilizaron las formulas propuestas en Johnson et al.,
(2006) con el objetivo de optimizar la amplitud y la razén sefial-ruido de la emisién
otoacustica evocada dados f; y L,. El primer procedimiento consistio en la calibracion del
equipo para cada una de las frecuencias buscando alcanzar un sonido constante en
intensidad a un nivel de presion de 50 dB SPL. Posteriormente se realizo la medicion de
las emisiones otoacusticas producidas por los nueve pares de tonos y se selecciond el
par de tonos de manera manual eligiendo el que entregara la mejor respuesta basandose

en las métricas anteriormente mencionadas (amplitud y razén sefal ruido).

Bloques de entrenamiento

Luego de realizar el montaje de los equipos experimentales y las etapas de
calibracion y seleccion de los tonos se realizé a cada sujeto una ronda de entrenamiento
que consistid, en la mayoria de los casos, en la mitad de un bloque experimental
(alrededor de 22 trials). Esta fase podia ser repetida, de ser necesario, para garantizar

la comprension de la prueba por parte del sujeto.

Analisis de datos

Este estudio se dividioé en dos partes, la primera tuvo como objetivo la evaluacion
del reflejo del tronco encefalico para indagar en la funcién de la seccién mas periférica
del sistema eferente auditivo: las vias olivococleares. En la segunda parte, que incluye
la tarea atencional, se investigd el funcionamiento del sistema eferente auditivo por

completo, es decir, las vias descendentes desde la corteza hasta la coclea.



Estudio sobre el reflejo olivococlear y su relaciéon con ansiedad en tinnitus

Se utilizaron métodos de estadistica descriptiva y pruebas paramétricas para
realizar las comparaciones entre las variables observadas para ambos grupos
separando por oido haciendo uso de la prueba de t-student, para las medidas que
necesitaran la implementacion de pruebas no paramétricas se utilizaron las pruebas de
Mann-Whitney o Wilcoxon. Las comparaciones multiples se llevaron a cabo mediante la

prueba ANOVA de un factor.

Las correlaciones entre las variables relacionadas a mediciones audiolégicas y
los resultados obtenidos en las pruebas psicométricas se realizaron haciendo uso del
test de Pearson para medidas paramétricas y del test de Spearman para medidas no

paramétricas.

Para considerar los resultados como estadisticamente significativos se
considero, en todas las pruebas mencionadas en los dos parrafos precedentes, un nivel

de 95% (p < 0.05).

Estudio sobre el sistema eferente auditivo durante una tarea de atencion
selectiva

Analisis del canal de DPOAE

Para el analisis del canal de emisiones otoacusticas solo se consider6 la amplitud
de este, la cual fue extraida de la sefial cruda del micréfono calculando su envolvente

con el uso de la transformada de Hilbert. La idea general de este método es la siguiente:

Sea s(t) una sefal con valores reales, la transformada de Hilbert es

o]
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HO©O =7 |
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Considere

o(t) =s(t)+iH(s)(t),

llamada la sefial analitica de s(t), una funcién del tiempo con valores complejos.

Para obtener la envolvente, que representa la amplitud de s(t), es necesario calcular el

valor absoluto de la sefial analitica o(t), es decir:

Amplitudppoap = [a(O)] = [s(t) + i H(s)(®)] .

Cabe destacar que previo a la implementacién de este procedimiento se aplic
un filtro de atenuacién para las frecuencias fuera de una vecindad de la frecuencia de la
emision otoacustica evocada (2F1- F2) con el objetivo de eliminar componentes que
pudieran entorpecer su analisis, especialmente pensando en los tonos f; y f.. La amplitud
se almacend en un canal “virtual” y fue analizada en conjunto con los canales de registros
electrofisiolégicos a una tasa de muestreo comin de 256 Hz. La figura 9 ilustra la

localizacién de las frecuencias mencionadas en lo precedente.
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Figura 9. Espectro de la sefial del micr6fono. Las mayores amplitudes corresponden a los
tonos que evocan las emisiones otoacusticas (e: fi, f: f2). Para efectos de este estudio se
consideraron las emisiones otoacusticas producto de distorsion cibicas (a) las que se encuentran
en la frecuencia f = 2f1 — f2, Adicionalmente, pueden observarse los productos en las frecuencias
3f1— 2f2(b) y 2f2— f1 (c).
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Figura 10. Espectro de la sefial del microfono filtrado previo a la aplicacién de la
transformada de Hilbert. El filtro estd centrado en la frecuencia 2 f1 — f2 que se busca aislar y
posee una respuesta plana sin atenuacién en una vecindad de + 50 Hz. En este ejemplo: f1=1114
Hz, f2=1414 Hz. 2f1 —f2= 813 Hz y f2: f1 = 1,27.



Preprocesamiento

Cada trial, tanto auditivo como visual, se definid6 considerando un intervalo de
+1500 ms con el 0 en el punto donde se requeria el sujeto comenzara a prestar atencion
en cada modalidad. El momento de inicio de la atencién visual estuvo marcado por la
aparicion de una corona verde alrededor del circulo que conformaba el reloj, el periodo
de atencion auditiva comenzaba al soltar el botén del pulsador para reportar la respuesta
a la prueba visual momento en que el sujeto debia prestar atencién a la presentacion del

intervalo de silencio.

El rechazo de trials con respecto al canal de DPOAE fue realizado de manera
visual utilizando el software Igor 6 de Wavemetrics® observando su serie de tiempo y
posicionando los cursores, tal como se observa en la figura 11, para asi restringir el

rango de amplitud.

40

Amplitud [dB SPL]

0 100 200 300 400
Tiempo [s]

Figura 11. Rechazo manual de trials a través del curso temporal de la sefial del micr6fono
(lgor). Posicionando los cursores A y B se seleccionan los limites inferior y superior,
respectivamente, para la amplitud de la sefial.



El rechazo de trials con respecto a los canales de registros electrofisiol6gicos fue
realizado en dos etapas utilizando el toolbox de Matlab® EEGLAB y el programa de
cbdigo abierto ELAN respectivamente. La primera etapa consistié en la implementacién
del método computacional ICA (Independent Component Analysis) que fue aplicado para
aislar y eliminar los pestafieos y otras fuentes de ruido fisiolégico que pudieran ensuciar
los registros de la actividad cortical (por e€j. el ritmo cardiaco), este método ubica
topograficamente las fuentes para facilitar su identificacion. En la etapa posterior, se
procedié a la inspeccion visual trial a trial con el fin de eliminar artefactos debido a
movimientos del sujeto u otros eventos ocasionales que no hubieran sido detectados en
el paso anterior. Las interfaces de ambos programas se pueden observar en las figuras

12,13y 14.

