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magnitudes en el sistema internacional de medidas.

DF: duracidn de la fase

DPN: dias posteriores al nacimiento

EEG: electroencefalograma

Estimulo SAM: estimulo modulado sinusoidalmente en amplitud
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SINTESIS

La codificacién que realiza el sistema auditivo de las modulaciones de amplitud de las sefiales acusticas
es uno de los procesos fisioldgicos fundamentales en el reconocimiento del lenguaje hablado. Aunque se
ha sugerido que este tipo de procesamiento depende en gran medida del estado funcional de la via
sensorial, la maduraciéon de la codificacion de los aspectos temporales de los estimulos acusticos no ha
sido descrita en profundidad. De igual manera, la relacion existente entre la degeneracién del sistema
producida por la sordera sensorineural y la respuesta electrofisioldgica generada por estimulos
eléctricos intracocleares no ha sido descrita. El estudio de estos fendmenos, empleando potenciales
evocados, permite caracterizar la respuesta del sistema auditivo de manera integral y la vez investigar
posibles marcadores electrofisiolégicos de patologias auditivas que afectan la comprensién del habla.
Este tipo de estudios, ademds, contribuye al desarrollo de herramientas que aumentan la eficacia de los
métodos que actualmente se utilizan en el ajuste de ayudas auditivas e implantes cocleares. Basado en
estos antecedentes, la hipdtesis del trabajo fue la siguiente: El efecto de los parametros temporales de
estimulacion sobre las caracteristicas de los potenciales evocados auditivos varia seglin el estadio de
maduracién de la via auditiva y depende de la integridad del ganglio espiral. Empleando ratas como
modelo experimental, se demuestra que el efecto de la profundidad de modulacidon de estimulos
acusticos modulados en amplitud sobre la amplitud del potencial evocado auditivo de estado estable
depende del estadio de maduracién del sistema auditivo. Los cambios relacionados con la edad en el
procesamiento de esta variable de estimulacion ocurrieron de manera simultanea a la maduracién de la
codificacion de la frecuencia de modulacion de amplitud de los estimulos acusticos. Este ultimo
fendmeno fue evidente al analizar la frecuencia de modulacién éptima y la amplitud de la respuesta de
seguimiento de la modulacidon en la especie. Por ultimo, en el trabajo se describe el efecto de las
variables temporales de estimulos eléctricos intracocleares sobre la amplitud del potencial evocado
auditivo de tallo cerebral y el potencial de accion compuesto del nervio auditivo en curieles sordos. Se
demuestra que la capacidad para procesar los parametros temporales de estimulacion eléctrica
intracoclear se reduce al disminuir la densidad neuronal del ganglio espiral. Se demuestra, ademas, que
la respuesta de potenciales evocados en sujetos sordos, mas que indicar procesos de codificacion a nivel
neuronal, reflejan el estado funcional de la via auditiva. Basado en los supuestos tedricos para la
obtencién de potenciales evocados, se exponen los posibles mecanismos neuronales que sustentan

estos resultados. Se discuten, ademas, las posibles implicaciones clinicas de los hallazgos descritos.
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1. INTRODUCCION



1. INTRODUCCION

La mayoria de los sonidos en la naturaleza incluyen variaciones temporales de amplitud que modulan el
contenido espectral de la sefial. Las principales caracteristicas de estas variaciones son la profundidad de
modulacioén, la cual indica en cuanto cambia la amplitud de la sefial modulada en relacién a su amplitud
no modulada, y la frecuencia de modulacion. El procesamiento de dichos parametros es fundamental para
el reconocimiento del habla en humanos y de las vocalizaciones intra-especificas en otros grupos animales
(Chandrasekaran et al. 2010; Christiansen y Greenberg 2007; Fiillgrabe et al. 2009; Rosen et al. 2010; Singh
y Theunissen 2003; Steinschneider et al. 2003; Young 2008), al ser parte de los mecanismos de
discriminacién y categorizacién de las sefiales que componen la comunicacién oral (DiMattina y Wang

2006; Fishman y Steinschneider 2010; Miller y Hauser 2004; Shannon et al. 1995).

El andlisis de la codificacidn de modulaciones de amplitud permite detectar y caracterizar deficiencias en
el procesamiento temporal auditivo que potencialmente influyen en el desarrollo del lenguaje hablado
(Benasich y Tallal 2002). Tradicionalmente, estos estudios han sido realizados con el empleo de pruebas
psicofisicas (O’Connor et al. 2000, 2011), cuyos resultados son tomados como criterio de verdad en la
audiologia clinica. Sin embargo, determinados grupos poblaciones, como nifos pequefios o pacientes con
discapacidades cognitivas, no responden de manera precisa en los examenes conductuales. En ellos, la
utilizacion de mediciones objetivas de la respuesta auditiva a través de potenciales evocados es

determinante en el estudio del procesamiento temporal.

Los potenciales evocados auditivos de estado estable (PEAEE) son respuestas eléctricas generadas por
estimulos acusticos modulados sinusoidalmente en amplitud (estimulos SAM, del inglés sinusoidally
amplitude modulated). Mediante su medicién, pueden obtenerse funciones electrofisiolégicas que
brindan informacién relevante sobre el procesamiento temporal auditivo, especificamente sobre la
codificacion de la profundidad y la frecuencia de las modulaciones de amplitud (Riquelme et al. 2006;
Sapsford et al. 1996). Ademas, el procesamiento de la frecuencia de modulacién de estimulos acusticos
puede estudiarse analizando las caracteristicas de la respuesta de seguimiento de la modulacién (RSM),
un tipo de potencial evocado no estacionario que se genera por estimulos que presentan un barrido

continuo de frecuencias de modulacién (Artieda et al. 2004; Purcell et al. 2004).

Hasta la actualidad, la percepcion de las modulaciones de amplitud ha sido estudiada principalmente en
individuos adultos. Profundizar en el anélisis de la maduracién de los mecanismos neuronales en los cuales
se basa este fendmeno permitiria obtener nuevos conocimientos acerca del desarrollo ontogénico de

procesos fisiolégicos determinantes en la comprensidn del lenguaje hablado. Los resultados de estos



estudios tienen ademas implicaciones en la practica médica, al ser la base de investigaciones enfocadas a
determinar posibles marcadores electrofisioldgicos de patologias relacionadas con la comprensidn del
habla que, como la dislexia, han sido asociadas con el deterioro del procesamiento temporal auditivo
(Benasich y Tallal 2002; Walker et al. 2011). Por otra parte, se debe tener en cuenta que la mayoria de las
variables en el ajuste de protesis de ayuda auditiva, como la percepcién del habla, pueden determinarse
solamente de manera subjetiva. En este sentido, los estudios propuestos permitirian contar con
mediciones objetivas de la capacidad de la via sensorial para discriminar variaciones en los parametros
temporales de estimulacion. Esto posibilitaria ajustar y monitorear el funcionamiento de las ayudas
auditivas con mayor eficiencia, sobre todo en pacientes en los que las pruebas conductuales no

proporcionan resultados completamente confiables.

El procesamiento temporal auditivo, ademds del estadio de maduracién del sistema, depende del estado
funcional de la via sensorial. La sensibilidad a las modulaciones de amplitud disminuye durante el
envejecimiento (He et al. 2008; Parthasarathy y Bartlett 2011; Schatteman et al. 2008). Ademas, la
capacidad para procesar modulaciones de amplitud se encuentra deteriorada en pacientes con
neuropatias, esclerosis multiple y sordera sensorineural (Buss et al. 2004; Grose et al. 2001; Hopkins et al.

2008; Lorenzi et al. 2006; Papakonstantinou et al. 2011; Strelcyk y Dau 2009; Zeng et al. 2001).

La sordera sensorineural se produce por la muerte de las células ciliadas de la cdclea. En pacientes con
este tipo de pérdida auditiva, la recuperacién parcial de la audicién se logra con el uso de implantes
cocleares. Estos dispositivos sustituyen los procesos de transduccion del oido y estimulan directamente
el nervio auditivo con trenes de pulsos eléctricos que contienen informacidon sobre la intensidad,

composicion espectral y estructura temporal de los estimulos acusticos.

En pacientes implantados, la capacidad para procesar la informacion espectral de los sonidos se encuentra
muy reducida debido a que la estimulacidn eléctrica se realiza sobre un nimero muy limitado de regiones
cocleares (Seligman y Shepherd 2004). En ellos, la comprensién del habla depende casi exclusivamente
del procesamiento temporal auditivo, especificamente de la codificacién que realiza el sistema de las
caracteristicas temporales de los estimulos eléctricos bifasicos empleados en este tipo de dispositivo:
duracién de las fases (DF), tiempo entre fases (TEF) y el tiempo entre estimulos (Colletti y Shannon 2005;

Fu 2002).

La capacidad para procesar el patron temporal de estimulacién eléctrica intracoclear tiende a disminuir
con la duracién de la sordera. Esta afirmacién se basa en el comportamiento de la respuesta psicofisica y

de potenciales evocados en pacientes implantados, frente a pulsos de corriente con diferentes DF y TEF



(McKay y McDermott 1999; Miller et al. 1995). Se apoya, ademas, en hallazgos que demuestran que la
influencia de la respuesta auditiva generada por un determinado estimulo eléctrico sobre el potencial
evocado producido por un estimulo subsiguiente, disminuye a medida que aumenta la duracion de la

pérdida sensorial (Botros y Psarros 2010).

El deterioro del procesamiento temporal pudiese deberse, al menos en parte, a los cambios degenerativos
gue tienen lugar en el sistema auditivo periférico como consecuencia de la sordera. Ellos incluyen la
pérdida de los procesos dendriticos, la desmielinizacion y finalmente la muerte de las neuronas del ganglio
espiral (NGE), poblacidon neuronal cuyos axones forman el nervio auditivo (Hardie y Shepherd 1999;
McFadden et al. 2002, 2004; Shepherd y Javel 1997). De hecho, generalmente se asume que la integridad
del ganglio espiral juega un papel critico en el reconocimiento del lenguaje hablado (Khan et al. 2005). Sin
embargo, hasta el momento no existen evidencias claras de que el grado de degeneracién del ganglio
pueda ser utilizado para predecir el procesamiento temporal auditivo, y por tanto el reconocimiento del

habla de sujetos implantados (Fayad y Linthicum 2006; Khan et al. 2005).

El analisis de la relacién existente entre la densidad de NGE y el efecto de los parametros temporales de
los estimulos eléctricos sobre los potenciales evocados auditivos permite profundizar en los mecanismos
fisiolégicos involucrados en la codificacion del patron de estimulacién eléctrica intracoclear,
especificamente aquellos relacionados con el tamafio de la poblacién neuronal que se encuentra
respondiendo. Los resultados de estos estudios pudiesen ser la base para desarrollar técnicas no invasivas
gue permitan estimar la degeneracién del ganglio en pacientes implantados y, en consecuencia, aplicar
estrategias de estimulacion que posibiliten obtener un mayor beneficio del implante. Ademas, permitiria
incluir mediciones objetivas del procesamiento temporal auditivo en los métodos de ajuste que se
emplean en la actualidad, disminuyendo los errores que se cometen durante este procedimiento en

pacientes que no responden consistentemente en pruebas conductuales.

Finalmente, es necesario mencionar que la maduracion del sistema auditivo y la degeneracién de esta via
sensorial por la aparicion de sordera, aunque pueden coexistir e inter-relacionarse, basicamente son
fendmenos independientes. Debido a que son dos de los procesos fisiolégicos con mayor influencia sobre
el funcionamiento del sistema auditivo, pueden emplearse como condiciones experimentales diferentes
para estudiar el procesamiento temporal de esta via sensorial. Al realizar este tipo de trabajo con
potenciales evocados se obtiene informacidn valiosa sobre la dependencia que tiene el procesamiento
temporal auditivo del grado de maduracién y del tamafio de la poblacién neuronal involucrada en la

respuesta. Estos aspectos son de gran importancia para la comprension del funcionamiento basico del



sistema y completan estudios realizados por otros autores en diferentes etapas del ciclo de vida, como la
adultez y el envejecimiento (He et al. 2008; Parthasarathy y Bartlett 2011; Schatteman et al. 2008).

Basados en estos antecedentes, se propuso la siguiente hipdtesis:

1.1.Hipétesis
El efecto de los pardmetros temporales de estimulacién sobre las caracteristicas de los potenciales
evocados auditivos varia segln el estadio de maduracion de la via auditiva y depende de la integridad del

ganglio espiral.

1.2. Objetivos generales

1. Describir, con el empleo de potenciales evocados auditivos, la maduracién de la codificacion de los
parametros temporales de estimulos acusticos de amplitud modulada, en ratas con audicidon normal.

2. Caracterizar la relacion existente entre el efecto de las variables temporales de estimulos eléctricos
intracocleares sobre los potenciales evocados auditivos de curieles sordos y la integridad del ganglio

espiral.

1.3.Objetivos especificos

1. Describir el efecto de la profundidad de modulacion de estimulos acusticos modulados
sinusoidalmente en amplitud (estimulos SAM) sobre la amplitud del potencial evocado auditivo de
estado estable (PEAEE) en ratas, desde el momento de aparicién de la audicion hasta la adultez.

2. Describir la respuesta de seguimiento de la modulacién (RSM) en ratas, desde el momento de
aparicién de la audicion hasta la adultez, empleando estimulos modulados en amplitud en la gama de
frecuencias de modulacién de 90 Hz a 190 Hz.

3. Caracterizar el efecto de las variables temporales de estimulos eléctricos intracocleares sobre la
amplitud del potencial evocado auditivo de tallo cerebral generado por estimulacidn eléctrica (PEATC-
e) y el potencial de accién compuesto del nervio auditivo generado por estimulacion eléctrica (PAC-
e), en curieles sordos con diferentes duraciones de sordera.

4. Analizar si el efecto de las variables temporales de estimulos eléctricos intracocleares sobre la
amplitud del PEATC-e y el PEAC-e de curieles sordos estd correlacionado con la degeneracion del

ganglio espiral.



1.4. Tareas a cumplir segun los objetivos especificos

Asociadas al objetivo 1

1.

Determinar la relacién entre la profundidad de modulacién de estimulos SAM y el umbral del PEAEE
en ratas con diferentes estadios de maduracion.

Determinar la relacidon entre la profundidad de modulaciéon de estimulos SAM de diferentes
intensidades o diferentes frecuencias y la amplitud del PEAEE en ratas con diferentes estadios de

maduracion.

Asociadas al objetivo 2

1.

Caracterizar el efecto de la composicidon espectral de estimulos acusticos modulados en amplitud
sobre la amplitud y la fase de la RSM, en ratas adultas con audicidn normal.

Describir la relacidn existente entre la intensidad de estimulos acusticos modulados en amplitud y la
amplitud de la RSM en ratas adultas con audicidon normal.

Caracterizar la RSM en ratas con diferentes estadios de maduracion.

Asociadas al objetivo 3

1.

Describir la funcién intensidad/respuesta del PEATC-e en curieles sordos, cuando los potenciales
evocados son generadas por estimulos eléctricos intracocleares de diferente duracién.

Caracterizar la funcidn intensidad/respuesta del PEATC-e y del PAC-e en curieles sordos, cuando los
potenciales evocados son generadas por estimulos eléctricos intracocleares de diferente tiempo entre
fases.

Caracterizar la relacion entre el tiempo entre estimulos y la amplitud del PEATC-e y del PEAC-e en
curieles sordos, cuando las respuestas auditivas son generadas por estimulos eléctricos intracocleares

de diferente intensidad.

Asociadas al objetivo 4

1.

Describir el curso temporal de la degeneracién del ganglio espiral de curieles como consecuencia de
la sordera sensorineural.

Determinar si el efecto de la duracion de las fases de pulsos de corriente bifasicos intracocleares sobre
la amplitud del PEATC-e de curieles sordos esta correlacionado con la degeneracidn del ganglio

espiral.

Determinar si el efecto del tiempo entre fases y el tiempo entre estimulos de pulsos de corriente
bifasicos intracocleares sobre la amplitud del PEATC-e y el PEAC-e de curieles sordos estd

correlacionado con la degeneracién del ganglio espiral.



Aportes cientificos de la tesis

Los temas abordados en este documento, la maduracion de la respuesta auditiva y la relacidn entre la
respuesta electrofisioldgica y el estado funcional de este sistema sensorial, son aspectos de gran interés
en la audiologia experimental y, en general, en las neurociencias. Con anterioridad a la publicacién de
estos resultados, los estudios acerca de la maduracién de los potenciales evocados auditivos se habian
enfocado casi exclusivamente en la codificacidon de las caracteristicas espectrales del estimulo. En el
documento se describe, por primera vez, el curso temporal de la maduracién de la codificacion de la
profundidad de modulacién de estimulos SAM, utilizando PEAEE. Ademds, se describe el efecto de la
intensidad y la composicién espectral del estimulo sobre la RSM, relaciones que no habian sido analizadas
con anterioridad. En el trabajo se caracteriza el curso temporal de la maduracién de la amplitud de la RSM
y se plantean los posibles mecanismos neuronales involucrados en este proceso fisiolégico, aspectos que
no aparecian en la literatura. Por otra parte, en el documento se describe el efecto de los pardmetros
temporales de estimulos eléctricos intracocleares sobre la amplitud del PEATC-e y el PAC-e en individuos
sordos, temas que no habian sido abordados previamente por la comunidad cientifica. Los resultados
descritos en la tesis demuestran que la capacidad para procesar las caracteristicas temporales de la
estimulacion eléctrica intracoclear disminuye con la degeneracién del ganglio espiral, resultado nuevo
para la ciencia. En el documento, ademas, se proponen los posibles mecanismos neuronales que
sustentan los hallazgos encontrados. Los resultados descritos constituyen la base de investigaciones
enfocadas a determinar posibles marcadores electrofisioldgicos de patologias relacionadas con el
procesamiento temporal auditivo. Son, ademas, el sustento tedrico para desarrollar técnicas no invasivas
gue permitan estimar la degeneracion del ganglio espiral en pacientes sordos y aplicar estrategias de
estimulacién intracoclear que posibiliten obtener un mayor beneficio del implante coclear. Por ultimo, los
resultados descritos demuestran la necesidad de incluir mediciones objetivas del procesamiento temporal
auditivo en los métodos de ajuste de ayudas auditivas e implantes cocleares, beneficiando a grupos
poblacionales que no responden de manera confiable en las pruebas conductuales implementadas en la
actualidad. El contenido de la tesis ha sido publicado, o estd en proceso de publicacién, en revistas de alto
impacto (Int J Audiol, Hear Res y JARO). Uno de los trabajos de la serie ha sido citado 35 veces en los
ultimos cinco afios. Las citas aparecen en revistas de la IEEE, JARO, Hear Res, Brain Res, Audiol Neurotol,
J Neurophysiol, J Acoust Soc Am, Ear Hear, Exp Neurol, entre otras publicaciones, lo cual demuestra la

repercusion los resultados obtenidos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos morfolégicos y funcionales del sistema auditivo de mamiferos

El érgano receptor auditivo de mamiferos estd formado por tres regiones fundamentales:
externa, media e interna. El oido externo esta compuesto por el pabelldn auricular y el canal
auditivo. Sus funciones primarias son transmitir de manera eficiente los estimulos acusticos
hacia el oido medio y la proteccidn de esta regidon del érgano receptor. Por su parte, las
principales estructuras del oido medio involucradas en la transduccion de las sefiales acusticas
son la membrana timpdnica y un sistema de tres huesecillos localizados en el interior de una
cavidad d6sea en el hueso temporal. Este sistema de huesos acopla las vibraciones de la
membrana timpanica con las del liquido que llena la cavidad del oido interno, de manera que
disminuye la pérdida de energia dada por el paso de la onda mecdnica desde el aire a un medio

acuoso, como la linfa del oido interno (Shepherd 2004).