Figura 12. Interfaz toolbox de Matlab EEGLAB: Independent Component Analysis. 30
componentes determinadas como resultado de la aplicacion del método ICA a partir de los datos
entregados por 30 electrodos de EEG de un sujeto. Los mapas topogréaficos para cada
componente muestran la localizacion de la fuente en la cabeza. La componente 1, con su fuente
en la zona anterior, corresponde a los artefactos provocados por los pestafieos del sujeto y
buscamos eliminarla para tener un registro mas limpio.
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Figura 13. Interfaz toolbox de Matlab EEGLAB: Eliminacion de pestafieos. Comparacion de
las sefales de los electrodos de EEG de un sujeto antes y después de la aplicacién del método
ICA. Azul: antes, rojo: después. Dentro del rectdngulo negro se observa la forma estereotipada
de la sefial que corresponde a un pestafieo, podemos ver como se propaga a través de los
electrodos con mayor amplitud en el canal 1 correspondiente al electrodo prefrontal Fp1.
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Figura 14. Interfaz de la aplicacién EEG del software libre ELAN. Rechazo manual de trials
de un sujeto considerando los canales de EEG y el canal coclear. La linea central representa el
tiempo en que se produce un evento, las zonas destacadas antes y después, cada una de ancho
1500 ms, constituye uno de los trials considerados en el analisis. En la figura se muestra un trial
aceptado.

Adicionalmente, por la presencia de un artefacto tipo clic de amplitud
considerable con respecto al rango de la sefial en una parte importante de los trials
correspondientes a la prueba auditiva (localizado luego del tiempo 0 y posiblemente
debido a que el inicio de la atencién auditiva se correspondia con la liberacién del botén
para reportar la respuesta a la prueba visual), se escribié un cédigo en Matlab® para la
eliminacion de outliers que a través de la interpolacion con un polinomio cubico redujo la
amplitud de estos artefactos sin afectar las propiedades espectrales de la sefial. Este
procedimiento permitié6 aumentar la cantidad de trials no descartados. En la figura 15 un

ejemplo ilustrativo de la implementacion de este método.
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Figura 15. Implementacién del método de remocion de outliers en trials auditivos. Para
ilustrar el efecto del método se muestra una seccion en torno a 0 ms del curso temporal de la
sefial reparada (en rojo) con la respectiva seccién eliminada en negro.

Analisis conductuales: Desempefio en las pruebas

Los resultados de desempefio en la prueba visual en términos de precision
angular, agrupados por condicién (tinnitus/control), se analizaron considerando cuanto
se desvi6 la respuesta angularmente (en cada sujeto y en cada trial) con respecto a la
posicion efectiva donde se encontraba la manecilla del reloj, entre las 100 divisiones de
este, al momento de la desaparicion de la corona verde. Las estadisticas fueron
realizadas en conformidad al toolbox de Matlab® CircStat para estadistica circular

presentado en Berens, P. (2009).

Para ambas pruebas se analiz6 la precision de la respuesta en términos

temporales agrupadas por condicion (Tinnitus/Control).



Analisis en el dominio del tiempo

Se considerd, separando por condicidon (tinnitus/control) y por modalidad
sensorial (visual/auditiva), el promedio de los trials por sujeto y luego el promedio de los
sujetos con el fin de analizar los potenciales relacionados a eventos en cada canal

cortical como también la forma de sefial del canal de emisiones otoacusticas.

Analisis en el dominio de la frecuencia

Tanto para los canales corticales como para el canal de emisiones otoacusticas
se utilizaron tres diferentes medidas, para cada una de ellas se consideraron las

frecuencias entre 1y 50 Hz con intervalos de 1 Hz.

1.- Valores espectrales promediados de Z: Por sujeto el espectro de cada trial fue
calculado con el uso de un método de ondiculas (wavelets en inglés), y los valores de Z
fueron extraidos utilizando el periodo de -1500 a 0 ms como referencia. El valor de Z
para cada punto entre los 0 y 1500 ms se obtuvo por trial dividiendo la diferencia entre
el valor de la sefial en el punto y el promedio de la sefial en el periodo de referencia por
la desviacion estandar del periodo de referencia, llamando s a la sefial y p a un punto en
entre los 0 y 1500 ms:

_ s(p) —s[—1500, 0]
Z0) = S 5[=1500, 0]

Posteriormente se calculé el promedio de los espectros de cada trial por sujeto.
Finalmente, de manera anéloga al analisis en el dominio temporal, se obtuvieron los

promedios separando por condicion y por modalidad sensorial.

2.- Valores inter-trial de phase locking: Este valor entrega un indicador del grado
de alineamiento de fase entre los distintos trials considerando la fase de cada frecuencia

y dejando de lado su amplitud. Esta medida se obtuvo por sujeto para luego promediarse



por condicion y por modalidad. Sus valores van entre 0 y 1 sefialando nulo y total

acoplamiento respectivamente.

3.- Grafico de areas de significancia estadistica: Esta medida se deriva de los
valores espectrales promediados de Z y busca establecer una comparacién para un
canal dado del resultado obtenido en dicho indicador entre condiciones o entre
modalidades, es decir, indagar en las diferencias existentes al cotejar los valores de Z
para tinnitus y controles (para una misma modalidad sensorial) o los valores de Z para
la modalidad visual y auditiva dentro de un mismo grupo de sujetos. Las comparaciones
se hicieron pixel a pixel encerrando las areas donde las diferencias fueran
estadisticamente significativas para los valores umbrales de p < 0,05y 0,01 acorde a la

prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis.



RESULTADOS

Descripcion general y umbrales auditivos con audiometriay DPOAE

Se reclutaron un total de 58 sujetos, incluyendo 32 pacientes con tinnitus y 26
controles. El promedio de edad de los sujetos con tinnitus fue de 40,3 £ 11,8 afios y 26
pacientes control de 34,2 + 9,1 afios (diferencia significativa, p=0,03). Los pacientes con
la patologia presentaron bilateralmente la afectacion en el 37,5% de los casos, 34,4%

solo en el oido izquierdo y 28,1% solo en el oido derecho.

El promedio de los umbrales perceptuales auditivos (PTP) se dividi6 en dos
secciones: 0,5-4 kHz (baja frecuencia) y 9-16 kHz (alta frecuencia). Para las bajas
frecuencias, los umbrales promedio del grupo tinnitus fue de 9,5 + 5,7 dB en el oido
derechoy 8,1 + 5,6 dB en el oido izquierdo. Para el grupo control, los valores reportados
fueron de 10,8 + 5,5 dB y 9,0 + 5,2 dB, respectivamente. No se encontraron diferencias
significativas en el PTP para bajas frecuencias al realizar la comparacion entre el grupo
control y los pacientes con tinnitus (oido derecho: p=0,62; oido izquierdo: p=0,50, t-
student).

Por otro lado, los umbrales para las altas frecuencias resultaron
significativamente mayores (oido derecho: p=0,01; oido izquierdo: p=0,007, t-student)
para el grupo tinnitus: 34,8 + 24,4 dB en el oido derecho y 35,1 + 23,7 dB para el oido
izquierdo; mientras que para el grupo control 20,4 + 17,3 dB en el oido derechoy 17,8 +

13,6 dB en el oido izquierdo.



Intensidad (dB HL)

10
20
30
40

Controles (n=26)
Tinnitus (n=32)

o hrgTone

N\
B8 "N
ﬂ.\ o)

B-n

100

50
60
70
80
90

01256025 05 1 2

“ € 8

10 112 125 14 16

Frecuencia (kHz)

Figura 16. Audiometria promedio de pacientes con tinnitus (rojo) y controles (negro). Los
oidos derechos se muestran con triangulos y circulos, y los oidos izquierdos con cruces y
cuadrados. Los pacientes con tinnitus tienen peores umbrales que los controles para frecuencias

de 9 a 16 kHz.

Se analiz6 la amplitud de las DPOAE a través de la variacion de la frecuencia de

uno de los tonos que las evaocan (f2), encontrandose diferencias significativas para las

frecuencias de 2786 Hz (oido derecho: p=0,04; oido derecho: p=0,007) y 3508 Hz (oido

derecho: p=0,03; oido derecho: p=0,04). En la tabla 1 se muestran los valores obtenidos

para cada una de las ocho frecuencias consideradas, mientras que en la figura 17 se

observa un gréfico de los datos.

Tinnitus Controles
f2[HZ] OD (dB Ol (dB OD (dB Ol (dB p p
SPL) SPL) SPL) SPL)

1105 8,81 + 6,88 9,35+5,77 7,11+7,20 | 10,69 +6,78 0,20 0,45
1393 9,27+7,18 | 10,01 +6,13 | 9,90 + 5,98 9,59 + 6,63 0,73 0,81
1754 6,61 +7,26 8,44 + 6,59 7,55+ 4,94 8,56 + 4,94 0,56 0,93
2210 4,17 +7,02 3,92 + 7,69 5,57 +5,72 6,40 + 4,90 0,42 0,16
2786 0,61 +6,22 0,77 + 6,44 4,04 + 5,86 533+5,11 0,04* 0,007*
3508 1,16 + 6,48 1,97 £ 6,93 4,16 + 6,56 5,43 +5,78 0,03* 0,04*
3624 2,05+ 7,04 2,24 +£7,20 3,73 +6,33 5,56 + 6,75 0,38 0,09
4568 3,13 +6,10 1,90 + 7,66 2,19+ 7,24 3,70 £ 6,33 0,64 0,38

Tabla 1. Amplitudes promedio de las DPOAEs en los grupos tinnitus y control. OD: oido

derecho, OI: oido izquierdo.
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Figura 17. Amplitudes de las DPOAES en tinnitus y controles. A: oido derecho, B: oido izquierdo. Se
observan diferencias significativas en forma bilateral para las frecuencias de 2786 y 3508 Hz (* p<0,05).

(i) Funcién de tronco encéfalo evaluada con el reflejo olivococlear contralateral

Para evaluar el efecto del reflejo olivococlear del tronco encefélico se calculé la

diferencia de las amplitudes de las DPOAE para cada uno de los tonos f, en presencia 'y

ausencia de ruido contralateral. No se encontraron diferencias significativas entre

pacientes con tinnitus y sujetos controles para ninguna de las frecuencias evaluadas, los

valores se encuentran disponibles en la tabla 2.

Tinnitus Controles

f2[Hz] OD (dB) Ol (dB) OD (dB) Ol (dB) p p

1105 -0,75+ 0,89 -0,76 £1,28 -0,63+1,23 -0,62 +1,00 0,78 0,68
1393 -0,56 + 0,69 -0,92 +0,76 -0,73+1,07 -0,59+1,16 0,77 0,36
1754 -0,76 £1,10 -1,03+1,07 -0,57 £0,83 -0,50 £ 0,95 0,49 0,06
2210 -0,45 + 0,86 -0,41+1,20 -0,70+ 1,20 -0,62 + 0,80 0,36 0,46
2786 -0,43+1,12 -0,46 +1,21 -0,36 + 0,88 -0,47 £ 0,61 0,80 0,95
3508 -0,69+1,19 -0,23 +£0,87 -0,33 + 0,86 -0,31 + 0,46 0,22 0,68
3624 -0,12 + 0,68 -0,32 £ 0,58 -0,41 £ 0,62 -0,19+0,74 0,12 0,98
4568 -0,19 + 0,56 -0,01 + 0,87 -0,14 + 0,90 -0,27 + 0,56 0,26 0,58

Tabla 2. Magnitud del efecto supresor del reflejo olivococlear en laamplitud de las DPOAEs
en tinnitus y controles. No se encontraron diferencias significativas. OD: oido derecho, Ol: oido

izquierdo.




Encuestas de ansiedad y calidad de vida (STAl y THI)

Con respecto a los resultados de la encuesta STAI (medicion de ansiedad-rasgo)
aplicada a la totalidad de los sujetos experimentales, el conjunto de pacientes con
tinnitus reporté un puntaje de 37,56 + 9,28 y el grupo control obtuvo un puntaje de 35,92
+ 11,31 (diferencia no significativa, p=0,33). El cuestionario THI, aplicado al grupo
Tinnitus, el puntaje promedio fue de 31,25 + 19,22 puntos. Al ser agrupados segun la
escala de evaluacion de impacto del Tinnitus, 20 de los sujetos obtuvieron puntajes que
permitié catalogarlos dentro del grupo “muy leve-leve”, mientras que los 12 restantes
pertenecieron al grupo “moderado-severo”. Considerando estas ultimas agrupaciones,
se indagé en la relacion existente entre los resultados de ambas encuestas y se encontré
que los pacientes del grupo “muy leve-leve” tenian un puntaje en la prueba STAI de
33,25 £ 6,99 y los catalogados dentro de "moderado-severo” obtuvieron un puntaje de
44,75 + 8,26. La realizacién una prueba estadistica entregd una diferencia significativa

para estos ultimos valores (p=0,02, Mann-Withney).

Al analizar las amplitudes de las DPOAE, el grupo “muy leve-leve” alcanz6 un
promedio de 4,89 + 4,79 dB SPL en el oido derecho y 4,18 + 5,75 dB SPL en el oido
izquierdo. El grupo “moderado-severo” obtuvo un puntaje promedio de 3,43 + 5,64 dB
SPL en el oido derecho y 5,09 + 4,53 dB SPL en el oido izquierdo. Al comparar no se
encontraron diferencias significativas para ninguno de ambos oidos (derecho: p=0,44,

izquierdo: p=0,64, t-student).

En cuanto al efecto supresor del reflejo olivococlear, el grupo “muy leve-leve”
obtuvo un promedio de -0,59 + 0,45 dB SPL en el oido derecho y -0,81 + 0,34 dB SPL
en el oido izquierdo. El conjunto de sujeto catalogados dentro de “moderado-severo”

alcanz6 un promedio de -0,41 + 0,36 dB SPL en el oido derecho y -0,10 + 0,35 dB SPL



en el oido izquierdo. Al comparar ambos grupos se obtuvo diferencias significativas solo

para el oido izquierdo (izquierdo: p<0,01, derecho: p=0,25, t-student).