El oido interno se encuentra formado por el laberinto vestibular, uno de los drganos
involucrados en el control del equilibrio, y la cdclea, que tiene funcién auditiva (Fig. 1 A). La
céclea es una estructura con forma de espiral que se localiza en el interior del hueso temporal.
Se divide anatémicamente en tres compartimentos: las escalas timpanica, media y vestibular, las
cuales se encuentran separados por estructuras membranosas (Fig. 1 B). Las escalas vestibular y
timpanica se encuentran llenos de un fluido con composicién electrolitica similar a la del liquido
cefalorraquideo, denominado perilinfa. La escala media contiene endolinfa, un fluido con alta

concentraciéon de potasio y baja concentracion de sodio (Kandell et al. 2000).

Las células transductoras de la coclea son las células ciliadas. Ellas se localizan en el Organo de
Corti, una estructura compleja que se sitla sobre la membrana basilar (Figura 1 C). Existen dos
tipos de células ciliadas: externas e internas. El primero de estos grupos, de alrededor de 12 000
unidades en el humano, se encuentra formando por tres, y en ocasiones cuatro, hileras de

células. Las células ciliadas internas forman una Unica hilera de 3 500 células aproximadamente.

Las células ciliadas internas son excitadas por las oscilaciones de la membrana basilar inducidas
por el movimiento del fluido de las cavidades del oido interno. Su actividad provoca la
generacién de potenciales de accidon en las neuronas del ganglio espiral (descritas en los
parrafos siguientes), teniendo un papel decisivo en la transduccién y procesamiento de la
informacién contenida en el estimulo acustico. Por su parte, los cambios de potencial de

membrana de las células ciliadas externas pueden producirse tanto por las oscilaciones de la
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Fig. 1: Caracteristicas morfoldgicas del drgano receptor auditivo de mamiferos.
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Representacién grafica de las diferentes regiones del érgano. Se sefalan algunas de sus
principales estructuras (modificado de Shepherd 2004, con permiso del autor).

Fotografia tomada al microscopio éptico de un corte longitudinal de una céclea de ratas. La
barra en la foto representa una distancia de 200 um. EV- escala vestibular, EM- escala
media, ET- escala timpanica, OC- 6rgano de Corti, CR- canal de Roshenthal, MD- modiolo
(tomado de Rodriguez et al. 2008, con permiso del autor)

Fotografia tomada al microscopio éptico del érgano de Corti de ratas. Se representan las
células ciliadas internas (1) y externas (2). Los sub-indices en estas ultimas indican el nimero
de las filas de células. Los estereocilios de la célula ciliada interna se sefiala con una flecha.
Se representan, ademas, otros grupos celulares: células pilares (31y 32), célula de Dieter (4),
células de Hensen (5), células de Claudius (6) y células de Boetcher (7) (tomado de Rodriguez
et al. 2008, con permiso del autor).



membrana basilar como por la actividad de sistemas neuronales eferentes. Ambos procesos
provocan variaciones en la longitud de la célula, aumentando la sensibilidad y la selectividad a

frecuencias de las diferentes regiones cocleares (Shepherd 2004).

A lo largo de la cdclea existe un gradiente de selectividad a frecuencias, de manera que la regién
basal del Organo de Corti responde a los estimulos de mayor frecuencia en la gama de audicién,
mientras la region apical lo hace frente a los de menor frecuencia. Esta selectividad se basa en las
caracteristicas mecdanicas de la membrana basilar y en las diferencias en las propiedades eléctricas

de las células ciliadas a lo largo de la cdclea (Kandell et al. 2000).

La gama de frecuencias audibles varia entre las diferentes especies de mamiferos. En humanos,
esta gama se extiende desde 20 Hz a 20 kHz, siendo la regién mas sensible la comprendida entre
500 Hz y 5 kHz. En roedores, las curvas de sensibilidad espectral se encuentran desplazadas hacia
las altas frecuencias en relacion al humano. La gama de audibilidad, en las especies utilizadas en
este trabajo, va de 200 Hz a 76 kHz, en el caso de ratas, y de 54 Hz a 50 kHz en curieles. Los picos
de sensibilidad se localizan en 8 kHz y 32 kHz en ratas. En curieles, existe solamente un pico de

sensibilidad, localizado aproximadamente en 10 kHz (Heffner et al. 1994).

En la céclea humana existen alrededor de 30 000 neuronas que inervan el érgano de Corti. El
soma de estas neuronas se localiza en el canal de Rosenthal, formando el ganglio espiral (Fig. 1
B). Presentan procesos dendriticos que se proyectan hacia el Organo de Cortiy axones que hacen

sinapsis en el sistema nervioso central (SNC) (Nadol 1997).

El crecimiento dendritico de las NGE y la formacion de los correspondientes tractos radiales
ocurre con anterioridad a la completa diferenciacion de la cdclea. Durante el desarrollo
embrionario, y antes de la diferenciacidn de las células ciliadas, el érgano de Corti en formacion
secreta factores neurotréficos que inducen el crecimiento ordenado de las terminaciones
dendriticas (Pan et al. 2011; Tessarollo et al. 2004; Yang et al. 2011). Esta inervacién cambia en el
tiempo, de manera que en estadios post-natales existen dos tipos de NGE (Nayagam et al. 2011).
El mds abundante, denominado tipo |, incluye del 85 al 95 % del total de unidades del ganglio.
Presentan cuerpos celulares grandes, con nucleo redondo y nucleolo prominente. Poseen un
patrén de inervacidn divergente, donde cada una hace sinapsis con una sola célula ciliada interna,
mientras que la informacion transducida por cada célula ciliada es llevada al SNC por 10 NGE tipo
I, aproximadamente. Por su parte, las NGE tipo Il hacen sinapsis con las células ciliadas externas.

Presentan nucleo de forma lobulada y con nucleolo muy pequefio. Sus axones carecen de mielina.
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Ademas, poseen un patron de inervacion complejo que incluye la presencia de sinapsis reciprocas

con las células ciliadas externas (Thiers et al. 2008; Weisz et al. 2009).

Las NGE tipo | llevan la informacién sensorial hasta el nicleo coclear, estructura localizada en el
bulbo raquideo y que constituye la primera estacion de relevo de la via auditiva. Sobre la base de
su arquitectura celular, este nucleo se divide en tres regiones con alto grado de organizacion
tonotoépica: anteroventral, posteroventral y dorsal (Ryugo 2008). De cada una de ellas parten

tractos que inervan al coliculo inferior, el lemnisco lateral y el complejo olivar superior

contralaterales, asi como al complejo olivar superior ipsilateral. Esta ultima estructura es la
primera en procesar informacién binaural, importante para la localizacién de la fuente del sonido.
Muchas de sus neuronas ascienden por el lemnisco lateral hasta inervar el coliculo inferior

ipsilateral (Saldafas y Merchan 1998; Smith et al. 2005).

El coliculo inferior es la principal fuente de proyecciones ascendentes al tdlamo auditivo. Su
region central exhibe una clara organizacién tonotdpica a lo largo del eje dorso-ventral, en la cual
las neuronas localizadas hacia la regidén dorsal son selectivas a estimulos de baja frecuencia en la
gama de sensibilidad espectral. Mientras, las altas frecuencias son codificadas en las capas
neuronales ventrales. Aunque en este documento no se profundizara en el resto de las
estructuras de la via auditiva, es necesario sefalar que a partir del coliculo inferior el
procesamiento auditivo contintda en el nucleo geniculado medial y la corteza auditiva, la cual se

encuentra localizada en la superficie dorsal del I6bulo temporal (Hudspeth 2000).

2.2. Codificacion de la modulacion en amplitud de los estimulos acusticos

La codificacion de las caracteristicas temporales de los estimulos acusticos se denomina
procesamiento temporal auditivo (Frisina 2001). En las Ultimas décadas han sido numerosos los
estudios realizados sobre este tema (por ejemplo: Brugge et al. 2009; Joris et al. 2004; Zheng y
Escabi 2008). El presente epigrafe solo aborda una pequeiia parte de esos trabajos,
especificamente aquellos relacionados con la codificacion de las modulaciones de amplitud que

se realiza en estructuras subcorticales.

Los parametros principales que describen las variaciones de amplitud de las sefiales acusticas son
la frecuencia de modulacién y la profundidad de modulacién. El primero de ellos representa el
numero de ciclos de modulacién que tienen lugar en un segundo. Matematicamente se expresa
como el inverso del tiempo que media entre dos maximos locales de amplitud consecutivos (Fig.

2 A). Por su parte, la profundidad de modulacidn indica en cuanto varia la amplitud de la sefial
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Fig. 2: Estimulos acusticos modulados en amplitud.

A) Onda acustica de frecuencia arbitraria en la que se muestra el periodo de la modulaciéon de amplitud
del estimulo, correspondiente al inverso de la frecuencia de modulacién.

B) Ejemplos de estimulos con diferente profundidad de modulacién de amplitud. En ambos casos el

estimulo modulado es ruido blanco. En el estimulo con 50 % de modulacion se representan las
amplitudes maxima y minima de la onda.



a lo largo de un ciclo de modulacién. Se expresa como el porciento de la diferencia entre las
amplitudes maxima y minima del estimulo acustico respecto a la suma de dichas amplitudes

(Picton et al. 2003) (Fig. 2 B).

La codificacion de modulaciones de amplitud de las sefiales acusticas se ha estudiado a nivel
electrofisioldgico y psicofisico. Conductualmente se analiza la minima profundidad de modulacidn
que el sujeto es capaz de detectar cuando el estimulo se modula a diferentes frecuencias
(O’Connor et al. 2000, 2011). A nivel electrofisioldgico, se estudia tanto el umbral de deteccion de
modulaciones como la amplitud de la respuesta a una determinada frecuencia de modulacién. A
la relacién existente entre la respuesta del individuo, ya sea electrofisiolégica o conductual, y la
frecuencia de modulacién de amplitud del sonido se le denomina funcidn de transferencia de la

modulacion temporal (FTMT).

Aunque la sensibilidad a las modulaciones de amplitud varia entre las diferentes especies de
mamiferos, la FTMT psicofisica tiene el mismo comportamiento general (Fig. 3). Es decir,
independientemente de la especie, el umbral de deteccion de modulaciones aumenta

exponencialmente al incrementarse la frecuencia de modulacién del estimulo (Kelly et al. 2006).

La codificacién de la modulacién de amplitud varia a lo largo de la via auditiva. En el nervio
auditivo, este procesamiento esta representado en el grado de sincronia de la respuesta neuronal
a las oscilaciones de amplitud del estimulo acustico, sin que esto signifique que las variaciones
en las modulaciones de amplitud produzcan cambios en la frecuencia de descarga de potenciales

de accién (Frisina 2001; Joris et al. 2004).

En el ndcleo coclear, la codificacion de modulaciones de amplitud es similar a la del nervio
auditivo. La FTMT tiene generalmente caracteristicas pasa-bajo. Sin embargo, en algunos tipos
de neuronas, la sensibilidad a la modulacion es mayor en una determinada gama de frecuencias
y disminuye por encimay por debajo de esta (Joris et al. 2004). Igual comportamiento pasa-banda
ha sido encontrado en neuronas del nucleo ventral del lemnisco lateral (Batra 2006). La
frecuencia de modulacién de amplitud que produce la respuesta neuronal de mayor magnitud se

denomina frecuencia de modulacién éptima (FMO) (Frisina 2001).

Las caracteristicas pasa-banda de la FTMT estan mucho mejor establecidas en el coliculo inferior,
especialmente en su region central. En esta estructura, la generacidn de potenciales de accion
no se sincroniza con la frecuencia de modulacion del estimulo. La codificacién de modulaciones

se basa entonces en cambios en la frecuencia de descarga en dependencia de las caracteristicas
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Fig. 3: Funciones de transferencia de la modulacién temporal obtenidas en diferentes especies de

mamiferos. En todos los casos, los individuos fueron estimulados con ruido blanco modulado en amplitud
a diferentes frecuencias (modificado de Kelly et al. 2006).



de las variaciones de amplitud de la estimulacion (Frisina 2001; Joris et al. 2004).

Tipicamente, las neuronas coliculares presentan solamente una FMO (Krisnha y Semple 2000;
Langner y Shreiner 1988; Rees y Langner 2005). Sin embargo, en algunos casos la FTMT también
puede estar compuesta por varias bandas de frecuencias de modulacién a las cuales se
incrementa la generacién de potenciales de accidn (areas de potenciacion). Estas se encuentran
separadas por una region de frecuencias a la cual la respuesta neuronal disminuye por debajo
de los niveles basales de actividad (areas de inhibicién) (Krebs et al. 2008; Krisnha y Semple
2000; Zhangy Kelly 2003). La existencia de estas dreas se debe a las caracteristicas de las entradas
exitatorias e ibhibitorias de cada grupo celular, las cuales varian en amplitud y aspectos

temporales (Geis y Borst 2009; Tan et al. 2007; Xie et al. 2007).

Ademads, en el nucleo central del coliculo inferior, la codificacién de modulaciones de amplitud
estd organizada topograficamente (Rodriguez et al. 2010; Schreiner y Langner 1988). En cada
ldmina horizontal selectiva a una frecuencia de estimulacién determinada, existen grupos de
neuronas formando anillos irregulares concéntricos, sintonizados a distintas FMO. Las unidades
con FMO mas altas se encuentran agrupadas hacia la regién medial de la |dmina. Mientras, las

neuronas que presentan menores FMO se localizan en la periferia (Schreiner y Langner 1988).

La mayoria de los sonidos en la naturaleza se encuentran modulados en amplitud solo de manera
parcial. Esta modulacion disminuye ademas si las sefiales son emitidas en ambientes ruidosos.
Sin embargo, la mayoria de los estudios electrofisioldgicos han empleado estimulos con 100 %
de profundidad de modulacién (Joris et al. 2004), enfocandose mas en la codificaciéon de la

frecuencia a la cual se modula el sonido que en la propia modulacion.

Ademas, teniendo en cuenta que la sincroniay la frecuencia de descarga de potenciales de accién
son caracteristicas no necesariamente complementarias y que pueden dar mapas de selectividad
a modulaciones completamente diferentes (Zheng y Escabi 2008), los resultados
electrofisiologicos con que se cuenta no han ofrecido informaciéon concluyente acerca del
procesamiento de la profundidad de modulacidn de amplitud. En algunas de las investigaciones
se ha observado que el incremento de la profundidad de modulacién aumenta la sincronia de la
respuesta de las neuronas auditivas pero no la frecuencia de descarga de potenciales de accién
(Bieser y Miiller-Preuss 1996; Miiller-Preuss et al. 1994). En otros casos, se han obtenido
incrementos de ambas variables de respuesta (Malone et al. 2010; Middlebrooks 2008). En el

nucleo coclear y el nucleo ventral del lemnisco lateral, la frecuencia de potenciales de accion
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generalmente aumenta de forma mondtona al incrementarse la profundidad de modulacién de
amplitud (Batra 2006; Krisnha y Semple 2000; Zhang y Kelly 2006). Este comportamiento también
ha sido observado en el nucleo central del coliculo inferior, aunque en esta estructura la
frecuencia de descarga en las areas de potenciacién varia de forma contraria a la actividad de las

regiones inhibitorias (Krisnha y Semple 2000; Nelson y Carney 2007).

La gama de frecuencias de modulacién de amplitud a la cual las neuronas son sensibles es otra
de las caracteristicas que varia a medida que se asciende en la via. Las neuronas del nervio
auditivo discriminan frecuencias de modulacién de hasta 500-800 Hz. A partir de este valor, la
sincronia de su respuesta disminuye significativamente. La gama de frecuencias de modulacién a
la cual las neuronas son sensibles disminuye, de manera continua, en el nucleo coclear y en el
complejo olivar superior. Las FMO de la primera de estas estructuras oscilan entre 350 Hz y 450
Hz. Mientras, la mdxima FMO de las neuronas del nucleo ventral del lemnisco lateral es de 283
Hz (Batra 2006). En el coliculo inferior, este rango de FMO varia entre 30 Hz y 100 Hz (Hernandez
et al. 2005; Krisnha y Semple 2000; Langer y Schreiner 1988).

2.3. Respuestas auditivas generadas por estimulacién acustica y su uso en la practica médica

Las pruebas audioldgicas mas extendidas determinan la audicion umbral y la gama dinamica de
la respuesta auditiva de manera conductual. Sin embargo, en nifios pequenos, personas con
déficit cognitivo y pacientes con pérdidas sensoriales, las pruebas audiométricas tradicionales no
brindan informacién confiable (Dimitrijevic et al. 2002, Swanepoel et al. 2004). En ellos, el estado
funcional de la via auditiva se analiza de forma objetiva, mediante la obtencion de potenciales
evocados. Las formas de onda de estos registros electrofisioldgicos, mas que la generacidn de
potenciales de accién, representan la suma de la actividad post-sindptica de los grupos
neuronales que responden a la estimulacion. (Nunez 1995; van den Broek et al. 1998). A
continuacién se describiran las caracteristicas generales de algunos de los potenciales evocados

auditivos con mayor importancia en la practica médica.