A través de una prueba ANOVA se realiz6 una comparacion multiple entre los
grupos control, “muy leve-leve” y “moderado-severo” de los promedios del efecto
supresor del reflejo olivococlear en el oido izquierdo para lo cual se obtuvo una diferencia
significativa (p<0,01). Luego de esto, haciendo el uso de la prueba de Bonferroni, se
hallaron diferencias significativas en la amplitud de las DPOAE en el oido izquierdo
encontrando que estas eran menores en el grupo control comparado con el grupo “muy
leve-leve” (p=0,02) y mayores en el grupo control comparado con el grupo “moderado-
severo” (p=0,013). No se encontraron diferencias significativas en las mismas

mediciones para el oido derecho.

Finalmente, se indagd en las posibles correlaciones existentes entre las
amplitudes de las DPOAE Yy el efecto supresor del reflejo olivococlear con los puntajes
obtenidos en los cuestionarios THI y STAI. Se encontraron correlaciones significativas
entre la magnitud del efecto supresor en el oido izquierdo y los puntajes obtenidos en

ambas encuestas en pacientes con Tinnitus, no asi para el oido derecho (Figura 18).
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Figura 18. Relacion para pacientes con Tinnitus entre la magnitud del efecto supresor del
reflejo olivococlear y los puntajes obtenidos en los cuestionarios THI y STAI. Oido derecho:
rojo, oido izquierdo: azul. A, C: Puntaje THI. B, D: Puntaje STAI. Se observan correlaciones
significativas entre estas mediciones solo para el oido izquierdo.

De esta forma, podemos concluir que en la primera parte de esta investigacion
no hubo diferencias significativas en la magnitud del reflejo olivococlear de tronco
encefalico al comparar pacientes con tinnitus y controles. Por otro lado, encontramos
una correlacion significativa entre la magnitud del reflejo supresor y el puntaje de prueba

THI y STAI del oido izquierdo.



(ii) Euncién de las vias auditivas corticofugales durante atencién selectiva

Para este experimento se analiz6 una submuestra de 28 sujetos, incluyendo, 14
con tinnitus con un promedio de edades de 38,1 + 9 afios y 14 controles de 34,2 + 8 afios
(diferencia no significativa, p=0,23) que cumplieron con todas las especificaciones
contempladas en los criterios de inclusion y cuyos registros electrofisioldgicos y auditivos
fueron lo suficientemente buenos en cuanto a la calidad de las sefiales lo que se refleja
en un nuamero de trials no descartados de al menos 45. Los sujetos fueron identificados

con un codigo de dos letras. En la siguiente tabla se especifica el nUmero de trials por

sujeto considerado en el andlisis.

Tinnitus N° de trials Controles N° de trials
Identificador Visual Auditivo Identificador Visual Auditivo

Cl 137 69 AM 125 83
CcO 85 70 AX 111 120
CP 104 94 BR 122 87
DR 138 157 CA 108 103
FS 88 89 CB 103 105
HM 54 43 CD 104 108
JE 102 109 CH 124 78
IM 56 61 EM 89 140
JR 129 148 JA 136 66
LL 87 77 JC 104 50
MA 84 126 MM 153 92
MS 62 54 MO 62 70
NG 125 107 PP 120 113
RI 108 105 SS 61 46

Total 1359 1309 Total 1522 1261

Tabla 3. Sujetos experimentales y nUmero de trials utilizados en el analisis por cada
modalidad sensorial. 14 sujetos en el grupo tinnitus y 14 sujetos en el grupo de control.




Resultados conductuales

A través de las respuestas a la prueba de atencién selectiva visual registradas de
los 28 sujetos utilizados en este experimento se analiz6, separando segun el grupo al
gue correspondian (tinnitus/control) y con el objetivo de determinar si existian diferencias
en el desempefio entre ambos grupos, la precisibn en la respuesta angular. Los

resultados para cada grupo se muestran en la figura 19.

0 0
30 30 30 -30
60 60 60 -80
90 40 | 90 90
002 004 006 008 0.1 0 002 004 006 008 01
120 -120 120 -120
150 150 150 -150
180 180

Figura 19. Histogramas circulares normalizados. Tinnitus: rojo, controles: azul. El eje radial representa
la probabilidad de cada angulo. El &ngulo de 0° representa la respuesta correcta en la prueba de atencion
selectiva visual por lo que los angulos presentados indican la magnitud de la desviacion con respecto a
dicha respuesta.

Para indagar en las diferencias estadisticas entre las respuestas de ambos
grupos se utilizaron las funciones disponibles en el toolbox de Matlab® CircStat para
estadistica circular, las cuales entregaron los indicadores de media circular, mediana
circular, magnitud del vector resultante, la prueba de simetria con respecto a la mediana
para cada grupo y la prueba de comparaciéon de medianas que tiene como objetivo

determinar si las diferencias entre los grupos son estadisticamente significativas. Esta



dltima es un analogo circular de la prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis y la Unica
prueba que se pudo implementar debido a que estos datos no se encuentran

uniformemente distribuidos alrededor del circulo.

Estadistica descriptiva: En cuanto a las medias circulares el grupo Tinnitus obtuvo
una media de 7,23° con un intervalo de confianza [5,55°, 9,81°] y el grupo control una
media de -1,43° con un intervalo de confianza de [-2,72° , 0,1°]. Las medianas circulares
resultaron de 10,8° para el grupo Tinnitus y 0° para los sujetos control. La magnitud del
vector resultante, es decir el vector suma de todas las respuestas angulares acumuladas,

fue de 0,67 para Tinnitus y 0,77 para controles.

Estadistica inferencial: La prueba de simetria alrededor de la mediana entrego
un valor de p=0,0089 para Tinnitus y p=0,3547 para controles, lo que nos indica que para
el grupo Tinnitus es posible descartar la hipétesis de que los datos estén simétricamente
distribuidos en torno a la mediana, no asi para el grupo control. Finalmente, la prueba de
comparacion de medianas dio como resultado un valor de p=5,6x107%, lo que sugiere que
existen diferencias significativas en el desempefio en la prueba de atencién selectiva
visual entre ambos grupos de sujetos, indicando una menor precision en las respuestas

con una tendencia a respuestas mas tardias en el grupo de estudio.



La latencia de la respuesta, calculada como el valor absoluto de la diferencia
entre el tiempo de presentacion del target y el tiempo de la respuesta se calcul6é para

ambas pruebas.
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Figura 20. Latencia de las respuestas a la prueba de atencion selectiva. lzquierda: Boxplot para las
latencias de la prueba de atencién selectiva visual agrupados por condicién. Derecha: Boxplot para las
latencias de la prueba de atencion selectiva auditiva. Pese a observarse una tendencia a un menor tiempo de
respuesta en el grupo Tinnitus no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las dos
modalidades (Visual: p=0,98, Wilcoxon Rank-sum test. Auditivo: p=0,29, t-test).



Reqistros electrofisiolégicos

Dominio del tiempo

Potenciales relacionados a eventos

Para la prueba en la modalidad visual se analizaron los electrodos occipitales O1
y O2 que registran la actividad cortical de las areas relacionadas a los procesos

atencionales que involucran la vision.
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Figura 21. Arriba: Electrodo O1. Abajo: Electrodo O2. Grupo Tinnitus en rojo, grupo control
en azul. Las lineas sélidas representan el promedio de 14 sujetos en cada condicion, la franja
transparente del correspondiente color alrededor de cada linea representa el error estandar. Se
observan los potenciales visuales relacionados a eventos tal como se describen en la literatura,
es posiblemente identificar facilmente los componentes N1, P1 y N2. Presentan similar amplitud
y temporalidad para ambos grupos, al realizar las pruebas estadisticas pertinentes no se
encontraron diferencias significativas en estos parametros entre ambos conjuntos de sujetos.



En cuanto a la prueba en la modalidad auditiva se analizaron los potenciales
relacionados a eventos registrados en el electrodo Cz el cual, debido a la geometria de
la cabeza y a las propiedades del cuero cabelludo, registra la actividad de las areas
corticales temporales que estan involucradas en los procesos atencionales que

involucran la audicion.
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Figura 22. Electrodo Cz. Tinnitus en rojo, controles en azul. Las lineas sdlidas representan el
promedio de 14 sujetos en cada condicién, la franja transparente del correspondiente color
alrededor de cada linea representa el error estandar. Es posible observar los potenciales
auditivos relacionados a eventos, se pueden distinguir los componentes P1, N1, P2, N2 y P300.
Presentan similar amplitud y temporalidad para ambos grupos, al realizar las pruebas
estadisticas pertinentes no se encontraron diferencias significativas en estos parametros entre
ambos conjuntos de sujetos.



Con el objetivo de indagar en la actividad cortical prefrontal involucrada, de
acuerdo con la literatura, con procesos atencionales y de memoria se analiz6 el electrodo

Fz en busqueda de diferencias en los potenciales relacionados a eventos entre los dos

conjuntos de sujetos.
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Figura 23. Electrodo Fz. Arriba: Prueba Visual. Abajo: Prueba Auditiva. Tinnitus en rojo,
controles en azul. Las lineas sélidas representan el promedio de 14 sujetos en cada condicion, la
franja transparente del correspondiente color alrededor de cada linea representa el error
estandar. Los potenciales prefrontales relacionados a eventos para ambas modalidades
sensoriales no difieren de manera significativa entre ambos grupos al considerar sus amplitudes

y temporalidades.




Canal de DPOAE

El canal “virtual” conteniendo la amplitud del registro de emisiones otoacusticas
fue estudiado para conocer la forma de la sefial y en busqueda de posibles diferencias

entre los dos conjuntos de sujetos en el dominio temporal.
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Figura 24. Canal de emisiones otoacUsticas. Arriba: Prueba Visual. Abajo: Prueba Auditiva.
Tinnitus en rojo, controles en azul. Las lineas sélidas representan el promedio de 14 sujetos en cada
condicién, la franja transparente del correspondiente color alrededor de cada linea representa el
error estandar. Los gréaficos se encuentran en unidades normalizadas con respecto al mayor en
amplitud en cada uno de los casos. Los valores negativos representan una disminuciéon en la
amplitud de la envolvente (calculada con el método de Hilbert como se explica en la seccion de
Materiales y Métodos) y no un valor negativo propiamente tal debido a la escala logaritmica original
de estos canales (dB). En la tarea visual, desde el tiempo 0, podemos notar valores negativos lo que
indica una disminucion en la amplitud de las emisiones cuando los sujetos debian prestar atencion
a la tarea en dicha modalidad. Estos valores podrian ser atribuidos al efecto supresor del sistema
eferente auditivo en la actividad coclear cuando la atencion esta focalizada en una modalidad
sensorial distinta a la auditiva. En la tarea auditiva no se observa esta disminucién de amplitud, lo
que reafirma la hipétesis del rol del sistema eferente auditivo en el efecto observado en la tarea
visual. Los hallazgos en este canal estan en conformidad con los resultados del estudio expuesto
en Wittekindt, A. et al. (2014). No se encontraron diferencias significativas a la hora de comparar
ambos arupos de suietos para cada modalidad.



Dominio de la frecuencia

De manera analoga al analisis en el dominio temporal para el estudio de las
sefales en términos de frecuencia se seleccionaron los canales mas relevantes para
reportar la actividad cortical asociada a los procesos atencionales en cada modalidad.
También fue considerado el canal de DPOAE para indagar en el acoplamiento en el

sentido espectral de este canal con los canales de EEG.

Valores espectrales promediados de Z
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Figura 25. Electrodos occipitales. Arriba: Tinnitus, Abajo: Control. Izquierda: Electrodo O1, Derecha: Electrodo
02. Para cada grupo y para ambos electrodos occipitales se observan oscilaciones en frecuencias menores a 10
Hz, méas precisamente en la banda entre 1 y 8 Hz. Al realizar un analisis estadistico considerando los peaks por
sujeto de estos graficos (comparacion 14 vs. 14) no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 26. Electrodo Cz. Izquierda: Tinnitus, Derecha: Control. Para cada grupo se observan
oscilaciones en la banda de frecuencias entre 1 y 4 Hz. Al realizar un analisis estadistico
considerando los peaks por sujeto de estos graficos (comparacion 14 vs. 14) no se encontraron
diferencias significativas.




Actividad cortical prefrontal
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Figura 27. Electrodo Fz. Arriba: Prueba Visual, Abajo: Prueba Auditiva. Izquierda: Tinnitus, Derecha:
Control. Para cada grupo y cada modalidad pueden distinguirse oscilaciones en frecuencias menores a
10 Hz. Para la prueba visual estas oscilaciones se encuentran en la banda entre 1y 8 Hz, para la prueba
auditiva estdn concentradas en la banda entre 1 y 4 Hz. Es posible distinguir un patrén de forma en el
area de mayor intensidad tanto para la modalidad visual como la auditiva. Al observar las intensidades
dentro de cada conjunto de sujetos se puede notar un mayor valor en el peak en la prueba visual con
respecto a la prueba auditiva para el grupo Tinnitus, no asi realizando la misma inspeccion para el grupo
control. Sin embargo, los andlisis estadisticos de los peaks por sujeto (comparacién 14 vs. 14) no
entregaron diferencias significativas, pero si se encontraron areas de diferencia estadistica significativa
como se vera mas adelante.



Canal de DPOAE
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Figura 28. Canal de emisiones otoacUsticas. Arriba: Prueba Visual, Abajo: Prueba Auditiva.
Izquierda: Tinnitus, Derecha: Controles. Oscilaciones de entre 1y 7 Hz se observan en ambos grupos
y modalidades sensoriales, la magnitud de estas en términos de los valores de Z es mayor para la
prueba auditiva comparada con la prueba visual para ambos conjuntos de sujetos. El menor valor en
las cartas tiempo frecuencia para la modalidad sensorial visual podria deberse al efecto supresor en
la amplitud de las emisiones otoacusticas del sistema eferente auditivo durante atencidn visual. Al
realizar un analisis estadistico considerando los peaks por sujeto de estos gréficos (comparacion 14
vs. 14) no se encontraron diferencias significativas. Se encontraron diferencias significativas en los
andlisis intragrupales comparando las modalidades.