El potencial evocado auditivo de tallo cerebral (PEATC) fue descrito estudiando la respuesta de
humanos a chasquidos (estimulos acusticos de muy corta duraciéon con un contenido espectral
amplio, generalmente entre 20 Hz y 20 kHz) (Jewett 1970). Este tipo de estimulo garantiza la
activaciéon de una poblacién relativamente grande de neuronas. Ademads, su corta duracion (100
Ms aproximadamente) y pequeiio tiempo de ascenso hasta la intensidad maxima hace que la

sincronia de la respuesta neuronal sea elevada. Debido a esto, el PEATC generado por chasquidos
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constituye en la actualidad la principal prueba electrofisioldgica utilizada en la audiologia médica.
Su uso mas frecuente es la obtencidn de los umbrales de audicidn del sujeto para, a partir de ellos,
estimar los umbrales psicofisicos. El hecho de estimular simultaneamente regiones cocleares con
diferente selectividad a frecuencias constituye la principal desventaja de este tipo de registro.
Como alternativa, el PEATC puede ser generado por tonos breves o trenes de tonos de corta

duracion (Picton et al. 1994).

El PEATC se encuentra formado por una serie de picos, cuyo numero y latencia varian en
dependencia de la especie. Un ejemplo de este tipo de respuesta, obtenido en ratas, se
representa en la figura 4 A. La aparicién de cada uno de los picos del PEATC se debe a la actividad
eléctrica de estructuras auditivas especificas (Lev y Sohmer 1972). Experimentos realizados en
gatos indican que el primero de ellos se debe a la actividad del nervio auditivo que inerva el oido
estimulado, el pico Il a la del nucleo coclear ipsilateral y el lll a la de los nucleos olivares ipsilateral
y contralateral al oido estimulado. El pico IV se produce por la respuesta de neuronas que se
cruzan en el cuerpo trapezoidal pero que no hacen sinapsis en la oliva superior, sino en el nucleo
ventral del lemnisco lateral. Mientras, el pico V se debe a la generacidon de potenciales post-

sinapticos en las neuronas del coliculo inferior (Buchwald 1983).

Otra de las respuestas evocadas con importancia clinica es el potencial evocado auditivo de
estado estable (PEAEE). Este tipo respuesta se origina por la estimulacién repetitiva del sistema
auditivo, produciendo variaciones oscilatorias de la actividad eléctrica cerebral (Stapells et al.
1984). Sus principales variables son la amplitud y la fase de la oscilacidn, las cuales se mantienen

constantes durante el periodo de estimulacion (Regan 1989).

El PEAEE fue inicialmente descrito en respuesta a trenes de chasquidos (Galambos et al. 1981).
Posteriormente fue estudiado frente a tonos continuos modulados sinusoidalmente en amplitud
(Picton et al. 1987). Este tipo de estimulo es el mas utilizado en la actualidad para su generacion.
Tradicionalmente, se ha planteado que el PEAEE se origina por la superposicién de las diferentes
ondas del PEATC (Galambos et al. 1981, John y Picton 2000; Lins et al. 1995). Su naturaleza
periddica se debe a que la respuesta neuronal se sincroniza con la frecuencia de modulacidn de
los estimulos (Picton et al. 1987). Para su analisis, el PEAEE es generalmente transformado al
dominio de la frecuencia mediante la transformada rdpida de Fourier, observandose en el
espectro como picos de amplitud en la frecuencia a la que la amplitud del estimulo fue

moduladay en sus correspondientes armdnicos (John y Picton 2000; Picton et al. 2002) (Fig. 4 B).
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Fig. 4: Potenciales evocados auditivos generados por estimulos acusticos en ratas.

A) Oscilogramas de un potencial evocado auditivo de tallo cerebral (PEATC) generado por
chasquidos. Los niumeros sefalan los picos visibles en la respuesta.

B) Potencial evocado auditivo de estado estable generado por un tono continuo modulado en
amplitud a una frecuencia de 115 Hz. En el panel izquierdo se muestra el oscilograma de la
respuesta y se sefala la intensidad del estimulo. El derecho muestra la respuesta
transformada al dominio de la frecuencia.



En dependencia de la frecuencia de modulacién de amplitud del estimulo, el PEAEE ha sido
clasificado en dos grandes grupos: el PEAEE de 40 Hz y el PEAEE de 80 Hz. El primero de ellos
incluye las respuestas generadas por estimulos con baja frecuencia de modulacion (entre 25 Hz
y 55 Hz) (Galambos et al. 1981; Stapells et al. 1984). Su magnitud depende del estado de vigilia
del individuo, disminuyendo durante el suefio y la sedacidn (Stapells et al. 2004; Van Maanen y
Stapells 2005). Este hecho, unido a que su latencia es de alrededor de 30 ms, sugieren que el
PEAEE de 40 Hz es principalmente generado por conexiones auditivas talamo-corticales y la

corteza auditiva primaria (Bohorquez y Ozdamar 2008; John y Picton 2000; Picton et al. 2003).

Dentro de los PEAEE corticales, existe un sub-grupo que es producido con frecuencias de
modulacion menores que 25 Hz. Aunque estas respuestas no han sido estudiadas con
profundidad, se ha propuesto que se deben principalmente a la actividad oscilatoria de las

cortezas auditiva primaria y secundaria (Alaerts et al. 2009).

Por su parte, el PEAEE de 80 Hz es generado por estimulos modulados en amplitud entre 80 Hz y
400 Hz. Su amplitud no depende del estado de vigilia (Cohen et al. 1991; John et al. 2000) y su
latencia es inferior a 10 ms, lo cual sugiere que es principalmente producido en estructuras del

tallo cerebral (Cohen et al. 1991; Herdman et al. 2002).

El PEAEE ha ido progresivamente ganando importancia como técnica objetiva para la obtencion
de umbrales de audicion (Luts et al. 2008; Savio et al. 2001; Van Maanen y Stapells 2009). Esto
se debe a que el analisis en el dominio de la frecuencia permite su deteccién automatica
mediante pruebas estadisticas que comparan la amplitud espectral de la respuesta con la del
ruido de fondo del registro electrofisiolégico (John y Picton 2000; Valdés et al. 1997; Victor y Mast
1991). Se debe, ademas, a que los estimulos empleados para su obtencion tienen un contenido
espectral de mayor especificidad que los utilizados en la generacién del PEATC (Luts et al. 2004).
Es también consecuencia del desarrollo de metodologias de registro que permiten evaluar
simultaneamente la respuesta a diferentes frecuencias manteniendo la confiabilidad de la
medicidn (Bahmer y Baumann 2010a; Cone y Dimitrijevic 2009; Perez et al. 2001; Picton et al.
2009; Stapells 2011; van Dun et al. 2008). Sin embargo, cuestiones técnicas como la falta de
protocolos estdndar de registro, y en consecuencia de datos electrofisiolégicos normativos, ha
imposibilitado el uso a gran escala del PAEE en la practica clinica (Rance y Cone-Wesson 2008;

Rance et al. 2005; Van Maanen y Stapells 2009, 2010).
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Ademas de su empleo para la deteccidn de pérdidas sensoriales, las respuestas evocadas
oscilatorias pudiesen ser de gran utilidad en la deteccidn de patologias auditivas relacionadas con
el procesamiento temporal. El caso mas tipico es la dislexia, definida como la disminucién de la
capacidad para adquirir habilidades de lectura y pronunciacién del lenguaje en individuos con
niveles normales de inteligencia y educacién, y que han realizado un esfuerzo intenso para
mejorar su discapacidad comunicacional (Vellutino et al. 2004). Se ha hipotetizado que los
problemas de lectura y pronunciacién en la dislexia se deben, al menos en parte, a déficits en el
procesamiento auditivo de las variaciones dindmicas de amplitud que forman las sefiales del

habla (Benasich y Tallal 2002).

Para la obtencion de la FTMT del PEAEE se deben realizar tantos registros electrofisiolégicos
como frecuencias de modulacion sean necesarias analizar (Pauli-Magnus et al. 2007; Riquelme et
al. 2006). Una forma mas eficiente de abordar este problema es utilizar estimulos que cambien
su frecuencia de modulacién de manera continua, provocando cambios sistematicos en la
amplitud y la fase del potencial evocado (Artieda et al. 2004; Perez-Alcazar et al. 2008; Purcell et

al. 2004; Purcell y John 2010).

La respuesta evocada con un barrido de frecuencias de modulacién de amplitud se denomina
respuesta de seguimiento de la modulacién (RSM) (Artieda et al. 2004; Purcell et al. 2004). Su
transformacion al dominio de la frecuencia debe realizarse mediante métodos que permitan el
estudio de oscilaciones no-estacionarias (Artieda et al. 2004; Dajani et al. 2005; Gurtubay et al.
2001; Purcell et al. 2004). Uno de estos métodos es el analizador de Fourier, el cual relaciona la
forma de onda de la sefal de interés con una oscilacion de referencia que no necesita ser
estacionaria (Regan 1989). Si la sefial que se analiza se sincroniza con las variaciones de
frecuencia de la oscilacion de referencia, es posible medir la amplitud de la respuesta sin que su

estimacion se vea afectada por los cambios en la frecuencia de modulacién.

Las caracteristicas de la RSM estan correlacionadas con la FTMT obtenida conductualmente.
(Picton et al. 1987; Purcell et al. 2004; RoP et al. 2000). Ademas, estan correlacionadas con el
reconocimiento del habla en adultos sanos (Alaerts et al. 2009). En pacientes disléxicos, la
amplitud de la RSM generada con frecuencias entre 10 Hz y 160 Hz es menor que la individuos
de la misma edad con habilidades de lectura normales (McAnally y Stein 1997; Menell et al.
1999). Recientemente, se ha demostrado que el procesamiento de modulaciones de amplitud en

el tallo cerebral no varia entre pacientes disléxicos e individuos controles. En corteza, las

28



diferencias entre grupos estan presentes al analizar las frecuencias de modulacion
correspondientes a la presentacion de fonemas pero no a la presentacién de silabas, fendmeno

gue ocurre principalmente en ambientes ruidosos (Poelmans et al. 2012).

Por ultimo, en nifos disléxico, existe una pérdida de la dominancia del hemisferio temporal
derecho en el procesamiento de las frecuencias de modulacidn correspondientes a la cadencia
de emisidn de silabas (Abrams et al. 2009). Estos autores demostraron que el procesamiento de
las modulaciones de amplitud predice hasta el 41 % de la variabilidad de las capacidades de

lectura y hasta el 50 % del reconocimiento fonoldgico.

2.4. Estudios de maduracidn del sistema auditivo mediante potenciales evocados

La edad a la que aparecen las primeras sensaciones auditivas y el tiempo a partir del cual las
respuestas de este sistema sensorial pueden detectarse a nivel electrofisioldgico varian entre las
diferentes especies de mamiferos. Por ejemplo, en humanos y curieles, la presencia de
sensaciones auditivas es evidente al momento del nacimiento (Dum 1984; Wilkinson y Jiang
2006). De hecho, las estructuras subcorticales auditivas en humanos se encuentran
anatémicamente formadas a las 26 semanas de edad gestacional, de manera que los PEATC

pueden registrarse dos semanas después (Wilkinson y Jiang 2006).

Otros grupos taxondmicos son altricios en relacion a la audicion. Es decir, en ellos las primeras
sensaciones auditivas se tienen dias después del nacimiento. En jerbos y ratas, las primeras
respuestas electrofisioldgicas son detectadas a los 15 dias posteriores al nacimiento (DPN),
aproximadamente (Blatchley et al. 1987; McFadden et al. 1996). En hurones, las primeras
respuestas aparecen a los 27 DPN (Moore y Hine 1992), mientras que en gatos el comienzo de la

audicion tiene lugar siete dias después del nacimiento (Walsh et al. 1986).

La maduracidn del PEATC se caracteriza por la disminucién del umbral de respuesta (Blatchley et
al. 1987; Picton et al. 1994). Esta variable disminuye alrededor de 15 dB durante el primer afio
de vida, cuando el potencial evocado es obtenido en humanos (Picton et al. 1994). En ratas, el

umbral del PEATC disminuye a razén de 12 dB/dia (Blatchley et al. 1987).

La disminucién del umbral del PEATC en ratas esta dada por la maduracién de los elementos
conductivos del oido (Geal-Dor et al. 1993). Ademas, se debe a la maduracion de la céclea,
especificamente a la formacién del érgano de Koelliker, proceso que se esta acompafiado por

cambios estructurales de la membrana tectorial, a la formacién del tunel de Corti y de las
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conexiones sinapticas entre las células ciliadas y las NGE (Roth y Bruns 1992). En ello interviene

también el aumento del potencial endo-coclear en la escala media (Rybak et al. 1992).

Asimismo, la maduracién del PEATC se caracteriza por el aumento de la amplitud de cada uno de
sus picos (Blatchley et al. 1987; Picton et al. 1994). Esto se debe, principalmente, a la
mielinizacidon de los nucleos subcorticales de la via, al aumento del diametro de los tractos
nerviosos, asi como a la formaciéon y aumento de la eficiencia de las conexiones sindpticas

(Blatchley et al. 1987; Wilkinson y Jiang 2006).

En humanos, la deteccion de modulaciones de amplitud a nivel psicofisico madura durante los
primeros 15 afios de edad (Banai et al. 2011). Mientras, la maduracidon del PEAEE varia en
dependencia de sus generadores neuronales. EI PEAEE de 40 Hz no puede obtenerse
consistentemente en nifios pequenos (Levi et al. 1995; Maurizi et al. 1990), lo cual sugiere que la
corteza auditiva no ha finalizado su maduracién en el primer periodo de la infancia. A lo largo de
la nifez, la amplitud del PEAEE se incrementa y es completamente maduro a los catorce afios de

edad (Pethe et al. 2004).

Por su parte, el PEAEE de 80 Hz puede ser registrado incluso en neonatos. En los primeros
estadios de maduracién, los umbrales de respuesta son relativamente elevados y tienen una
variabilidad inter-individual de hasta 30 dB (Lins et al. 1995; Luts et al. 2006; Rance et al. 2005;
Savio et al. 2001). Ademas, la amplitud obtenida con estimulos supra-umbrales es menor y mas
variable que la observada en individuos adultos (John et al. 2004; Luts et al. 2006). A la vez, es

mas influenciable por la presentacidn simultanea de otros estimulos (Hatton y Stapells 2011).

La mayor parte de los cambios en el PEAEE de 80 Hz, cuando la respuesta se registra en humanos,
ocurren durante las primeras seis semanas posteriores al nacimiento (John et al. 2004; Luts et al.
2004, 2006; Rance et al. 2005; Rance y Tomlin 2006; Savio et al. 2001). Las respuestas generadas
por tonos a los cuales la sensibilidad espectral es relativamente baja, presentan menores
amplitudes y periodos de maduracién mas prolongados que las producidas por estimulos a los
cuales la sensibilidad del sistema es mayor (Hatton y Stapells 2011; John et al. 2004; Savio et al.
2001). La maduracion de otras respuestas auditivas oscilatorias, como la RSM, no ha sido descrita

hasta el momento.

2.5. Principales cambios morfolégicos inducidos por la sordera sensorineural
Como fue expuesto en epigrafes anteriores, las células ciliadas de la cdclea tienen un papel

fundamental en la audicidn. Estas células son vulnerables a la accion de gran cantidad de agentes
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gue provocan su muerte. Entre ellos se encuentran farmacos como los aminoglucésidos, la
exposicidon prolongada a ruidos intensos y las infecciones bacterianas y virales. La pérdida del
epitelio sensorial auditivo también puede estar dada por factores genéticos o ser resultado del

envejecimiento.

A diferencia de lo que ocurre en otros grupos de vertebrados como las aves, las células ciliadas de
los mamiferos no se regeneran. Por tanto, su muerte produce la pérdida permanente de la funcién
auditiva, fenédmeno denominado sordera sensorineural. Este tipo de sordera provoca el desarrollo
de procesos atréficos y degenerativos en diferentes estructuras de la via auditiva, disminuyendo
la capacidad para procesar las caracteristicas espectrales y temporales de los estimulos acusticos

(Shepherd et al. 1999, 2004; Vollmer et al. 1999).

El cambio morfolégico mas significativo que tiene lugar en el sistema nervioso periférico es la
degeneracion anterddroga del nervio auditivo. Este comienza con la pérdida relativamente rapida
de las dendritas de las NGE, proceso seguido por la desmielinizacion gradual del soma y del axén
de estas células. Posteriormente, se produce la muerte neuronal (Hardie y Shepherd 1999;
McFadden et al. 2002; Nadol et al. 1989; Shepherd y Hardie 2001; Shepherd y Javel 1999;
Rodriguez et al. 2007; Wise et al. 2011).

La degeneracién del ganglio espiral parece iniciarse por la ausencia de factores neurotroéficos que
son secretados en el érgano de Corti, ya sea por las células ciliadas o por células de soporte
(Stankovic et al. 2004). Estos incluyen el factor de crecimiento nervioso, las neutrofinas 3y 4/5y
el factor neurotrdfico derivado de células gliales (Agterberg et al. 2008, 2009; Gillespie et al. 2003,
2004; Glueckert et al. 2008; McGuinness y Shepherd 2005; Pettingill et al. 2007; Richardson et al.
2005; Shepherd et al. 2005; Wise et al. 2005; Yamagata et al. 2004). Como consecuencia de la
sordera, la densidad de NGE puede disminuir en mas del 50 % (Vollmer et al. 2000, 2007). La
extension y velocidad de esta degeneracidn varia en dependencia de la duracidn de la pérdida
sensorial, su severidad y etiologia (Forge y Schacht 2000; Hinojosa et al. 2001; McFadden et al.
2004; Merceron-Martinez et al. 2012).

2.6. Implantes cocleares
Los implantes cocleares son dispositivos que permiten la recuperacion de la audicion en
individuos que padecen sordera sensorinerual. Este tipo de prétesis sustituye los procesos de

transduccion que tienen lugar en el oido interno al codificar la intensidad, la composicién
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espectral y la estructura temporal del estimulo acustico y estimular regiones cocleares especificas

con trenes de pulsos eléctricos.