Valores inter-trial de phase-locking

Considerando los electrodos relevantes para cada modalidad sensorial, la
actividad cortical prefrontal y el canal de DPOAE se generaron las cartas tiempo
frecuencia que contienen los valores inter-trial de phase-locking. Esta medida es un
indicador de la consistencia en el alineamiento de la fase a través de los trials, para su
calculo se considera solo la fase de cada frecuencia dejando de lado su amplitud.
Inicialmente es determinado de manera individual para cada sujeto y luego es
promediado por condicién (tinnitus/control). Sus valores varian entre 0y 1, con indicando

nula y total sincronia entre los trials respectivamente.
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Figura 29. Electrodos occipitales. Arriba: Tinnitus, Abajo: Control. lzquierda: Electrodo O1,
Derecha: Electrodo O2. En ambos electrodos occipitales y para ambas condiciones (Tinnitus/Control)
puede apreciarse un incremento en los valores de phase-locking para frecuencias menores a 10 Hz
en el intervalo de tiempo de 0 a 500 ms. Al realizar un andlisis estadistico considerando los peaks
por sujeto de estos graficos (comparacién 14 vs. 14) no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 30. Electrodo Cz. Izquierda: Tinnitus, Derecha: Control. Para ambos grupos puede observarse un
incremento en los valores de phase-locking para las oscilaciones menores a 10 Hz. Este aumento se
presenta entre los 0 y 500 ms, aunque si nos centramos en la banda de 1 a 2 Hz el incremento puede
observarse durante todo el periodo atencional (0 — 1500 ms). Al momento de calcular las pruebas
estadisticas considerando los peaks por sujeto de estos graficos (comparacion 14 vs. 14) no se encontraron
diferencias significativas.
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Figura 31. Electrodo Fz. Arriba: Prueba Visual, Abajo: Prueba Auditiva. Izquierda: Tinnitus, Derecha:
Control. Para ambos grupos de sujetos y ambas modalidades sensoriales se puede notar un incremento en
los valores de phase-locking para las oscilaciones con frecuencias menores a 10 Hz. Este aumento se
presenta entre los 0 y 500 ms, aunque si consideramos la prueba de atencién visual y nos centramos en la
banda de 1 a 2 Hz el incremento puede observarse durante todo el periodo atencional (0 — 1500 ms).



Canal de DPOAE

Tinnitus

Control

Visual
[Hz]

[Hz]

1
-1500

-1000

045
04
0.35

10.3

-500 0 500

[ms]

Auditivo
[Hz]

1

-1500 -1000 -500 0 500

[ms)

1000

1500

035
03
025

Ho2

0.15
0.1
0.05
0

Hz]

L

~N

-1500

50

20 045

30 04

20 035
103

10

8 025

6 102
80,15
01
0.05

1 0

-1000 500 0

500 1000 1500

[ms]

Figura 32. Canal de emisiones otoacusticas. Arriba: Prueba Visual, Abajo: Prueba Auditiva. Izquierda:
Tinnitus, Derecha: Control. Este indicador no muestra sincronia entre trials para la prueba de atencién
visual. En la prueba auditiva pueden notarse pequefias zonas de sincronia entre la fase de las frecuencias

entre 4y 10 Hz alrededor de 0 ms.



Gréficos de areas de significancia estadistica

Se calculé el valor de la prueba estadistica de Kruskal-Wallis pixel a pixel

utilizando los datos que generaron los graficos de valores espectrales promediados de

Z para cada sujeto (14 Tinnitus, 14 Controles). El objetivo de esta métrica fue encontrar

areas de diferencia estadistica significativa que permitieran determinar de manera

certera las frecuencias e intervalos temporales que presentasen mayor discrepancia al

comparar un par de cartas tiempo frecuencia para valores de Z. Los hallazgos mas

relevantes se hicieron al cotejar de manera intragrupal entre modalidades sensoriales.

Los gréficos para el canal de DPOAE vy el electrodo frontocentral Fz se encuentran en

las figuras 33 y 34 respectivamente.
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Figura 33. Areas de diferencia estadistica significativa para el canal de emisiones otoaclsticas
producto de distorsién. Izquierda: Tinnitus, Derecha: Control. Podemos notar, para el grupo control, que
entre los 0 y 1000 ms aproximadamente existe un area que muestra diferencias estadisticas significativas
para frecuencias menores a 3 Hz. Dicho hallazgo no se observa en el grupo Tinnitus.



Electrodo Fz

Control

Tinnitus
50 [~ :
40 ‘ U B , 2
30| § ' S
..
20:'31 s ‘li N
10 & .o ‘B
E 8 s

ore T
4, e

[}

2
2
1 |
1500 -1000 500 0O 500

[ms]

1000

1500

0.05

0.01

y. .
/s \

1
<1500

— £ — —

4000 500 O
[ms]

500 1000

1500

0.05

0.01

0

Figura 34. Areas de diferencia estadistica significativa para el electrodo Fz. Izquierda: Tinnitus,
Derecha: Control. Podemos percatarnos, en el grupo Tinnitus, que existe una gran area de
significancia estadistica que involucra las frecuencias en 2 y 10 Hz alrededor de 0 ms y se extiende
hasta los 700 ms aproximadamente. En cuanto al grupo control se observa una pequefia region de
significancia estadistica que involucra frecuencias de 4 a 8 Hz alrededor de los 500 ms.
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Figura 35. Areas de diferencia estadistica significativa para el electrodo Cz. Izquierda:
Tinnitus, Derecha: Control. Se observan zonas de significancia estadistica similares para ambos
grupos en el periodo de -250 ms a 750 ms entre los 2 y 10 Hz aproximadamente.



Electrodo O1

Tinnitus Control
50 v 1 50 "W ’ 1
40 | d 40 A '25. ,'
i i A
30 .D 30 1y g
20l @ _ 20 )
4 B , 15
~ 0.05 ' ‘,'/ 005
10 10 ,
w 8 ~ 8 .
L g A L g o
= B -
4 4 Y D
a;j 0.01 B 0.01
2. o) 2
1 : 1 : 9
11500 -1000 -500 O 500 1000 1500 1500 -1000 -500 O 500 1000 1500
[ms] [ms]

Figura 36. Areas de diferencia estadistica significativa para el electrodo O1. Izquierda:
Tinnitus, Derecha: Control. Se observan zonas de significancia estadistica similares para ambos
grupos en el periodo de -100 ms a 500 ms entre los 2 y 8 Hz aproximadamente.
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Figura 37. Areas de diferencia estadistica significativa para el electrodo O2. Izquierda: Tinnitus,
Derecha: Control. Se observan zonas de significancia estadistica similares para ambos grupos en el
periodo de -100 ms a 500 ms entre los 2 y 8 Hz aproximadamente.



DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue determinar las posibles diferencias entre
individuos diagnosticados con tinnitus cronico no pulséatil y sujetos sanos en los
mecanismos involucrados en los procesos de atencion selectiva. Esta investigacion
ofrece una aproximacién, a través del estudio de una patologia (tinnitus), del rol del
sistema eferente auditivo mediante dos medidas de su funcionalidad: (i) la magnitud del
reflejo supresor olivococlear provocado por ruido contralateral (evaluando la porcion mas
periférica de las vias eferentes) y (ii) el desempefio de los sujetos en una tarea de
atencion selectiva (evaluando la funcion de las vias corticofugales que desembocan en

la céclea).

Utilizamos la innovacién metodolégica implementada por el laboratorio en
Dragicevic et al., (2019) del canal virtual de DPOAE. Esto permitié mezclar los canales
de EEG con el canal virtual de DPOAE para analizar propiedades temporales y
espectrales de ambas sefiales en forma simultanea, posibilitando la observacién del
sistema eferente auditivo desde sus componentes ubicados en el sistema nervioso
central hasta sus elementos periféricos con un enfoque funcional de esta via y teniendo

en mente los roles sugeridos para este por los diversos estudios en la literatura.

Se evalud el reflejo olivococlear de un total de 58 sujetos (32 con tinnitus)
experimentales, mientras que las vias corticofugales fueron evaluadas en 28 de ellos (14
con tinnitus). El motivo radica en la dificultad de muchos de estos para completar la
prueba y entregar una cantidad de trials suficientes en numero y calidad que permitiera
establecer conclusiones certeras. Los pacientes con tinnitus, debido al impacto
psicoemocional que induce esta condicion, suelen presentar rasgos ansiosos que se

manifiestan en inconvenientes para mantenerse quietos por un largo rato, lo que ensucia



de sobremanera los registros tanto electrofisiolégicos como auditivos, o mantener por un
periodo prolongado atencion focalizada como lo requeria la prueba cognitiva
implementada. Otros simplemente solicitaban abandonar la prueba antes de tiempo
manifestando incomodidad por la situaciéon controlada propia de un experimento, bajo
estas circunstancias se procedid al retiro inmediato del montaje experimental para
cumplir con los criterios éticos. Por estas razones las mediciones de algunos de ellos no

resultaron aptas para ser sometidas al analisis.

Magnitud del efecto supresor olivococlear

No hubo diferencias significativas entre la magnitud del reflejo olivococlear con
ruido contralateral al comparar tinnitus con controles. Esto sugiere que el circuito de
tronco encefalico no estaria involucrado en la presencia de tinnitus. Los andlisis
realizados en esta seccion sugieren que una disfuncion en el efecto supresor del reflejo
olivococlear solo podria observarse en los pacientes que obtienen un mayor puntaje
(“moderado-severo”) en el cuestionario THI (Tinnitus Handicap Inventory) generando
hiperexcitabilidad en la via auditiva y una decodificacion errbnea por parte de las
estructuras de ésta encargadas del procesamiento e integracion de estimulos en dicha

modalidad.

Los resultados de la aplicacién de la encuesta STAI, en la cual solo se consideré
la bateria de preguntas involucradas en la determinacion de la ansiedad como rasgo, no
mostré diferencias significativas entre los grupos al ser analizados en solitario. Esto
podria deberse a que los sujetos experimentales pertenecientes al grupo control también
presentaban altos niveles de ansiedad posiblemente relacionados al estrés cotidiano al
gue se ve sometida la mayoria de las personas hoy en dia sobre todo al habitar una

ciudad como Santiago. Una posible mejora en los resultados podria realizarse



implementando otro testeo que tenga como linea de base el contexto de estrés y
ansiedad que sufre la mayor parte de los individuos en una ciudad de las magnitudes de

la nuestra.

El hallazgo més relevante del estudio secundario se realizé dentro del conjunto
de sujetos diagnosticados con la patologia y fue la correlacion positiva entre la magnitud
del efecto supresor del reflejo olivococlear en el oido izquierdo y los puntajes en las
encuestas THI y STAI para el grupo de pacientes del grupo “moderado-severo” segun la
clasificacion inducida por los niveles de la prueba THI. La interpretacion de esta
correlacion es que un mayor efecto supresor va de la mano con menores molestias
debidas a la presencia del Tinnitus y menores niveles de ansiedad. En otras palabras, la
preservacibn de un buen funcionamiento del sistema eferente auditivo esta
correlacionada con menores niveles de ansiedad y menores molestias psicoemocionales

derivadas del padecimiento de Tinnitus.

Desempefio en la prueba de atencidén selectiva: vias corticofugales

La prueba cognitiva de atencion selectiva implementada en este estudio evaluaba
la habilidad de los sujetos para realizar cambios atencionales rapidamente entre
modalidades, pues estos debian focalizar su atencion de manera alternante en cada
dominio sensorial ademas de reportar respuestas a la presencia de eventos o blancos

especificos.

En la etapa de andlisis de la prueba de atencion visual, en la cual los sujetos debian
informar la posicion de la manecilla del reloj (entre las 100 marcas que presentaba) al
momento de la desaparicion del objeto que indicaba el periodo de atencion visual
(corona verde alrededor del reloj), varios fueron los indicadores estadisticos utilizados

para poder describir las muestras de ambos grupos (Tinnitus/Control). Debido a la



naturaleza angular de los datos no fue posible aplicar los descriptores y pruebas
inferenciales habituales por lo que fue necesario utilizar un paquete de funciones
especializada en el analisis de datos circulares, ademas debido a la gran variabilidad
inter-sujeto y por lo recomendado en la literatura el analisis se realizd6 agrupando los

datos acorde a la presencia o ausencia de la patologia en cuestion.

Las medias circulares entregaron valores de 7,23° para el grupo Tinnitus y -1,43°
para el grupo control, lo que nos indica que la respuesta promedio de los sujetos con
Tinnitus presenta una mayor desviacién angular con respecto a la respuesta correcta
que debian haber reportado. En cuanto a las medianas de las respuestas, los sujetos
del grupo Tinnitus presentaron un valor de 10,8° y los individuos sanos de 0°. Este
indicador, al igual que la media, muestra una tendencia de los reportes de individuos
diagnosticados con la patologia a una inexactitud en las respuestas inclinada hacia
angulos positivos. Otra medida utilizada fue la magnitud del vector resultante que
cuantifica la dispersién de los datos, es decir, a un mayor valor indica que las respuestas
se encuentran agrupadas de manera mas compacta alrededor de un cierto angulo. El
valor maximo para esta medida es 1. Para el grupo Tinnitus la magnitud del vector
resultante fue de 0,67 mientras que para el grupo control fue de 0,77, indicando que las
respuestas de este Ultimo grupo presentan una menor dispersion lo que sugiere una

mayor exactitud.