El hecho de estimular directamente a las neuronas del ganglio espiral hace que este grupo celular
sea relevante para el funcionamiento del sistema auditivo de individuos sordos implantados con
protesis cocleares (Dillier et al. 2002; Nadol et al. 1989). Las NGE que no mueren como
consecuencia de la sordera son capaces de generar y propagar potenciales de accién (Hartmann
et al. 1984; Javel y Shepherd 2000; Shepherd y Javel 1997). De hecho, sus axones poseen cierto
grado de mielinizacidn, incluso en individuos con sordera profunda de larga duracidn. Sin
embargo, la desmielinizacion que tienen lugar en ellas incrementa su capacitancia de membrana,
disminuyendo la eficiencia de la respuesta neuronal e incrementando la probabilidad de que se

bloquee la propagacion de los potenciales de accion (Shepherd y Javel 1997).

Por otra parte, la perdida de los procesos dendriticos de las NGE altera la impedancia eléctrica en
varias regiones cocleares, variando la distribucion espacial de los campos eléctricos producidos
por la estimulacidn (Suesserman y Spelman 1993). Ademas, la pérdida de las dendritas hace que
el sitio de generacién de potenciales de accidn se desplace hacia el soma neuronal, e incluso hacia
el axon (Javel y Shepherd 2000; Shepherd et al. 2001; Van den Honert y Stypulkowski 1984),
produciendo, entre otras modificaciones, el aumento del umbral de la respuesta neuronal

(Shepherd et al. 2005; Shinohara et al. 2002; Yamagata et al. 2004).

Los implantes cocleares producidos en la actualidad estdn compuestos por cuatro elementos
principales: un micréfono, un procesador de voz o procesador externo, un recibidor-estimulador
o procesador interno y un arreglo de electrodos. De ellos, los dos ultimos son los elementos

implantables de la proétesis (Seligman y Shepherd 2004).

El estimulo captado por el micréfono es enviado al procesador de voz. Este lo amplifica y
descompone en bandas de frecuencias, las cuales son conducidas y procesadas por vias
diferenciales, denominadas canales de estimulacidn. El procesador externo cuenta, ademas, con
una bobina cuya funcién es transmitir hacia el recibidor-estimulador los datos sobre los estimulos
acusticos y la energia necesaria para el trabajo del procesador interno. Por su parte, el recibidor-
estimulador decodifica los datos enviados y genera el patron de pulsos eléctricos con el que se

estimula la céclea (Clark et al. 1983).

El arreglo de electrodos consiste en un determinado nimero de contactos de platino o de aleacién

platino/iridio. Generalmente, poseen entre 6 y 22 contactos, siendo su nimero igual a la cantidad
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de canales de estimulacién del implante. Los electrodos se distribuyen a lo largo de un soporte
flexible de silicona que se inserta en el interior de la escala timpdnica de la cdclea, de manera que

estimule diferentes poblaciones de NGE (Clark et al. 1983; Lilly et al. 1955).

Aunque la forma de onda de los pulsos eléctricos implementados en la actualidad puede variar
(Bahmer et al. 2010; Eddington et al. 2004), el estimulo mas usado en los implantes cocleares
consiste en trenes de pulsos de corriente bifasicos (Seligman y Shepherd 2004). Ambas fases del
pulso tienen igual carga, por lo que la carga neta del estimulo es cero (Lilly et al. 1955). La
importancia de estimular con pulsos bifasicos balanceados en carga radica en disminuir las
cantidades de gases, iones cloratos y productos de la corrosion del platino que se originan a partir
de las reacciones electroquimicas que median la entrega de carga del electrodo. Estos
compuestos producen cambios en el pH del medio y provocan la generacidon de corrientes
directas, produciendo la muerte de las NGE y el aumento de los umbrales de audicién (Huang et

al. 2001; Robblee y Rose 1990; Shepherd et al. 2006).

Otro aspecto importante relacionado con la estimulacion eléctrica de la cdclea es la configuracién
de electrodos que se utilice. Las configuraciones mas usadas actualmente son la monopolary la
bipolar, aunque también se han realizado investigaciones con configuraciones tripolares y
tetrapolares. En la configuracion bipolar, la corriente eléctrica es aplicada entre dos electrodos
localizados en el interior de la céclea. Esto permite la estimulaciéon de regiones restringidas del
nervio auditivo, posibilitando una mejor discriminacién de la frecuencia del estimulo acustico
(Bierer y Middlebrooks 2004; Boéx et al. 2003). Sin embargo, tiene como desventaja que si el
electrodo se sitla relativamente lejos de su blanco, aumenta el umbral sensorial. En la
estimulaciéon monopolar, el electrodo de referencia se localiza en un drea alejada de la superficie
de estimulacidn, generalmente en el musculo temporal o en el recibidor/estimulador. Esto
posibilita reducir los umbrales sensoriales, aunque se pierde parte de la especificidad en

frecuencia de la estimulacién (Snyder et al. 2004, 2008).

Las principales caracteristicas temporales de los pulsos eléctricos bifasicos son la duracién de las
fases del pulso (DF), el tiempo entre fases (TEF) y el tiempo entre estimulos (TEE), siendo esta
ultima equivalente a la frecuencia de repeticién. La DF puede varia entre 20 ps y 200 us, aunque
la mayoria de los implantes modernos utilizan duraciones de pulsos pequenfas, inferiores a los 100
us. (Seligman y Shepherd 2004; Wieringen et al. 2008). Por su parte, el TEF se define como el

tiempo que media entre el final de la fase positiva del pulso eléctrico y el comienzo de su fase
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negativa. Puede tener valores entre 0 pus y 100 ps. A partir de este valor la presencia de la segunda
fase deja de ser funcional, siendo la respuesta neuronal similar a la generada por estimulos

monofasicos (Shepherd y Javel 1999).

Las gama de frecuencias de repeticién de los implantes cocleares modernos es de 250-2 400
pulsos por segundo (pps) por cada canal de estimulacidon. Teniendo en cuenta todos los
electrodos, la frecuencia de repeticidn varia entre 1 500 pps y 18 000 pps. Por tanto, la
estimulacion del nervio auditivo se realiza con TEE inferiores al periodo refractario de las NGE
(Friesen et al. 2005; Heffer et al. 2010). El uso de estas elevadas frecuencias de repeticién mejora
el reconocimiento del habla, al producir un patrén de respuesta neuronal mds cercano al que

tendria lugar frente a estimulos acusticos (Pfingst et al. 2007; Zeng et al. 2002).

2.7. Potenciales evocados auditivos generados por estimulos eléctricos intracocleares

La respuesta del sistema auditivo a estimulos eléctricos intracocleares ha sido estudiada, entre
otras técnicas, mediante registros uni-neuronales, registros multi-neuronales y potenciales
evocados. De estos ultimos, los mas utilizados han sido el potencial evocado auditivo de tallo
cerebral generado por estimulacién eléctrica (PEATC-e) y el potencial de accidon compuesto del

nervio auditivo generado por estimulacion eléctrica (PAC-e).

La morfologia del PEATC-e es similar a la del potencial de tallo evocado por estimulos acusticos
(Fig. 5 A). Sin embargo, la latencia del PEATC-e es aproximadamente 1 ms menor que la del PEATC.
Esto se debe a que la velocidad de transmisidn de la sefial eléctrica desde el micréfono del
implante hasta los electrodos de estimulacién es mucho mayor que la de la transmisién de la
informacién de la onda sonora (Guiraud et al. 2007). Otra causa es la mayor sincronia de la
respuesta de las neuronas del nervio auditivo a estimulos eléctricos, respecto a estimulos
acusticos (Hartmann et al. 1984; Van den Honert y Stypulkowski 1984). Esta mayor sincronia hace

ademas que disminuya la gama dinamica del potencial evocado (Shepherd y Javel 1997).

En la actualidad, el registro electrofisiolégico mas empleado en la clinica de los implantes
cocleares es el PAC-e (Abbas et al. 1999; Dillier et al. 2002; Patrick et al. 2006). Este tipo de
respuesta se obtiene empleando los mismos electrodos de estimulacién del implante y
trasmitiendo la sefial electrofisiolégica desde el procesador interno a los equipos de medicién
mediante ondas de radio (Dillier y Lai 1995; Gordon et al. 2004). Su principal aplicacién ha sido la
obtencién de umbrales de audicién para confirmar la correcta insercién de los electrodos de

estimulacion coclear, monitorear el funcionamiento del implante y ajustar las intensidades de
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2 ms

Fig. 5: Oscilogramas de potenciales evocados auditivos generados por estimulos eléctricos en
curieles. En ambos casos la amplitud de respuesta se muestra en unidades arbitrarias.

A) Potencial evocado auditivo de tallo cerebral. Los nimeros sefialan los picos visibles en la
respuesta. Los picos Il y Il de este potencial equivalen, respectivamente, a los pico IV y V del
PEATC-e obtenido en humanos. El drea sombreada corresponde al artefacto de registro
provocado por el estimulo eléctrico.

B) Potencial de accion compuesto del nervio auditivo. Se sefalan las ondas de potencial
visibles del registro.



estimulacion (Brown et al. 2000; Cafarelli et al. 2005; Eisen y Franck 2004; Miller et al. 2008; Potts
et al. 2007; Thai-Van et al. 2004).

El PEAC-e se encuentra formada por un pico negativo (N1), que se genera entre 0.2 ms 'y 0.4 ms
después del comienzo de la estimulacidn (Miller et al. 2004). La onda N; es seguida de un pico
positivo (P1), el cual posee una latencia que varia entre 0.6 ms y 0.8 ms (Fig. 5 B). Generalmente,
la amplitud de la respuesta es de varios cientos de microvoltios (Cullington 2000). La onda P;

puede estar seguida por otro pico negativo (Nz), aunque este no siempre estd presente.

2.8. Efecto de las variables temporales de la estimulacion eléctrica intracoclear sobre la
percepcion auditiva

En las respuestas producidas por estimulos eléctricos, |la carga del pulso es la principal variable de
la cual que depende la sonoridad o intensidad perceptual, siendo esta definida como la intensidad
de estimulacién obtenida a partir de la respuesta psicofisica del sujeto. En una simplificaciéon de
los mecanismos neuronales involucrados en la intensidad perceptual, se asume que su magnitud
es proporcional a la actividad de las neuronas auditivas que responden a la estimulacién. Por
tanto, depende de dos mecanismos basicos: la cantidad de neuronas que responden y su
frecuencia de potenciales de accidon. Un aumento equivalente de la intensidad perceptual puede
ser logrado al incrementarse la frecuencia de descarga de las neuronas que responden, sin que se
sumen otras unidades sensoriales, o aumentando la cantidad de neuronas que se encuentran

respondiendo mediante el proceso de reclutamiento (Botros y Psarros 2010).

Pese a que los umbrales psicofisicos absolutos pueden variar entre diferentes sujetos, la relacién
gue existe entre este parametro conductual y la DF es relativamente constante. Al aumentar la
DF, se produce la disminucién progresiva del umbral psicofisico (Moon et al. 1993; Pfingst et al.
1991; Smith y Finley 1997). Similar comportamiento ha sido encontrado estudiando el efecto de
dicha variable de estimulacidn sobre la respuesta auditiva registrada al nivel del VIl nervio craneal

(van den Honert y Stypulkowski 1984; Parkins 1989; Shepherd y Javel 1999).

Otra propiedad de la respuesta psicofisica influenciada por la duracién de la fase del estimulo, es
la relacion que existe entre la intensidad de estimulacidn y la magnitud de la respuesta. A medida
que aumenta la DF, aumenta la gama dindamica de la respuesta auditiva (Zeng et al. 1998). A la

vez, disminuye la pendiente de la curva intensidad/respuesta (Ferguson et al. 2003).

La respuesta conductual de los pacientes implantados con protesis cocleares puede ademas

modificarse al variar el tiempo entre las fases positiva y negativa del pulso eléctrico. La
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disminucién de esta variable produce un incremento exponencial de la intensidad de la corriente
necesaria para generar respuestas con la misma intensidad perceptual. Este efecto del TEF sobre
la respuesta psicofisica depende de la intensidad de estimulacion, siendo mayor al utilizar

intensidades cercanas al umbral (McKay y Henshall 2003).

2.9. Relacidn entre el estado funcional de la via auditiva, la respuesta electrofisiologica y la
respuesta psicofisica de individuos sordos

Como se menciond anteriormente, la principal aplicacién médica de los potenciales evocados
auditivos en pacientes con implantes cocleares ha sido la obtencién de umbrales
electrofisioldgicos. Sin embargo, los coeficientes de correlacidn existentes entre estos umbrales
y los obtenidos conductualmente, aunque estadisticamente significativos, son relativamente
bajos. Esta correlacién, ademas, disminuye a medida que aumenta la frecuencia de repeticion de
los pulsos eléctricos, lo cual sugiere que la respuesta auditiva, en pacientes implantados, depende
de la integracion temporal de los estimulos eléctricos y de las propiedades refractarias de las

neuronas auditivas (McKay et al. 2005; Potts et al. 2007).

Se ha demostrado que el aumento del tiempo de deprivacion sensorial incrementa el umbral y
disminuye la amplitud del PEATC-e en gatos, principalmente de los picos | y Il del potencial
evocado (Shepherd et al. 1999; Shepherd y Javel 1997). Como se menciond anteriormente, estos
picos son generados, respectivamente, al nivel del VIl nervio craneal y de los nucleos cocleares
ipsilaterales al oido estimulado. En animales con sordera de larga duracién, pueden incluso

desaparecer debido a la disminucién del nimero de NGE (Shepherd y Javel 1997).

Otros experimentos realizados en modelos animales han demostrado que la amplitud maxima y
la pendiente de la funcidn intensidad/respuesta de los potenciales evocados auditivos generados
por estimulos eléctricos estan correlacionadas con la densidad de NGE (Hall 1990; Miller et al.
1995; Smith y Simmons 1983). A nivel psicofisico, existen evidencias de que el umbral y la gama
dindmica de la respuesta auditiva de primates no humanos dependen de la supervivencia del

nervio auditivo (Pfingst et al. 1981).

El umbral del PAC-e puede predecir el umbral de la respuesta psicofisica y el nivel de estimulaciéon
confortable (maxima intensidad de estimulacidon que no provoca molestias auditivas, o que no
genera el reflejo estapedial) (Brown et al. 2000; Cafarelli et al. 2005; Lai 2004; Smoorenburg et al.
2002). Ademas, la pendiente de la funcion intensidad/respuesta del PAC-e se correlaciona

positivamente con el reconocimiento del habla de pacientes implantados (Kim et al. 2010). Pese
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a estos hallazgos prometedores, otros intentos por correlacionar la amplitud de la respuesta
electrofisioldgica con la respuesta conductual, especificamente con la comprensiéon del habla de
pacientes implantados, no han dado resultados positivos (Abbas y Brown 1991; Battmer et al.

2005; Brown et al. 1995, 1999; Turner et al. 2002).

Existen otras caracteristicas de la respuesta electrofisioldgica y conductual que pudiesen estar
correlacionadas entre siy a su vez depender de la degeneracion de la via auditiva. Los cambios de
corriente necesarios para que las respuestas producidas por pulsos eléctricos intracocleares de
diferente DF tengan una misma intensidad perceptual, varia entre 2 dB y 6 dB cuando se duplica
la duracion del pulso. Esta diferencia de corriente se encuentra relacionada con la duraciéon de la
sordera, resultado que sugiere que el efecto de la DF sobre la respuesta auditiva depende del
grado de degeneracion de la via auditiva (MacKay y McDermott 1999; Miller et al. 1999). Esta idea
se apoya ademas en el hecho de que la diferencia entre los umbrales del PEATC-e generados por

estimulos con diferente TEF disminuye con la duracién de sordera (Miller et al. 1995).

Otro aspecto a analizar son las propiedades refractarias de la respuesta auditiva generada por
estimulos eléctricos en individuos sordos. A nivel de neuronas individuales, estas caracteristicas
han sido estudiadas mediante modelos computacionales de neuronas del ganglio espiral (Mino y
Rubinstein 2006; Negm y Bruce 2008) y experimentos in situ (Cartee et al. 2000; Hartmann et al.
1984; Shepherd et al. 2004). Los resultados encontrados demuestran que el periodo refractario

absoluto de este grupo neuronal se prolonga a medida que aumenta la duracion de la sordera.

A nivel de potencial evocado, las caracteristicas refractarias de la respuesta se analizan a través
de la funcién de recuperacion. Esta funcidon representa la amplitud de la respuesta a un
determinado estimulo (considerado estimulo de interés, estimulo blanco o estimulo prueba) en
relacién al tiempo que media entre él y un estimulo precedente (considerado este como estimulo

mascara) (Botros y Psarros 2010; Brown et al. 1990; Miller et al. 2000; Morsnowski et al. 2006).

Al emplear potenciales evocados, se ha propuesto que la diferencia entre la amplitud maxima de
la funcién de recuperacion del PAC-e y la amplitud obtenida con un TEE de 2 ms pudiese utilizarse
como criterio de clasificacion de las propiedades refractarias del nervio auditivo de pacientes
implantados (Goffi-Gomez et al. 2010). Sin embargo, estos autores no obtuvieron evidencias de
que la diferencia de amplitud antes sefialada estuviese relacionada con la duracidén de la sordera.
Resultados equivalentes han sido encontrados analizando la funcidn de recuperacién del PEATC-

e de ratones con déficit de mielina en el sistema nervioso periférico (Zhou et al. 1995). En estos
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animales, la diferencia de amplitud entre la respuesta maxima y la obtenida con un TEE de 0.7 ms
estuvo disminuida respecto a individuos controles pero no tuvo relacién con la supervivencia del

ganglio espiral.

Otros parametros de la funcion de recuperacién, como la constante de tiempo (t), han sido
propuestos como predictores de la respuesta psicofisica en pacientes implantados. La constante
de tiempo se define como el TEE al que cual la amplitud de respuesta varia 0.63 veces en relacién
a una amplitud de referencia (generalmente la amplitud maxima o minima de la funcién). Esta
variable, cuando la respuesta auditiva es analizada mediante PAC-e, pudiese indicar la frecuencia
de repeticion de pulsos preferida por el sujeto (Abbas et al. 2004; Brown et al. 1990; Kiefer et al.
2001; Shpak et al. 2004).

La 7 de la funcion de recuperacién del PAC-e se encuentra correlacionada negativamente con la
diferencia entre la intensidad umbral del PAC-e y la intensidad umbral de la respuesta psicofisica
(Mduller-Deile et al. 2003). Adem3s, resultados obtenidos recientemente sugieren que la T del PAC-
e disminuye al prolongarse la duracion de la sordera (Botros y Psarros 2010). Estos autores,
estudiando modelos matemadticos de la respuesta del nervio auditivo, observaron que las
funciones de recuperacion mas lentas (con mayores T) estan asociadas con poblaciones
neuronales de mayor tamafio. Este resultado, unido al hecho de que el efecto del TEF de los
estimulos eléctricos intracocleares es mayor cuando la intensidad de estimulacion es cercana al
umbral (McKay y Henshall 2003; Shepherd y Javel 1999), sugiere que las variaciones de la
respuesta auditiva provocadas por cambios en el patron temporal de estimulacidén son mayores
en sujetos con un sistema auditivo relativamente conservado. Estas variaciones de amplitud
pudieran reflejar un mayor grado de reclutamiento neuronal y una mayor capacidad de
codificacion de las caracteristicas temporales de los estimulos eléctricos, existentes en sujetos

con sordera de corta duracién (McKay y McDermott 1998).
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3. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en el Centro de Neurociencias de Cuba, La Habana, Cuba
(estudios de maduracidn del procesamiento temporal auditivo) y la Universidad de Melbourne,
Australia (estudios con estimulos eléctricos intracocleares en animales sordos). Los disefios de
investigacion fueron aprobados por los comités de ética correspondientes (Comité de Etica del
Centro de Neurociencias de Cuba y Comité de Etica de Experimentacién Animal del Hospital
Victoriano para Visién y Audicidn). Estos fueron desarrollados segln las normas regulatorias
para el manejo y cuidado de animales de laboratorio existentes en cada pais: Directivas 13 y 14
del Centro Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) acerca del
cuidado y uso de animales de laboratorio y Normas para la experimentacién animal del

Departamento Nacional de Salud e Investigacién Médica de Australia.

3.1. Maduracién del Procesamiento Temporal Auditivo

3.1.2. Sujetos experimentales

La muestra del estudio estuvo conformada por 56 ratas Wistar (Rattus norvegicus). La seleccion
de este modelo experimental se debié a que, a diferencia de otros grupos taxondmicos como
gatos o curieles, las ratas son animales altricios respecto a la audicién. Es decir, en esta especie
las primeras sensaciones auditivas tienen lugar después del nacimiento, lo cual permite estudiar
la maduracidon de la respuesta electrofisiolégica desde el momento en que la audicién es

adquirida hasta que el animal es adulto.

En dependencia de la edad, los animales fueron distribuidos en los siguientes grupos
experimentales: 12, 14, 15, 20, 25, 35 y 70 dias posteriores al nacimiento (DPN). Cada grupo
estuvo compuesto por ocho individuos. Animales con edades inferiores a 12 DPN no fueron
incluidos en el estudio debido a que el pequefio tamafio de sus oidos externos imposibilita la
realizacion de los protocolos experimentales. Especificamente no permite colocar el audifono
de insercion empleado en la estimulacidn. Los grupos etarios seleccionados coindicen con los
de estudios previos acerca de la maduracidon del sistema auditivo en ratas (Blatchley et al. 1987;
Freeman et al. 1996). El DPN cero fue definido como el dia del nacimiento. Animales con 70

DPN fueron considerados adultos en relacién a la audicién (Blatchley et al. 1987).

Los individuos fueron mantenidos en cajas estdndar para animales de laboratorio, bajo un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas y temperaturas entre 22-24 °C. En todo momento, tuvieron libre

acceso a comida y agua. Para la realizacion de los registros electrofisioldgicos, cada animal fue



anestesiado con una inyeccion intraperitoneal (ip) de Ketamina (75.0 mg/kg) y Diazepam (5.0
mg/kg). Dosis suplementarias de estos farmacos, tipicamente un tercio de la dosis inicial, fueron
administradas sistematicamente para mantener al individuo en un estado en el que no
mostrara reflejos motores. El nivel de narcosis fue monitoreado a través del programa de
registro de potenciales evocados utilizado en el estudio. Ademas, les fue administrado Sulfato
de Atropina (0.06 mg/kg, ip) para disminuir las secreciones mucosas. La temperatura corporal
fue mantenida a 37.0 £ 0.1 ° C, empleando un termémetro (colocado en el recto del animal) y
un sistema de calentamiento corporal disefiado en el laboratorio. Todos los registros fueron

realizados de dia y la duracidn de las sesiones experimentales varid entre 2 y 4 horas.

3.1.2. Estimulacion acustica para la generacion de PEAEE

El diagrama en bloque de los dispositivos utilizados para la estimulacidn acustica y la obtencién
de la respuesta electrofisioldgica es mostrado en la figura 6. Los estimulos fueron generados
digitalmente y convertidos a forma analdgica, utilizando el sistema de estimulacion y registro de
potenciales evocados auditivos AUDIX (Neuronic S.A., Habana, Cuba). La sefial acustica fue
presentada monoauralmente en el oido derecho del animal a través de audifonos de insercion

ER 3A Etymotic Research.

Inicialmente, los animales fueron estimulados con tonos de 4 kHz, 6 kHz u 8 kHz modulados
sinusoidalmente en amplitud a 115 Hz, con una profundidad de modulacién de 95 %. Pese a que
estos estimulos pertenecen a la gama de baja frecuencias del espectro audible de ratas, su
utilizaciéon es valida debido a la existencia de un pico de sensibilidad de la especie en 8 kHz
(Heffner et al. 1994; Hernandez et al. 2005; Kelly y Masterton 1977). Tonos menores que 8 kHz
han sido utilizados en otros estudios de potenciales evocados en ratas y otras especies de
roedores con similar sensibilidad espectral (Kuwada et al. 2002; Perez-Alcazar et al. 2008). Por
otra parte, la frecuencia de modulacién empleada (115 Hz) permite estudiar el PEAEE generado
principalmente en estructuras del tallo cerebral (Kuwada et al. 2002; Szalda y Burkard 2005),
region que es también responsable del resto de las respuestas electrofisiolégicas analizadas en

el trabajo.

La intensidad de estimulacion fue variada en pasos descendentes de 10 dB, desde 80 dB SPL (1
dB SPL~20 pP) hasta una intensidad sub-umbral. Posteriormente, el nivel del tono fue
incrementado 5 dB y la intensidad umbral fue determinada. Esta fue definida como la minima

intensidad de estimulacién a la cual la amplitud obtenida a 115 Hz era estadisticamente
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Fig. 6: Diagrama en bloque de los equipos y pasos de procesamiento de sefiales utilizados para
la obtencién del potencial evocado auditivo de estado estable y la respuesta de seguimiento
de la modulaciéon. En el animal se encuentran representadas las posiciones de los diferentes
electrodos de registro. La amplificacidn, filtraje y digitalizacién de la sefial electrofisiolégica no
representan equipos independientes sino pasos necesarios para la obtencién del registro.



diferente del nivel de ruido del registro. El programa de estimulacién del sistema AUDIX muestra
las intensidades de estimulacion en dB HL (del inglés hearing level). La unidad de dB HL se define
como la menor intensidad media de sonido (calculada en una poblacién de humanos jovenes) que
produce sensacion auditiva. Debido a ello, fue necesario emplear una tabla de conversién entre
este tipo de escala y la intensidad del estimulo expresada en dB SPL. Esta tabla se muestra en el

ANEXO 1.

Una vez obtenido el umbral del PEAEE a estimulos con 95 % de profundidad de modulacién, los
individuos adultos fueron estimulados con cada uno de los tonos incluidos en el estudio (4 kHz, 6
kHz y 8 kHz), presentados a 30 dB SPL, 50 dB SPL y 65 dB SPL. En todos los casos se utilizaron
varios niveles de profundidad de modulacién (95%, 70%, 50%, 20%, 10% y 5 %). Este parametro
fue variado de manera aleatoria entre 95 % y un valor al cual no se obtuviese respuesta. Para cada
profundidad de modulacién, el umbral del PEAEE fue determinado segun la metodologia descrita

previamente en este epigrafe.

Posteriormente, los animales fueron estimulados con tonos de 8 kHz, presentados 30 dB por
encima del umbral de respuesta obtenido cuando la profundidad de modulacion fue 95 %. Esta
escala de intensidad es equivalente a la de dB SL (del inglés sensation level) empleada en
humanos. El dB SL se define como la intensidad de un sonido en relacién a la minima intensidad
que provoca sensacion auditiva en un individuo. La tabla de intensidades (en dB SPL)
correspondiente a +30 dB respecto al umbral del PAEE de los sujetos experimentales es mostrada

en el ANEXO 2.

Los animales del resto de los grupos etarios fueron estimulados con tonos de 8 kHz y 30 dB SPL,
50 dB SPL y 65 dB SPL de intensidad. Para cada intensidad, los estimulos tuvieron diferentes
profundidades de modulacion (95%, 70%, 50%, 20%, 10% y 5 %), las cuales fueron presentadas de
manera aleatoria. El umbral del PEAEE fue determinado con cada profundidad de modulacidn,
segln la metodologia descrita en parrafos anteriores. A continuacién, los animales fueron
estimulados con tonos de 8 kHz, presentados a 30 dB por encima del umbral obtenido cuando la

profundidad de modulaciéon fue 95%.

Las intensidades incluidas en este experimento (30 dB SPL, 50 dB SPLy 65 dB SPL) corresponden
a diferentes regiones de la curva de codificacion de intensidad obtenida en ratas adultas
registrando potenciales evocados auditivos de tallo cerebral (intensidades cercanas al umbral,

aproximadamente en el centro de la gama dindmica y cercanas a la saturacién, respectivamente)
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(Blatchley et al. 1987). El maximo nivel utilizado (65 dB SPL) es comparable al empleado en otros
estudios de maduracion del sistema auditivo (Blatchley et al. 1987; Savio et al. 2001). Es también
equivalente al empleado en investigaciones previas de potenciales evocados auditivos en
diferentes modelos animales (Dolphin et al. 1994; Pauli-Magnus et al. 2007; Perez-Alcazar et al.
2008). Todos los valores de intensidades estan referidos a un oido artificial Briiel & Kjeer (modelo
4152). La calibracién del sistema de estimulaciéon fue realizado con un sonémetro Briel & Kjzer
(modelo 2250), un micréfono Briel & Kjaer (modelo 4144) y un acoplador de 2 cc Briel & Kjeer

(modelo DB-0138).

3.1.3. Registro del PEAEE

La respuesta auditiva fue obtenida empleando el sistema de estimulacion y registro de
potenciales evocados auditivos AUDIX. La actividad eléctrica fue registrada diferencialmente con
electrodos subcutaneos situados en el vértice de la cabeza del animal (electrodo positivo), en el
cuello (electrodo negativo) y en el abdomen (electrodo a tierra). La impedancia de los electrodos
fue mantenida por debajo de 10 kQ. La respuesta electrofisiolégica fue amplificada con una
ganancia de 1.2 x103, filtrada entre 10 Hz y 300 Hz y digitalizada con una frecuencia de muestreo

de 920 Hz y 16 bits de resolucion.

Cada registro estuvo compuesto por 16 segmentos sincronizados con la frecuencia de modulacién
del estimulo. Cada uno estuvo formado a su vez por 16 secciones de 512 puntos. Variaciones de
potencial superiores a 50 uV fueron consideradas artefactos eléctricos. Todas las secciones con
presencia de artefactos fueron rechazadas de manera automatica durante el registro de la sefial.
El registro electrofisioldgico fue finalizado una vez completados 12 segmentos libres de

artefactos.

3.1.4. Procesamiento y andlisis estadistico del PEAEE

Los segmentos de cada registro fueron promediados y transformados al dominio de la frecuencia
através de la Transformada Rapida de Fourier. Para la deteccion del PEAEE, fue utilizada la prueba
T2 de Hotelling (Valdes et al. 1997). Esta prueba evalla la diferencia estadistica entre dos medias
estimadas (sefial y ruido en este caso). En nuestros experimentos, el PEAEE (sefal) correspondio
con la amplitud espectral obtenida a 115 Hz (frecuencia de modulacién del estimulo) (Fig. 7 A).
Mientras, la media y la variabilidad del ruido fueron estimadas a partir de los 60 componentes de

frecuencias localizados a cada lado de la sefial.

Una de las variables de respuesta analizadas fue la intensidad umbral del PEAEE obtenida
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Fig. 7: Representacion esquematica de estimulos acusticos utilizados para la obtencidon de
potenciales evocados auditivos.

A) Tono continuo de amplitud modulada empleado para generar potenciales evocados
auditivos de estado estable. El panel izquierdo muestra el oscilograma de un estimulo
modulado en amplitud a 115 Hz mientras que el panel derecho muestra el espectro de
potencia de un registro electrofisioldgico obtenido en respuesta al estimulo. El pico en 115
Hz (sefialado con un asterisco) corresponde a la respuesta auditiva.

B) Fragmento de un estimulo empleado para generar la respuesta de seguimiento de la
modulaciéon. Nétese en el panel izquierdo las variaciones en la frecuencia de modulaciéon de
amplitud. En la seccién inferior se representan las oscilaciones del estimulo durante un ciclo
de modulacién. En el panel derecho se representa el barrido lineal de frecuencias de
modulacién para los estimulos empleados en los experimentos.
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al modular la amplitud de cada tono con cada uno de los valores de profundidad de modulacién
mencionados en esta seccion del documento. Ademds, fue analizada Ila amplitud de la
respuesta a cada una de las profundidades de modulacién, cuando los animales fueron
estimulados con tonos de intensidad supra-umbral. Para ello, fueron construidas curvas de
intensidad umbral y de amplitud del PEAEE contra la profundidad de modulacidn. En el caso de
las respuestas umbrales, las curvas fueron ajustadas a la siguiente funcién exponencial (r>0.85,
p<0.05): [u = Juge~(*mod=%modo)/T qonde Ju representa la intensidad umbral obtenida a una
determinada profundidad de modulacién (%mod), Iu, la intensidad umbral maxima (obtenida
a la profundidad de modulacién %mod,,) y T la constante de tiempo de la funcion, definida como
el %mod al cual Iu varié 0.63 veces Iugy. La disminucion del umbral del PEAEE en funcién de la
profundidad de modulacion fue tomada como la diferencia entre el umbral de respuesta maximo
y el obtenido a la profundidad de modulacién correspondiente a tres veces la 7 de la funcién

exponencial (valor equivalente a una disminucion de la intensidad umbral del 95 %).

Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnoff. Como
estadigrafos de posicidn y dispersion fueron utilizados la media, la desviacidn estandar y el error
estandar de la media. Los promedios de intensidad umbral de los animales adultos fueron
comparados mediante un ANOVA bi-factorial, utilizando como factores la frecuencia del tono y la
profundidad de modulacién. Esta prueba estadistica fue también utilizada para estudiar el efecto
de la intensidad y la profundidad de modulacién sobre la amplitud del PEAEE producido por cada
uno de los estimulos incluidos en el estudio. Igualmente fue empleada para comparar los
umbrales de PEAEE de los diferentes grupos etarios, obtenidos para cada tono al variar la
profundidad de modulacién. El efecto de la edad sobre la disminucion del umbral en funcién de
la profundidad de modulacién fue analizado mediante un ANOVA de clasificacidn simple. Las
amplitudes de PEAEE de los diferentes grupos etarios, obtenidas frente a tonos de 8 kHz de igual
intensidad pero con diferentes profundidades de modulacidn, fueron analizadas con un ANOVA
bi-factorial. Esta misma prueba fue usada para comparar las amplitudes de respuesta de los
distintos grupos, cuando los estimulos tuvieron +30 dB de intensidad en relacién al umbral y
diferentes profundidades de modulacién. En los casos en que existieron diferencias significativas

entre las medias, fue utilizada la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0.05).

3.1.5. Estimulacion acustica para la generacion de la RSM
Los estimulos acusticos fueron generados mediante el sistema de estimulacién y adquisicion de

potenciales evocados auditivos MASTER (John y Picton 2000; www.mastersystem.ca), a través
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del programa SWEEP_V1, desarrollado para la obtencion y procesamiento de la respuesta de
seguimiento de la modulacién (RSM). El diagrama en bloque del equipamiento y los pasos

utilizados se corresponden con lo mostrado en la figura 6.

La intensidad de estimulacidn fue controlada mediante un audiémetro Madsen Orbiter 922-2 y
los estimulos fueron presentados monoauralmente en el oido derecho del animal a través de
audifonos de insercidn ER 3A Etymotic Research. La sefial de estimulacidn consistié en tonos de
4 kHz u 8 kHz modulados en amplitud y ruido de banda ancha (RBA) modulado en amplitud. El
pico de intensidad para el RBA fue obtenido a 3.4 kHz con una atenuacién de 3 dBa 2.1y 4.2 kHz,
yde7dBal.2y5.3kHz.

La profundidad de modulacién de amplitud de todos los estimulos fue 100 %. Esta profundidad
de modulacién es equivalente a la empleada en estudios de la maduracién del PEAEE de humanos
(Savio et al. 2001) y en otros que describen la RSM (Artieda et al. 2004; Perez-Alcazar et al. 2008;
Purcell et al. 2004). La frecuencia de modulacién de amplitud fue variada linealmente a lo largo
de la estimulacion (Fig. 7 B). Para el caso del RBA, el barrido de frecuencias de modulacién fue
realizado entre 20-200 Hz, mientras que la amplitud de los tonos de 4 kHz y 8 kHz fue modulada
a frecuencias entre 10-190 Hz y 30-210 Hz, respectivamente. La frecuencia de modulacién fue
incrementada en la primera mitad de cada barrido desde su valor minimo hasta el maximo. En la
segunda mitad, fue disminuida en simetria con la primera. Cada barrido de frecuencias tuvo una
duracién de 30.72 s (Fig. 7 B, panel derecho). En total, para cada tipo de estimulo fueron

presentados 30 barridos de forma continua.

Para los animales adultos, diferentes intensidades de estimulacién fueron presentadas en orden
ascendente, con pasos de 10 dB entre 30 dB SPLy 70 dB SPL y pasos de 5 dB entre 70 dB SPLy 80
dB SPL. Para el resto de los grupos, la intensidad fue fijada en 80 dB SPL. Todos los valores de
intensidades estan referidos a una oido artificial Briel & Kjeer (modelo 4152). La calibracién del
sistema de estimulacién fue realizada con un sonémetro Briel & Kjar (modelo 2250), un

micréfono Briiel & Kjaer (modelo 4144) y un acoplador de 2 cc Briiel & Kjeer (modelo DB-0138).

3.1.6. Registro de la RSM

La actividad eléctrica cerebral fue obtenida con el sistema MASTER. La respuesta auditiva fue
registrada diferencialmente con electrodos subcutaneos situados en el vértice de la cabeza del
animal (electrodo positivo), en el cuello (electrodo negativo) y en el abdomen (electrodo a tierra).