En términos descriptivos se utilizaron dos pruebas estadisticas para determinar si
existian diferencias entre los dos conjuntos muestrales. La prueba de simetria alrededor
de la mediana, aplicada a cada grupo por separado, entreg6 valores que permitieron
establecer diferencias debido a que en esta solo se obtuvo un valor significativo para los

sujetos con Tinnitus. Este valor indica que para la agrupacién de individuos con la



patologia es posible descartar la hipotesis de una distribucién simétrica de los datos
alrededor de su propia mediana, mientras que para los sujetos control no fue posible
obtener esta conclusién. Otro testeo estadistico aplicado fue la prueba de comparacién
de medianas, un andlogo de la prueba multimuestral de Kruskal-Wallis para datos
lineales, que se aplicé a ambos grupos. El valor obtenido resulté significativo lo que
permite concluir que la agrupacion por condicion (Tinnitus/Control) genera muestras con
caracteristicas diferentes lo que no es esperable para una division aleatorizada de los
sujetos. Este resultado, en conjunto con las medidas descriptivas obtenidas sugieren
una menor precision de la respuesta en el grupo tinnitus ademas de mostrar una

tendencia a reportes mas tardios en el mismo grupo.

Dominio del tiempo

Los resultados obtenidos para el andlisis en el dominio temporal de los promedios
de los trials para ambas pruebas no mostraron diferencias significativas en ninguno de
los canales analizados al comparar ambos grupos. Esto, lejos de ser desalentador, nos
entrega informacién importante pues indica que los sujetos con Tinnitus no presentan
alteraciones en sus potenciales relacionados a evento visuales ni auditivos. Lo anterior
permite descartar, al menos para este estudio, dichas diferencias como un factor a
considerar en el estudio de esta enfermedad y del rol del sistema eferente auditivo.
Tampoco se encontraron diferencias en la actividad cortical prefrontal en términos
temporales lo que indica que al menos desde este enfoque las propiedades de los

potenciales relacionados a evento se conservan.

La indagacion en las propiedades temporales del canal de emisiones otoacusticas

tampoco mostré diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, sin



embargo fue posible reproducir un resultado reportado por Wittekindt, A. et al. (2014)
que no fue obtenido en Dragicevic, C. et al., (2019) utilizando el mismo disefio
experimental que este estudio, a saber, la disminucién a partir de los 0 ms de la amplitud
del canal para la prueba visual, no asi para la prueba auditiva. Dicho efecto podria ser
atribuido al efecto supresor del sistema eferente auditivo en la actividad coclear cuando
la atencién se encuentra focalizada en una modalidad sensorial distinta a la auditiva.
Esta diferencia con la investigacién precedente de nuestro grupo podria deberse a la
mayor cantidad de etapas en el procesamiento en el presente estudio que permitieron

conservar un mayor numero de trials.

Dominio de la frecuencia

Se observé la presencia de oscilaciones de baja frecuencias (<10 Hz) para los
canales de EEG y DPOAE en ambos grupos sin reportarse diferencias significativas en
los peaks de estas para los valores espectrales promediados de Z. La temporalidad de
estas oscilaciones sugiere una relacion con el proceso de cambio atencional desde una
modalidad sensorial a la otra. Las oscilaciones encontradas pueden ser clasificadas
como ondas en el rango delta y theta (0,1-3,9 y 4-7,9 Hz, respectivamente). Estudios
precedentes también encontraron componentes frecuenciales en el rango theta en
tareas donde se requeria el cambio atencional de una modalidad a otra (Phillips, JM., et
al., 2014; Wang, W., et al., 2016). Estas oscilaciones se originarian en el area cortical
frontal permitiendo la modulacion topdown de las areas corticales asociadas al

procesamiento de estimulos auditivos y visuales respectivamente.

Los hallazgos mas relevantes se produjeron en los gréaficos de areas de significancia

estadistica al realizar una comparacion intragrupo entre ambas modalidades



sensoriales. Para el canal de DPOAE, en el grupo control, se encontrdé una regiéon con
diferencias estadisticas significativas, entre los 0 y 1000 ms aproximadamente, para las
frecuencias menores a 3 Hz con un efecto de nivel de significancia mayor para las
frecuencias bajo los 2 Hz. Esto no se observo en los pacientes con tinnitus lo que sugiere
una falta de supresion durante la tarea visual de las oscilaciones en esta banda para
este grupo. Lo anterior podria deberse a un debilitamiento en la funcion del sistema
eferente auditivo en individuos con la patologia que no permitiria encontrar diferencias
en esta banda de frecuencias al realizar comparaciones entre las cartas tiempo-
frecuencia para las modalidades visual y auditiva. Estudios sugieren que las ondas en el
rango delta, generadas en la corteza frontal, podrian modular la demanda atencional
durante tareas cognitivas que involucren atencién en redes neuronales alejadas de los
I6bulos frontales (Harmony, T., 2013). Por lo tanto, pensando en la conectividad de la
via auditiva eferente, es pertinente pensar este hallazgo como una posible consecuencia
de la disminuciéon de la modulacion topdown provocada por disfunciones en estas
conexiones corticofugales. En cuanto al canal Fz, que registra la actividad eléctrica de la
corteza prefrontal, los graficos mostraron un area de significancia estadistica mucho mas
extendida en términos temporales y de frecuencia para el grupo con la enfermedad. Esto
podria deberse a que la presencia del tinnitus impone dificultades a los pacientes para
poder ignorar los distractores auditivos con el fin de focalizar su atenciéon en la
percepcién visual lo que hace necesario el reclutamiento de mayores recursos cognitivos
que se ven reflejados en una mayor actividad de la corteza prefrontal para la tarea visual.
Esto ultimo puede concluirse de la observacion de la diferencia simple, para el electrodo
Fz en el grupo Tinnitus, de los gréaficos de valores espectrales promediados de Z en

ambas modalidades (Visual - Auditivo).



CONCLUSION

Los resultados obtenidos a través del estudio sobre el reflejo supresor
olivococlear muestran que no hay diferencias entre tinnitus y control, pero si hubo una
asocian entre niveles de ansiedad elevados y un empeoramiento en la calidad de vida
en pacientes con Tinnitus con una funcién eferente disminuida. Es pertinente pensar que
ambas propiedades (mayor nivel de afectacidon psicoemocional y sistema eferente
auditivo debilitado) inciden en el desempefio de los pacientes provocando los resultados

obtenidos.

Los pacientes con Tinnitus presentaron un peor desempefio en la prueba de
atencion selectiva visual implementada en esta investigacion en comparacion con los
sujetos del grupo control de acuerdo con los indicadores estadisticos utilizados. Esto
podria deberse a un empeoramiento en la habilidad para ignorar los distractores
auditivos presentados durante el curso de cada experimento. Los hallazgos en los
registros electrofisioldgicos y auditivos, a saber, una falta de supresién en el canal de
DPOAE para bajas frecuencias (<3 Hz) y una necesidad de reclutamiento de mayores
recursos cognitivos, reflejada en una mayor activacion de la actividad oscilatoria en la
corteza prefrontal para la tarea visual, sugieren un rol en los resultados conductuales de
estructuras centrales del sistema eferente auditivo y su efecto en el amplificador coclear

a través de la regulacién topdown.
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