Los registros fueron amplificados con una ganancia de 10% y filtrados entre 10 Hz y 300 Hz
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mediante un amplificador Grass P55C. La tarjeta de adquisicidn utilizada (National Instruments)
aplicdé una ganancia adicional de cinco. Posteriormente, la sefal fue digitalizada con una

resolucidn de 16 bit y 2 kHz de frecuencia de muestreo.

3.1.7. Procesamiento y andlisis estadistico de la RSM

El analisis de las respuestas fue realizado fuera de linea. El fragmento de registro correspondiente
a cada barrido de frecuencias de modulacion fue a su vez dividido en segmentos de 1.024 s. La
mediay la desviacion estandar del ruido fueron estimadas para cada barrido y también para cada
segmento de 1.024 s, en una banda de frecuencias que incluia la respuesta electrofisiolégica (10-
210 Hz). Fueron rechazados aquellos segmentos con nivel medio de ruido superior en 1.5
desviaciones estandar a la media de ruido del barrido. Como consecuencia, el nimero de
segmentos podia variar entre los diferentes registros. De igual manera, podia variar la posicién
en el registro de estos segmentos eliminados. De forma general, menos del 4 % de los segmentos

fueron eliminados y estos estuvieron aleatoriamente distribuidos a lo largo del registro.

Los registros obtenidos en respuesta a los 30 barridos de frecuencia de modulaciéon fueron
promediados de manera sincrénica en el dominio del tiempo. Para la extraccion de la RSM fue
utilizado un analizador de Fourier con sinusoides de referencia ortogonal, ajustadas a la
frecuencia instantanea de modulacién del estimulo. Este método relaciona la respuesta
registrada con una oscilacién de referencia que no necesita ser estacionaria (Regan 1989). En él,
la estimacién de la amplitud y la fase de la respuesta dependen de la alineacidén que exista entre
las oscilaciones del registro y las de referencia (estimulo en este caso). A mayor sincronismo entre
ellas, mayor confiablidad en la estimacién. Debido al periodo de latencia, la oscilaciéon de la
respuesta presenta un retardo en relacion a la del estimulo. La correccién de este retardo es
necesaria en dependencia de la velocidad del barrido de frecuencias de modulacién, la resolucidn
espectral del analizador de Fourier y la latencia de la respuesta. En nuestro caso, el barrido de
frecuencias de se realizé a 11.7 Hz/s y la ventana de analisis fue de 1.024 s (representa una
resolucién espectral de 0.98 Hz). El empleo de la ventana de analisis y de la velocidad de barrido
mencionados, unido a que la latencia de los potenciales evocados auditivos de tallo cerebral de
ratas es inferior a 10 ms (Blatchley et al. 1987), permiten realizar una correcta estimacion de la
amplitud y la fase de la respuesta sin necesidad de ajustar el desfasaje existente entre la

respuesta auditiva y la oscilacién de referencia del analizador de Fourier (Aiken y Picton 2006).
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Las sefiales obtenidas con el analizador de Fourier fueron filtradas mediante filtros simples de
vagon (del inglés boxcar) de 1.024 s. Debido a la simetria entre las dos mitades del barrido de
frecuencias de modulacién, la seial producida por la segunda mitad fue invertida y promediada
con la obtenida en respuesta a la primera. Este procedimiento hizo posible mejorar la relaciéon

sefial ruido del registro.

La RSM fue analizada en la banda de frecuencias de 90-190 Hz. En esta gama, la funcién de
transferencia de la modulacidon temporal, obtenida en ratas a nivel psicofisico, tiene las mismas
caracteristicas que la de otras especies de mamiferos, incluyendo el humano (ver Fig. 3, pag. 22)
(Kelly et al. 2006). La respuesta a bajas frecuencias de modulacién fue excluida debido a que la
ketamina incrementa la amplitud de la RSM a esas frecuencias (Kuwada et al. 2002; Plourde et al.
1997). Las amplitudes obtenidas con frecuencias inferiores a 70 Hz fueron altamente variables y

no reproducibles.

Los valores de cada una de las variables de respuesta mostraron distribucion normal y
homogeneidad de varianza. Fueron utilizados, como estadigrafos de posicion y dispersion, la

media, la desviacion estandar y el error estandar de la media.

Para los animales de 70 DPN, fue realizado un ANOVA de clasificaciéon simple para comparar los
valores medios de frecuencia de modulacidn éptima (FMO, frecuencia a la cual la amplitud de la
respuesta alcanzé su maximo valor) obtenidos cuando los diferentes estimulos tuvieron una
intensidad de 80 dB SPL. Esta prueba fue igualmente empleada para comparar las FMO de las

respuestas evocadas por diferentes intensidades de un mismo estimulo.

Ademas, fue comparada la amplitud de la respuesta generada por cada estimulo, a cada una de
las frecuencias de modulacién. Para ello, los datos (amplitud contra frecuencia de modulacién
entre 90y 190 Hz) fueron ajustados y suavizados con funciones spline ctbicas (r>>0.99, p<0.001).
Las medias de las funciones suavizadas fueron comparadas por pares mediante pruebas de

permutacion (1000 permutaciones, p<0.05) (Lage-Castellanos et al. 2010).

El analizador de Fourier, ademds de estimar la amplitud de la respuesta electrofisiolégica,
también proporciona informacién acerca de la fase de la oscilacion. Esta ultima puede ser
utilizada para estimar el retardo neural (latencia) de la RSM (Kuwada et al., 2002; Pauli-Magnus
et al. 2007). El retardo neural (At) fue calculado para los diferentes tipos de estimulos a
intensidad fija de 80 dB SPL, en los animales de 70 DPN. Debido a la relacidn lineal existente entre

la fase de la respuesta y la frecuencia de modulacién del estimulo, At fue calculado a partir de la
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pendiente (m) de la recta tedrica de regresidn entre estos dos pardmetros mediante la ecuacion

At = [m/360°|. Como criterio de linealidad fue tomado r?>0.98, p<0.05.

Las siguientes variables electrofisiologicas fueron también estudiadas en el resto de los grupos
experimentales: amplitud maxima de la RSM, FMO de la respuesta y pendiente de la recta de
regresion entre la amplitud y la frecuencia de modulacién del estimulo (para frecuencias de
modulacién superiores a la FMO). Para este ultimo objetivo, los datos fueron ajustados a
funciones lineales (r*>0.95, p<0.05). El efecto de la edad y de la composicidn espectral del
estimulo sobre la FMO fue analizado mediante un ANOVA bi-factorial. Esta misma prueba fue
empleada para estudiar el efecto de la edad y del tipo de estimulo sobre la amplitud de la
respuesta a la FMO vy sobre la pendiente de caida de amplitud en funcién de la frecuencia de
modulacion. En los casos que existieron diferencias significativas entre las medias, fue realizada

una prueba de comparaciones multiples de Tukey (p<0.05).

3.2. Procesamiento temporal auditivo en animales sordos

3.2.1. Sujetos experimentales y modelo de sordera

Esta etapa del trabajo fue realizada utilizando curieles (Cavia porcellus) como modelo
experimental. Los potenciales cocleares en esta especie pueden registrarse incluso en estadios
embrionarios de desarrollo. Estos animales tienen sensaciones auditivas desde el momento del
nacimiento y ademas presentan una velocidad de maduracién muy superior a la de las ratas (Pujol
y Hilding 1973; Tokui et al. 2005). Como consecuencia, no constituyen el modelo experimental
adecuado para realizar estudios de maduracién. Sin embargo, es una especie ampliamente
utilizada en estudios acerca de la respuesta auditiva provocada por estimulos eléctricos
intracocleares en individuos sordos. Esto se debe a que, a diferencia de ratas, la céclea de C.
porcellus tiene un tamafio relativamente grande, lo cual permite la implantacién del arreglo de

electrodos intracoclear.

A cada uno de los 18 animales de la muestra experimental le fue realizado un examen otoscdpico
de la membrana timpanica y una prueba de audicion mediante potenciales evocados auditivos de

tallo cerebral (PEATC). Ninguno de los especimenes presentd dafios en la membrana timpanica.

Para el registro de los PEATC, los animales fueron anestesiados con una inyeccidn intramuscular
de Ketamina (60 mg/kg) y Xilacina (3.8 mg/kg). Posteriormente fueron colocados en una camara
de silencio para animales de experimentacién. Antes de cada sesién experimental, el nivel de

ruido en el interior de la cdmara fue medido con un sonédmetro Briiel & Kjeer (modelo 2250) y un
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micréfono Briiel & Kjaer (modelo 4189). La maxima intensidad de ruido obtenido fue tipicamente
inferior a 18 dB SPL, para frecuencias entre 50 Hz y 10 kHz, e inferior a 7 dB, para frecuencias

entre 10.5 kHz y 18 kHz.

Los individuos fueron estimulados con chasquidos de 100 ps de duracién, presentados a una
frecuencia de repeticidon de 33 Hz. Los chasquidos fueron generados empleando un procesador
multifunciones RX6-A2 (Tucker-Davis Technologies). Las intensidades de estimulacién fueron
presentadas en pasos descendentes de 10 dB desde 70 dB SPL hasta intensidades sub-umbrales.
Como transductor fue utilizada una bocina Richard Allen DT-20 situada en posicidn lateral al eje
longitudinal del animal, a 10 cm de distancia del pabellén auricular del oido en estudio. La entrada
auditiva del oido no estimulado fue bloqueada con un compuesto moldeador (Otoform®). La
emision de chasquidos del sistema fue calibrada con un sondmetro Briel & Kjeer (modelo 2250) y
un micréfono Briiel & Kjaer (modelo 4189), de manera que la maxima intensidad detectable a 10

cm de la bocina fuese 98 dB SPL.

El registro de la sefial electrofisiolégica fue realizado con una estacidon de neurofisiologia RZ2
(Tucker-Davis Technologies). Fueron utilizados los mismos parametros de registro que los
descritos en préximas secciones para la adquisicién del potencial evocado auditivo de tallo
cerebral generado por estimulacion eléctrica (PEATC-e). Como intensidad umbral fue definida la
minima intensidad de estimulacidn requerida para generar PEATC con un pico Il (pico localizado
en una ventana temporal de 2.25 a 3.25 ms a continuacién del comienzo de la respuesta), de
amplitud mayor que 0.25 pV. Todos los individuos estudiados tuvieron umbrales auditivos

normales, inferiores a 38 dB SPL.

Posteriormente, a cada uno de los animales le fue inducida una sordera bilateral con la
administracién subcutanea de Kanamicina (300 mg/kg) e intravenosa de Furosemida (150 mg/kg).
La presencia y severidad del dafio auditivo fueron evaluadas mediante la repeticién del estudio
una semana después del tratamiento ototéxico. Los animales con umbrales superiores a 90 dB
SPL fueron considerados individuos con sordera bilateral profunda. Fueron conformados tres
grupos experimentales: animales con sordera de una semana, animales con sordera de cuatro

semanas y animales sordos durante 12 semanas.

3.2.2. Cirugia
Cada individuo fue implantado con un arreglo de electrodos de ocho contactos (Cochlear Ltd.). El

implante fue colocado el mismo dia de la realizaciéon del experimento. Para ello, los animales
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fueron colocados en un marco esterotdxico para roedores pequefios con adaptadores para
curieles (David Kopf). La anestesia inicial fue inducida por la administracién intramuscular de
Ketamina (60 mg/kg) y Xilacina (3.8 mg/kg). Ademas, les fue administrado sulfato de atropina para
disminuir las secreciones mucosas. Durante toda la cirugia fueron administradas
sistematicamente dosis suplementarias de anestesia para mantener al individuo en un estado en
el que no mostrara reflejos motores. De manera general, estas fueron un tercio de la dosis inicial.
Durante todo el procedimiento, la temperatura corporal fue mantenida a 37.0 £ 0.1 °C empleando
un sistema de calentamiento con retroalimentacidn electrénica disefiado en el laboratorio. El
nivel de narcosis fue monitoreado durante el experimento a través de un osciloscopio y el

programa de registro de potenciales evocados.

La bulla derecha de cada animal fue expuesta y perforada, visualizandose el caracol auditivo. Fue
realizada una incisién en la membrana de la ventana redonda y el arreglo de electrodos fue
insertado en la escala timpanica, de manera que al menos 6 electrodos se posicionaran en el
interior de la cAclea. La ventana redonda fue cubierta con una capa de musculo. Finalmente, el
arreglo de electrodos fue conectado a un recibidor-estimulador Nucleus® CI24RE (Cochlear Ltd.)
para la posterior estimulacién eléctrica de la céclea y para la obtencidon de registros
electrofisioldgicos. Todas las sesiones experimentales comenzaron en la mafiana y su duracién

varié entre 12 y 15 horas.

3.2.3. Estimulacion eléctrica empleada para generar PEATC-e

El diagrama en bloque de los pasos de adquisicidon del PEATC-e es mostrado en la figura 8 A. Los
estimulos fueron generados con un procesador de voz Laura™ MAX (Cochlear Ltd.), acoplado a
un recibidor-estimulador Nucleus® CI24RE, utilizando un sistema de trasmision de datos mediante
radio-frecuencias. Los estimulos fueron pulsos de corriente bifasicos balanceados en carga. Fue
utilizado un patréon de estimulacién bipolar, aplicado a través del par apical de electrodos del

arreglo. El electrodo apical del par fue utilizado como catodo en la primera fase del pulso eléctrico.

Fue estudiado el efecto de las caracteristicas temporales de los estimulos eléctricos intracocleares
sobre la amplitud del potencial evocado. Para ello, fueron empleados estimulos que se
diferenciaron en la duracidn de las fases (DF), el tiempo entre fases (TEF) y el tiempo entre
estimulos (TEE). El efecto de la DF fue estudiado con pulsos de 104 ps/fase y 208 us/fase,
repetidos a 33 Hz. En ambos casos se utilizé un TEF de 8 us (Fig. 9 A). La seleccidn de los valores

de DF estuvo basada en la relacidon que existe entre esta variable y el umbral de la respuesta
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Fig. 8: Diagrama en bloques de los equipos utilizados para la obtencién de diferentes tipos de
potenciales evocados generados por estimulos eléctricos intracocleares.

A) Equipamiento empleado para la obtencién de potenciales evocados auditivos de tallo
cerebral generados por estimulacion eléctrica.

B) Equipos empleados para la obtencién de potenciales de accién compuestos del nervio
auditivo generados por estimulacion eléctrica.
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Fig. 9: Esquema de los estimulos utilizados para analizar el efecto de los parametros temporales
de la estimulacion intracoclear sobre la amplitud de los potenciales evocados auditivos de
curieles sordos.

A) Pulsos eléctricos utilizados para estudiar el efecto de la duracién del estimulo sobre la
amplitud del PEATC-e. Se representan las duraciones de fase empleadas.

B) Estimulos eléctricos utilizados para estudiar el efecto del tiempo entre fases sobre la
amplitud del PEATC-e y el PAC-e. Se muestran los valores de TEF utilizados.

C) Representacion de un par de pulsos de corriente. Se sefala el tiempo entre estimulos,
variable empleada para estudiar la funcién de recuperacién del PEATC-e y el PAC-e.



auditiva. Debido a que la gama de DF utilizada por los implantes cocleares es de 20 ps/fase a 200
us/fase aproximadamente, 104 us/fase y 208 ps/fase representan estimulos de media y larga
duracion, respectivamente. Esto hacia posible lograr la respuesta del sistema auditivo con

intensidades de estimulacion relativamente bajas.

Con el objetivo de analizar el efecto del TEF sobre la respuesta auditiva, los animales fueron
estimulados con series de pulsos con un tiempo entre fases de 8 ps y 58 ps. En ambos tipos de
series, la duracion del pulso fue de 104 ps/fase (Fig. 9 B). La frecuencia de repeticion fue de 33 Hz.
Los TEF fueron seleccionados sobre la base de la relacién que existe entre esta variable y la
probabilidad de que el estimulo eléctrico genere corrientes directas entre diferentes regiones
cocleares. Debido a esta relacién, el TEF maximo que puede utilizarse es de 100 ps. Por tanto, 8
us y 58 us representan TEF de corta y mediana duracidn. Como consecuencia, son estimulos que
tienen baja probabilidad de generar corrientes directas y en los cuales la fase negativa tiene un

papel importante en la respuesta auditiva.

Para cada tipo de pulso, la intensidad de estimulacion fue variada desde 255 niveles de corriente
(NC) hasta un valor sub-umbral. En el implante utilizado, la dependencia entre la intensidad de
estimulacion expresada en pA y la expresada en NC esta dada por la ecuacién I(ud) = 17.5 x
100N€/255 donde I representa la intensidad de corriente segin el sistema internacional de
medidas y NC representa la intensidad expresada en niveles de corriente. Cada paso de corriente
(1 NC) corresponde con un cambio de intensidad de estimulacién de 0.16 dB. Las series de
estimulos fueron presentadas en orden decreciente en pasos de 5 NC desde 255 NC hasta 200
NC, y de 10 NC desde 200 NC hasta un valor de intensidad en el que no se encontrase respuesta.
Posteriormente eran presentadas series en orden ascendente de intensidad, en pasos de 1

NC hasta la intensidad umbral.

Con el objetivo de estudiar las propiedades refractarias del PEATC-e, los animales fueron
estimulados con pares de pulsos eléctricos (estimulo mascara y estimulo de interés o de prueba)
de 104 ps/fase y 8 us de tiempo entre fases, con una frecuencia de repeticién de 33 Hz. La
intensidad de estimulacion fue fijada a 6 dB, 12 dB o 18 dB por encima del umbral del PEATC-e.
La tabla con las intensidades empleadas, expresadas en NC, es mostrada en el ANEXO 3. Fueron
utilizados los siguientes tiempos entre estimulos (TEE): 5 ms, 4 ms, 3 ms, 2 ms, 1.5 ms, 1 ms, 0.8

ms, 0.7 ms, 0.5 ms, 0.4 ms y 0.3 ms. Una vez concluida la estimulacion con pares de pulsos a un
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determinado TEE, los animales fueron estimulados con series formadas solamente por el estimulo

madscara repetido a 33 Hz.

3.2.4. Registro de PEATC-e

La actividad eléctrica fue registrada diferencialmente con electrodos subcutaneos, situados en el
vértice de la cabeza del animal (electrodo positivo), en el cuello (electrodo negativo) y en el
abdomen (electrodo a tierra). Las sefiales fueron amplificadas con una ganancia de 10°, filtradas
entre 150 Hz y 3 kHz y digitalizadas a 20 kHz, con una resolucién de 10 bits. El tiempo de registro
fue de 12.5 ms a partir de la presentacién del estimulo. De manera simultanea a la digitalizacién,
tanto el estimulo eléctrico como los registros fueron monitoreados en la pantalla de un
osciloscopio. Estos ultimos fueron obtenidos a partir de la promediacién de las respuestas a los
primeros 500 estimulos. La intensidad umbral de este tipo de respuesta corresponde con la

definicidon dada para el umbral del PEATC.

3.2.5 Estimulacion eléctrica empleada para generar PAC-e

Los potenciales de accidon compuestos del nervio auditivo (PAC-e) fueron obtenidos utilizado el
sistema de telemetria de respuesta neuronal (NRT® por sus siglas en inglés) del programa
Nucleus® NPE (Cochlear Ltd.). Tanto para la generacidon de los pulsos de estimulacion como para
el registro de la respuesta del nervio fue utilizado un implante coclear Nucleus® 24RE. A su vez, el
implante fue conectado a una computadora para la visualizacién y procesamiento de los registros

electrofisiologicos (Fig. 8 B).

Los PAC-e fueron generados con estimulacion eléctrica bipolar, aplicada a través del par de
electrodos apical del implante. El electrodo apical del par funcionaba como catodo en la primera
fase del estimulo. Debido a que los PAC-e fueron registrados con dos de los anillos del arreglo de
electrodos y a que su amplitud es aproximadamente tres érdenes de magnitud menor que el
campo eléctrico asociado a la estimulacién, fue necesario emplear métodos de reduccion de
artefactos (Alvarez et al. 2007; Bahmer y Baumann 2010b; Klop et al. 2004; Miller et al. 2001). El
PAC-e fue discriminado mediante el algoritmo de enmascaramiento que se muestra en la figura

10 (Brown et al. 1990; Dillier et al. 2002).

El método de enmascaramiento se basa en obtener la diferencia entre el potencial evocado que
se registra cuando las neuronas se encuentran en un estado no refractario y el potencial
registrado cuando si lo estdn (Bear et al. 1997). En un primer paso, la cdclea es estimulada con el

pulso de interés, o estimulo prueba (secuencia A; en la figura 10). En una segunda secuencia, el
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Fig. 10: Esquema de los estimulos utilizados para la obtencidon de PAC-e mediante el sistema de
telemetria de respuesta neuronal. En el panel derecho se muestran representaciones de los
registros obtenidos.

A1) Secuencia donde el individuo solo es estimulado con el estimulo de interés.

A;) Serie que contiene tanto el estimulo prueba como el estimulo mascara (sefialado con un
asterisco). Notese que ambos pulsos de corriente tienen la misma intensidad.

A3) Serie que sélo contiene el estimulo mascara.

A4) Secuencia sin estimulacion.



estimulo prueba es antecedido por otro pulso de corriente, denominado estimulo mdscara
(secuencia A en la figura 10). El tiempo entre ambos pulsos debe ser lo suficientemente pequefio
como para garantizar que las neuronas del nervio se encuentren en periodo refractario en el
momento en que el segundo estimulo es presentado. Sin embargo, este registro todavia se
encuentra contaminado por el artefacto de estimulacién de la mascara, por lo que es necesario
realizar otras dos secuencias de estimulacidn. En la primera, la cdclea es estimulada solamente
con el pulso de enmascaramiento y en la otra, es realizado un registro sin estimulacién (secuencias
Asy Asen la figura 10). Finalmente, el PAC-e es obtenido a partir de la ecuacion A = A; —
[A, — (A3 — A,)]; donde Arepresenta el registro resultante, mientras A, A,, Asy A,

representan los registros obtenidos en cada secuencia de estimulacién.

Para analizar el efecto del TEF sobre la amplitud del potencial evocado, fueron utilizados pulsos
de corriente con las mismas caracteristicas temporales que los empleados para analizar el efecto
de este pardmetro de estimulacién sobre el PEATC-e. La intensidad de la corriente fue la misma
tanto para el estimulo de interés como para el estimulo mascara. El tiempo entre estimulos (TEE)
fue de 500 us. Fueron realizados series de estimulacién desde 255 NC hasta la intensidad umbral,
presentadas en el mismo orden descrito anteriormente para obtener la funcidn
intensidad/respuesta del PEATC-e. En cada serie fueron realizadas 100 presentaciones de las

secuencias de estimulacién, a una frecuencia de repeticidon de 33 Hz.

Para estudiar la funcién de recuperacién, fueron utilizados pares de pulsos eléctricos de 104
us/fase y 8 us de TEF, repetidos a una frecuencia de 33 Hz. Las intensidades de estimulacion y los

TEE fueron los mismos que los descritos previamente para el PEATC-e.

3.2.6. Registro de PAC-e

La respuesta neuronal fue registrada diferencialmente utilizando un par de electrodos
consecutivos del arreglo, lo mas lejano posible del sitio de estimulaciéon. Como electrodo positivo
fue utilizado el anillo apical del par seleccionado. Antes de la realizacion de cada serie
experimental, la ganancia de la amplificacién y la sincronia entre el estimulo y el registro fueron
variadas para obtener sefiales en las que los picos P; y N, fuesen claramente definibles.
Tipicamente, la ganancia de la amplificacidn tuvo valores entre 40 dB y 70 dB. Mientras, el retardo
del registro varidé entre 48 us y 101 ps. Una vez obtenidos los valores adecuados de estos

parametros, fueron mantenidos durante todo el experimento.
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Aligual que la respuesta de tallo cerebral, el PAC-e fue obtenido con intensidades de estimulacién
desde 255 NC hasta niveles sub-umbrales. La intensidad umbral fue definida como el menor nivel
de corriente requerido para generar un PAC-e donde la parte descendente de la onda P; del

potencial tuviese una amplitud mayor que 0.2 V.

3.2.7. Procesamiento y andlisis estadistico del PEATC-e y del PAC-e

A partir de las respuestas a cada una de las intensidades de estimulacién, fueron construidas las
funciones intensidad/respuesta de cada potencial evocado. Para eliminar las diferencias inter-
individuales, los valores de amplitud fueron normalizados teniendo como referencia la mayor
amplitud de potencial de la serie, al cual le fue asignado el valor 1.0. En todos los casos, el conjunto

de datos fue ajustado a una funcién sigmoidea (r>>0.95, p<0.05).

Fue calculada la diferencia de corriente necesaria para que pulsos bifasicos con igual TEF, pero DF
diferentes, generasen PEATC-e de igual amplitud. Ademds, fue calculada la diferencia de
intensidad requerida para que pulsos de igual DF pero diferente TEF, generasen PEATC-e y PAC-e
de igual amplitud. La media para cada animal fue obtenida a partir de las diferencias existentes
entre los valores normalizados de amplitud localizados entre 0.2 y 0.8 en las respectivas funciones

intensidad/respuesta.

Con el objetivo de estudiar la funcidon de recuperacion del PEATC-e, la respuesta al estimulo
mascara fue sustraida del registro obtenido frente a pares de estimulos utilizando la siguiente
ecuacion: Amp,(REI) = Amp;(RPE) — Amp;(REM);

donde Amp, representa la amplitud para cualquier instante de tiempo t del registro
electrofisioldgico, REI el registro formado solamente por la respuesta al estimulo de interés,
RPE el registro obtenido en respuesta al par de estimulos y REM el registro obtenido en
respuesta solamente a estimulos mascara. En todos los casos, el conjunto de datos fue ajustado
a la siguiente funcién exponencial (r?>0.95, p<0.05): A = Ay[1 — e~ (TEE-TEE)/T] (1),

donde A representa la amplitud de la respuesta al estimulo de interés obtenida con un
determinado TEE, Ay la maxima amplitud de la respuesta al estimulo de interés, mientras
TEE, representa el TEE al cual la amplitud del PEATC-e es A,. Por ultimo, T representa la

constante de tiempo de la funcién de recuperacién.

La funcién de recuperacién del PEAC-e fue tomada como la amplitud del potencial evocado en
funcién del TEE. Debido al método de enmascaramiento utilizado en la extraccién de este

potencial evocado, un incremento en su amplitud debe entenderse como un aumento del efecto
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del estimulo mascara sobre la respuesta auditiva. Por tanto, la ecuacién (1) fue modificada para

modelar la funcién de recuperacion del PEAC-e: A = Aye ™ TEE-TEEQ)/T,

Las variables analizadas en la funcién de recuperacion del PEATC-e fueron la amplitud y latencia
de la respuesta generada por el estimulo mascara, la latencia del PEATC-e generado por el
estimulo de interés cuando el TEE fue 5 ms, la latencia de la respuesta de menor amplitud en la
funcién de recuperacioén, el TEE al cual se obtuvo la minima amplitud de respuesta al estimulo de
interés y la T de la funcién de recuperacidn. Este parametro fue considerado el principal indicador
de las propiedades refractarias del potencial evocado. En el caso del PEAC-g, fueron analizadas la
latencia de la respuesta cuando el TEE fue 5 ms y la del potencial de mayor amplitud en la funcidn

de recuperacion, el TEE al cual se obtuvo el PAC-e maximo y la T de la funcién de recuperacion.

Los datos de PEATC-e fueron sometidos a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnoff.
Como estadigrafos de posicién y dispersion fueron utilizados la media, la desviacién estandar y el
error estandar de la media. Fue realizado un ANOVA de clasificacion simple para analizar el efecto
de la duracion de la sordera sobre el umbral de respuesta. Esta prueba estadistica también fue
empleada para estudiar el efecto de la duracion de la sordera sobre la diferencia de umbral del
PEATC-e y la diferencia de corriente necesaria para generar potenciales evocados de igual
amplitud, cuando los estimulos tuvieron diferente DF o diferente TEF. De igual manera, fue
empleada para analizar el efecto de la intensidad de estimulacién sobre cada uno de las
caracteristicas de la funcidn de recuperacién del PEATC-e en animales con sordera de una semana
y para estudiar el efecto de la duracién de la sordera sobre las diferentes variables de la funcién
de recuperacion. Debido al pequefio nimero de sujetos en los que el PAC-e fue obtenido (nueve
individuos, tres animales por grupo experimental), los valores medios de los diferentes grupos no

fueron comparados estadisticamente.

La diferencia media de corriente necesaria para generar PEATC-e de igual amplitud, cuando las
respuestas fueron producidas por estimulos con diferentes DF y diferentes TEF, fueron
correlacionadas con la densidad de neuronas del ganglio espiral empleando la prueba de
correlacién de Pearson (p<0.05). Esta misma prueba fue empleada para correlacionar la diferencia
media de corriente necesaria para generar PEAC-e de igual amplitud, cuando las respuestas
fueron provocadas por estimulos con diferentes TEF, y la densidad de NGE. Ademas, fue utilizada
para correlacionar las constantes de tiempo de las funciones de recuperacion del PEATC-e y PAC-

e, obtenidas a cada una de las intensidades estudiadas, con la densidad de NGE.
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3.2.8. Histologia

Después de finalizados los registros electrofisioldgicos, cada animal fue sacrificado con una
sobredosis de Lethabarb® (pentobarbital sddico, 150 mg/kg). Posteriormente, fue realizada una
perfusién transcardiaca de lavado con solucién de heparina tamponeada con fosfato (pH=7.35)
seguida de otra perfusidn con solucidn de paraformaldehido tamponeada con fosfato (pH=7.35).
Los huesos temporales fueron removidos y descalcificados en una solucién al 4 % de
EDTA/paraformaldehido. Una vez colectadas las cocleas, estas fueron deshidratadas e incluidas
enresina. A la céclea derecha de cada animal le fueron realizados cortes seriados de 2 um espesor.

Las secciones obtenidas cada 126 um fueron tefiidas con hematoxilina y eosina.

La densidad de neuronas del ganglio espiral fue calculada para tres de las cuatro espiras del
caracol auditivo. Para cada animal, este procedimiento fue realizado en cinco cortes de la region
media del modiolo seleccionadas al azar. Para ello, fueron identificadas las diferentes espiras de
la cdcleay fue calculada, en cada una de ellas, el area de seccidon transversal del canal de Rosenthal
utilizando el programa de procesamiento de imagenes NIH Image (http://rsb.info.nih.gov/nih-
image/). En cada canal, fueron contadas todas las neuronas con nucleo definido. La densidad
neuronal fue determinada como la cantidad de neuronas del ganglio espiral localizadas en 1 mm?
del canal. La densidad neuronal media de la céclea fue calculada a partir de los valores de

densidad obtenidos en cada uno de los canales de Rosenthal de cada corte.
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4. RESULTADOS

4.1. PEAEE en animales adultos

Uno de los objetivos del presente trabajo fue estudiar la maduracion de la codificacién de modulaciones
de amplitud de estimulos acusticos en ratas a través de potenciales evocados auditivos de estado
estable (PEAEE). Un primer paso fue analizar el efecto de la profundidad de modulacidn de amplitud de
tonos con diferentes frecuencias e intensidad sobre el umbral y la amplitud de este tipo de respuesta en

individuos adultos.

La figura 11 muestra oscilogramas de PEAEE en ratas adultas, generados por estimulos SAM con 95 % de
profundidad de modulacién. Como era de esperar, mayores amplitudes de respuesta fueron obtenidas a
medida que se incremento la intensidad del tono. Por otra parte, el incremento de la frecuencia del
estimulo produjo la disminucién del umbral del PEAEE y el aumento de la amplitud de la respuesta
generada por tonos de igual intensidad. Al comparar las respuestas evocadas por tonos con igual
frecuencia e intensidad, la amplitud del PEAEE aumentd a medida que los estimulos tuvieron mayor

profundidad de modulacion (Fig. 12).

Independientemente de la frecuencia de tono, la menor profundidad de modulacién que produjo
respuesta en individuos adultos fue 5% (Fig. 13). El umbral del PEAEE generado por cada tipo de
estimulo disminuyd exponencialmente a medida que aumentd la profundidad de modulacién. La mayor
disminucién del umbral (42.3 dB) se obtuvo frente a tonos de 8 kHz. En el caso de los PEAEE evocados
por sefiales de 6 kHz, la caida del umbral fue 26.7 dB. Mientras, la menor disminucion fue 16.3 dB, valor

alcanzado frente a estimulos de 4 kHz.

Al realizar el analisis estadistico de los datos, se obtuvo que tanto el porciento de modulaciéon como la
frecuencia del tono tuvieron efectos significativos sobre el umbral del PEAEE (Fs, 113=35.13, p<0.001 vy F;,
113=150.80, p<0.001 para el efecto de la profundidad de modulacién y la frecuencia del estimulo,
respectivamente). La interaccion entre estas dos variables no tuvo un efecto estadistico sobre el umbral
del potencial evocado (Fio, 113=1.02, p=0.43). Cuando las sefiales acusticas fueron moduladas 5% y 10 %,
la minima intensidad de estimulaciéon que generd respuesta auditiva no varié estadisticamente al
incrementarse la frecuencia del tono. Al aumentar la profundidad de modulacién, los umbrales
obtenidos con estimulos de 4 kHz fueron significativamente mayores que los de las respuestas
generadas por tonos de mayor frecuencia. De igual manera, los umbrales obtenidos con estimulos de 6

kHz fueron superiores estadisticamente a los del PEAEE generado por tonos de 8 kHz.
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Fig. 11: Potenciales evocados auditivos de estado estable, obtenidos en ratas adultas en respuesta a tonos
de diferentes frecuencias. En todos los casos, la profundidad de modulacién fue 95 %. Para cada registro
se sefiala la intensidad de estimulacién empleada (en dB SPL). Los valores con asteriscos representan la
intensidad umbral. Paneles izquierdos: oscilogramas de las respuestas. Paneles derechos: espectros de
amplitud de las respuestas.
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Fig. 12. Potenciales evocados auditivos de estado estable, generados en ratas adultas en respuesta a

tonos de 8 kHz y 70 dB SPL. A la izquierda de cada registro se sefiala la profundidad de modulacién del

estimulo. El valor con asteriscos representa el umbral de deteccién de modulacién de intensidad.

Paneles izquierdos: oscilogramas de respuesta. Paneles derechos: espectros de amplitud de la

respuesta.
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Figura 13. Relacidn entre la profundidad de modulaciéon de amplitud de tonos con diferentes frecuencias
y el umbral del potencial evocado auditivo de estado estable, en ratas adultas. En cada curva se
representa el valor medio y el error estandar de la media obtenidos a las diferentes profundidades de
modulacion (N=8). Las lineas continuas representan la relacidn funcional existente entre las variables de
estimulacién y de respuesta estudiadas, obtenidas a partir de los analisis de regresién (en todos los
casos: r>>0.5, p<0.05).



Excepto cuando los tonos de 4 kHz y 6 kHz tuvieron una intensidad de 30 dB SPL, todos los estimulos
supra-umbrales provocaron respuestas auditivas en animales adultos (Fig. 13). Frente a estimulos de igual
frecuencia, la minima profundidad de modulaciéon a la cual se obtuvo PEAEE tendié a disminuir al
incrementarse la intensidad (Fig. 14). Ademads, de manera general, la amplitud de la respuesta evocada
por estimulos de igual intensidad tendié a aumentar a medida que se incrementd la profundidad de
modulacién. Igualmente, la magnitud del potencial evocado obtenido a una determinada frecuencia y
profundidad de modulacién fue tipicamente mayor cuando los animales se estimularon con tonos de

mayor intensidad.

La amplitud del PEAEE generado por estimulos supra-umbrales dependid de la intensidad del estimulo (F,
8=11.62, p<0.001; F1,44=28.68, p<0.001y F; 5,=26.53, p<0.001 para las respuestas producidas por tonos de
4 kHz, 6 kHz y 8 kHz, respectivamente). Ademas, aunque frente a sefiales acusticas de 4 kHz la magnitud
del potencial evocado no varié significativamente con la profundidad de modulacién (Fy, s=0.03, p>0.05),
esta caracteristica del estimulo si tuvo un efecto significativo sobre las respuestas producidas por tonos
de mayor frecuencia (Fs, 44=24.16, p<0.001 y F3,6,=10.71, p<0.001 para el PEAEE generado por estimulos
de 6 kHz y 8 kHz, respectivamente). Por su parte, la interacciéon intensidad-profundidad de modulacién no
tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la amplitud del PEAEE cuando los animales fueron
estimulados con tonos de 4 kHz (F1,§=0.01, p>0.05) y 8 kHz (Fs, 44=0.82, p>0.05), mientras que si lo tuvo
cuando fueron empleados tonos de 6 kHz (F4, 6,=3.78, p<0.05). Los resultados de las pruebas de Tukey

correspondientes son mostrados en las tablas 1 a la 3.

4.2. Umbrales de PEAEE en animales con diferentes estadios de maduracién

Se estudiaron entonces los cambios producidos en la codificacion de la profundidad de modulaciéon
durante la maduracién. Las variaciones que tuvieron lugar en el umbral del PAEE fueron analizadas
solamente cuando el potencial evocado fue generado por tonos de 8 kHz. Frente a este tipo de sefiales,
ninguno de los animales del grupo estudiado a los 12 dias posteriores al nacimiento (DPN) presenté
respuesta auditiva, incluso cuando la intensidad del tono fue de 80 dB SPL (maximo nivel de estimulacion
empleado). Con esta intensidad, el potencial evocado pudo ser registrado en solo tres de los ocho

individuos de 14 DPN. Por tal motivo, estos grupos etarios no fueron incluidos en los analisis.

Al comparar las respuestas obtenidas en los diferentes grupos de edades en los cuales si se obtuvo
respuesta auditiva, se observd que la minima profundidad de modulacion que generd PEAEE fue 10% en
individuos con 15 DPN, (Figs. 15 panel superior y 16 A). En el resto de los animales, el nivel minimo de

modulacién al cual se obtuvo respuesta fue 5 % (Fig. 15, paneles medio e inferior).
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Fig. 14: Relacion entre la profundidad de modulaciéon de amplitud de estimulos acusticos y la amplitud
de potenciales evocados auditivos de estado estable en ratas adultas. Las respuestas fueron generadas
por tonos de diferentes frecuencias. En cada curva se representan el valor medio y el error estandar de
la media obtenidos con las diferentes profundidades de modulacidn (N=8).




Tabla 1: Probabilidades obtenidas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey al analizar el efecto
de la profundidad de modulacién sobre la amplitud del PEAEE de ratas generado por estimulos de 4 kHz

y diferentes intensidades.

int. prof. mod. 50_70 50_95 65_70
50 70

50 95 0.880

60 70 0.041 0.052

65 95 0.035 0.044 0.923

Tabla 2: Probabilidades obtenidas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey al analizar el efecto
de la profundidad de modulacién sobre la amplitud del PEAEE de ratas generado por estimulos de 6 kHz

y diferentes intensidades.

int prof. mod. 50_20 50_50 50_70 50_95 65_20 65_50 65_70
50 20

50 50 0.681

50 70 0.302 1.000

50 95 0.093 0.970 1.000

65 20 0.999 0.986 0.813 0.454

65 50 0.002 0.027 0.666 0.945 0.028

65 70 0.000 0.001 0.007 0.038 0.000 0.584

65 95 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.002 0.328

Tabla 3: Probabilidades obtenidas en las prueba de comparaciones multiples de Tukey al analizar el efecto
de la profundidad de modulacién sobre la amplitud del PEAEE de ratas generado por estimulos de 8 kHz

y diferentes intensidades.

int. prof. mod. 30_20 30_50 30_70 30_95 50_20 50_50 50_70 50_95 65_20 65_50 65_70
30 20

30 50 1.000

30 70 0.753 0.758

30 95 0.745 0.292 0.574

50 20 0.021

50 50 0.005 0.107

50 70 0.002 0.039 0.622

50 95 0.004 0.001 0.072 0.185

65 20 0.022 0.843

65 50 0.004 0.001 0.018

65 70 0.005 0.002 0.004 0.622

65 95 0.002 0.011 0.001 0.039 0.185

Leyenda: int.: intensidad, prof. mod: profundidad de modulacién. Los titulos de las columnas de
probabilidad muestran la intensidad seguido de la profundidad de modulacién del estimulo.

En todas las tablas presentadas en el documento, los valores en rojo sefialan diferencias estadisticamente
significativas. Ademas, las comparaciones que no eran de interés para el estudio fueron omitidas para
exponer los resultados con mayor claridad.
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Fig. 15: Potenciales evocados auditivos de estado estable en ratas con diferentes edades. Las respuestas
fueron generadas por tonos de 8 kHz y 65 dB SPL, con diferentes profundidades de modulacién. Para
cada registro se sefiala la profundidad de modulacién. Los valores con asteriscos representan el minimo
porciento de modulacidn al cual fue obtenido respuesta. De izquierda a derecha se muestran los
oscilogramas de las respuestas y sus respectivos espectros de amplitud.



La disminucién exponencial del umbral del PEAEE provocada por el incremento de la profundidad de
modulacion del estimulo acustico fue uno de los procesos observados en animales adultos que también
estuvo presente en el resto de los grupos etarios (Fig. 16 A). Como era de esperar, la profundidad de
modulacion tuvo un efecto significativo sobre el umbral del PEAEE (F4,104=70.70, p<0.001). Esta variable
de respuesta también dependié de la edad del animal (F4, 104=41.08, p<0.001). No existid un efecto
estadisticamente significativo de la interaccidn entre la profundidad de modulacién y la edad (Fis,104=1.45,
p>0.05). El analisis realizado demostrd que las mayores disminuciones del umbral del PEAEE, para un
determinado grupo etario, ocurrieron principalmente cuando los estimulos tuvieron profundidades de
modulacién relativamente pequeias (inferiores a 50 %). Las principales diferencias entre grupos fueron

obtenidas cuando la modulacién de los tonos fue igual o superior a 50 %.

Se estudié entonces si la magnitud de la disminucién del umbral del PEAEE obtenido al incrementarse la
profundidad de modulacién del estimulo dependié de la edad del animal (Fig. 16 B). Los resultados de las
pruebas estadisticas (ANOVA: F4 20=7.89, p<0.05) demostraron que este parametro de respuesta no varié
entre los 15 DPN y los 25 DPN. Los valores medios de disminucién obtenidos en individuos con 35 DPN y

70 DPN fueron similares entre si y a la vez superiores a los del resto de los grupos etarios.

4.3. PEAEE generados por estimulos supra-umbrales en animales con diferentes estadios de maduracién
La relacién entre la profundidad de modulacién de amplitud de estimulos SAM y la amplitud del PEAEE
generado por tonos de 8 kHz e intensidades supra-umbrales fue también analizada en el resto de los
grupos etarios. Al igual que en animales adultos, la amplitud del potencial evocado tendié a aumentar en
individuos de menor edad al incrementarse la profundidad de modulacidn (Fig. 15). Ademas, la magnitud
de la respuesta generada con estimulos de igual intensidad y profundidad de modulacidn tendid a

aumentar a medida que los animales maduraron.

Para los individuos con 15 DPN y 20 DPN, 30 dB SPL representd una intensidad sub-umbral
independientemente de la profundidad de modulacién del tono (Fig. 16 A). Para el resto de los grupos, la
profundidad de modulacidn necesaria para que estimulos de 30 dB SPL generasen PEAEE disminuyd
progresivamente desde 70 %, en los animales con 25 DPN, hasta 20 % en animales adultos. Frente a tonos
de mayor intensidad, la minima profundidad de modulacién que provocd PEAEE disminuyd entre 15

DPN y 35 DPN, edad a partir de la cual se mantuvo constante (Figs. 16 Ay 17, paneles medio e inferior).

La amplitud media de PEAEE de cada uno de los grupos etarios, frente a tonos de 8 kHz y 30 dB SPL, tendid
a aumentar al incrementarse la profundidad de modulacién del estimulo (Fig. 17, panel superior). De igual

manera, la amplitud de la respuesta generada con una profundidad de modulacidon determinada tendié a
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Fig. 16: Intensidad umbral del potencial evocado auditivo de estado estable de ratas en funcién de la
profundidad de modulacién de amplitud de estimulos SAM.

A) Relacién entre el umbral del PEAEE y la profundidad de modulacion de amplitud obtenida en
animales con diferentes estadios de maduracion.

B) Efecto de la edad sobre la disminucidon del umbral de respuesta provocado por el incremento de la
profundidad de modulacién.

Todos los PEAEE fueron provocados por tonos de 8 kHz. En cada curva se representan el valor medio y el
error estandar de la media obtenidos a partir de ocho individuos. DPN: dias posteriores al nacimiento.
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valor medio y el error estandar de la media (N=8). DPN: dias posteriores al nacimiento.




aumentar a medida que los animales maduraron. Sin embargo, ninguna de estas variaciones fue
estadisticamente significativa (F1,54=0.60, p=0.44 y F5 54=1.57, p=0.22; para el efecto de la profundidad de
modulacion y la edad, respectivamente). Tampoco la interaccién entre estas dos variables influyd

significativamente sobre la amplitud de la respuesta auditiva (Fs,s4=1.04, p=0.39).

La amplitud de las respuestas evocadas por estimulos de 50 dB SPL y 65 dB SPL si dependié de la
profundidad de modulacién de amplitud de la sefial acustica y de la edad del individuo (Fig. 17, paneles
medio e inferior) (ANOVA de los datos obtenidos a 50 dB SPL: F4,113=15.28, p<0.001, F4 113 =21.49, p<0.001
para el efecto de la profundidad de modulacidn, respectivamente; ANOVA de los datos obtenidos a 65 dB
SPL: Fs 110=79.49, p<0.001 y F4,110=34.08, p<0.001 para el efecto de la modulacidn de intensidad y la edad,
respectivamente). La interaccidon entre la profundidad de modulacién y la edad no tuvo un efecto
significativo sobre la amplitud de la respuesta (Fis, 113=0.27, p>0.05 y F20, 110=1.25, p>0.05 para los PEAEE
generados con tonos de 50 dB SPL y 65 dB SPL, respectivamente). Basado en los resultados de la prueba
de comparaciones multiple de Tukey, los mayores incrementos de amplitud producidos por el aumento
de la profundidad de modulacién fueron observados en los individuos mas maduros (35 DPN y 70 DPN).
Ademads, las mayores diferencias entre grupos estuvieron presentes cuando el porciento de modulacidn

fue igual o superior a 50 %.

Los hallazgos descritos hasta el momento evidencian que la relacién entre la profundidad de modulacién
y la amplitud del PEAEE, a una determinada intensidad supra-umbral, depende del estadio de maduracion
del individuo. Sin embargo, es necesario sefialar que la sensibilidad del sistema auditivo aumenté a
medida que los animales maduraron (Fig. 16 A). Ademas, tal como fue demostrado al analizar la respuesta
de animales adultos, la relacién entre la amplitud del PEAEE y la profundidad de modulacién varia en
dependencia de la intensidad de estimulaciéon (Fig. 14). Por tanto, los cambios relacionados con la edad
en la amplitud del potencial evocado, cuando las respuestas son obtenidas con el mismo nivel de
estimulacion, pudiesen deberse al aumento de sensibilidad que se produce durante la maduracidn de la
via y no representar necesariamente la maduracion del procesamiento temporal auditivo. Con el objetivo
de eliminar el posible efecto producido por las diferencias de sensibilidad, se caracterizd la respuesta de

obtenida con estimulos 30 dB superiores al umbral del PEAEE.

La figura 18 muestra oscilogramas del PEAEE de individuos con diferentes edades, producidos por tonos
de 8 kHz e igual intensidad en relacidn al umbral del potencial evocado. Frente a estos estimulos, de forma
similar a lo observado con tonos de intensidad fija, la minima profundidad de modulacién que generé

PEAEE tendi6 a disminuir durante la maduracidn (Fig. 19). De igual manera, la amplitud de la respuesta de

75



15 DPN

R —— L

i
20 % PNt Ao

25 DPN

S— |
l
20 % mem

70 DPN
>
=
wn
o
>
95 % | 2 b da
o™~
50 %
20 % | -
0 2 4 6 8 70 90 110 130 150 170
tiempo (s) frecuencia (Hz)

Fig. 18: PEAEE generados por tonos de 8 kHz en ratas con diferentes edades. La profundidad de
modulacién de los estimulos fue 95%. La intensidad se fijé 30 dB por encima del umbral del PEAEE. Para
cada registro se sefiala la profundidad de modulacidn. Los paneles izquierdo y derecho muestran,
respectivamente, los oscilogramas de las respuestas y los correspondientes espectros de amplitud.
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Fig. 19: Relacidn entre la amplitud del potencial evocado auditivo de estado estable y la profundidad de
modulacion de amplitud de tonos de 8 kHz con intensidad 30 dB superior al umbral de respuesta, en
ratas con diferentes estadios de maduracion.

El umbral fue determinado cuando la profundidad de modulacién fue 95 %. En cada curva se
representan el valor medio y el error estandar de la media, obtenidos en ocho individuos. DPN: dias
posteriores al nacimiento. La escala del eje de las ordenadas es igual al de la figura 17 para facilitar la
comparacion de los resultados.




un determinado grupo etario tendié a aumentar con el incremento de la profundidad de modulacién. En
los grupos de mayor edad, este aumento de amplitud parecié saturarse cuando la modulacién fue de 50
% 0 70 %. A la vez, la magnitud del PEAEE obtenido con una determinada profundidad de modulacién
tendié a aumentar durante la maduracién. Estas tendencias fueron confirmadas por el analisis estadistico
de los datos, el cual demostré que la amplitud del PEAEE dependid significativamente de la profundidad
de modulacién (Fs,95=37.71, p<0.001) y de la edad del animal (F4,95=9.47, p<0.001). No existié un efecto

significativo de la interaccidn entre estas dos variables (Fi6,9s=0.21, p>0.05).

4.4. RSM en animales adultos
El efecto de la frecuencia de modulacién de amplitud de estimulos acusticos sobre la respuesta auditiva
fue estudiado a través de la respuesta de seguimiento de la modulacidn (RSM). Ejemplos de este potencial

evocado, obtenidos en un animal adulto, son mostrados en la figura 20.

Al analizar la RSM generada por cada uno de los tres estimulos incluidos en el estudio, se observd que la
amplitud de la respuesta varié de forma no-monotdnica cuando la frecuencia de modulacién de amplitud
se incremento entre 90 Hz y 190 Hz. La amplitud de la RSM aumentd hasta alcanzar su valor maximo a

122.11 + 3.8 Hz. A partir de esta frecuencia de modulacidn, disminuyd de manera continua.

En el grupo de animales adultos, la frecuencia de modulacién a la cual se obtuvo la maxima amplitud
(frecuencia de modulacién éptima, FMO) no dependio de las caracteristicas espectrales del estimulo (Fig.
20 B). El ANOVA realizado para comparar los valores obtenidos en respuesta a cada tipo de estimulo

demostrd que no existieron diferencias significativas entre las medias (F,6=0.10, p>0.05).

Contrario a lo descrito para la FMO, la amplitud del potencial evocado producido por ruido de banda
ancha (RBA) fue significativamente mayor que la obtenida en respuesta a tonos de 8 kHz, cuando
la amplitud del estimulo fue modulada a frecuencias por encima de 93 Hz (prueba de permutaciones,
p<0.05). Ademas, la magnitud de la respuesta a RBA fue estadisticamente superior a la de la RSM obtenida
con tonos de 4 kHz, en toda la gama de frecuencias evaluada. Por ultimo, el potencial evocado generado
por estimulos de 8 kHz tuvo amplitudes significativamente mayores que las observadas cuando la

frecuencia del tono fue 4 kHz, en la banda de frecuencia de modulacién entre 112.3 Hz y 147.8 Hz.

Independientemente del estimulo utilizado, la fase de la RSM disminuyd de manera continua y lineal a lo
largo de la gama de frecuencias de modulacién (Fig. 21). El retardo neural, calculado a partir de las
pendientes de las funciones de regresidn lineal entre la fase y la frecuencia de modulacién, fue de 5.51
ms, 5.39 ms y 5.42 ms para el potencial evocado obtenido cuando los animales fueron estimulados con

RBA, tonos de 8 kHz y tonos de 4 kHz, respectivamente.
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Fig. 20: Respuesta de seguimiento de la modulacién (RSM) en ratas adultas (70 DPN).

A)

B)

RSM de un individuo representativo, generadas por diferentes estimulos de 80 dB SPL de intensidad
y diferentes caracteristicas temporales. Se representan tanto las amplitudes originales (lineas de
puntos) como las funciones “spline” clbicas (lineas continuas) obtenidas a partir de los analisis de
regresion (en todos los casos: r>>0.99, p<0.05)

Amplitudes promedios del grupo de animales adultos (N=8). Las lineas horizontales representan la
banda de frecuencias para la cual las funciones “spline” cubicas presentaron diferencias
estadisticamente significativas. Las comparaciones fueron realizadas entre las respuestas generadas
por ruido de banda ancha (RBA) y tonos de 8 kHz (linea discontinua de segmentos largos), RBA y
tonos de 4 kHz (linea continua), y entre tonos de 4 kHz y 8 kHz (linea discontinua de segmentos
cortos).
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Fig. 21: Fases de la respuesta de seguimiento de la modulacion (RSM) en ratas adultas (N=8) obtenidas
con estimulos de 80 dB SPL de intensidad y diferente composicidn espectral.

A) Respuesta generada por ruido de banda ancha.
B) RSM evocada por tonos de 8 kHz.
C) Respuesta generada cuando los animales fueron estimulados con tonos de 4 kHz.

La linea recta de cada grafico representa los valores de fase tedricos obtenidos a partir de analisis de
regresion lineal. En el extremo superior derecho se sefalan los valores de pendiente de la recta tedrica
de regresion.



Se analizd entonces el efecto de la intensidad de estimulacion sobre las principales caracteristicas de la
RSM (amplitud y FMO). Como era de esperar, la amplitud de la respuesta aumenté al incrementarse la
intensidad del estimulo (Fig. 22). Ademas, a intensidades relativamente pequefias (entre 30 dB SPLy 50
dB SPL), la amplitud de la RSM fue relativamente constante a lo largo de la gama de frecuencias de
modulacién. A medida que aumentd la magnitud del estimulo, se hizo evidente la presencia de un maximo
de respuesta. Este pico de amplitud fue notable a intensidades cercanas a 60 dB SPL, cuando los animales
fueron estimulados con RBA y tonos de 8 kHz. La existencia de una FMO en las respuestas producidas por
tonos de 4 kHz fue evidente con estimulos de 70 dB SPL y de mayor intensidad. La FMO media no vario
significativamente con el incremento de la intensidad del estimulo (F3,9=0.39, p>0.05; F;,=0.11, p>0.05 y
F,,9=0.43, p>0.05 para las respuestas obtenidas con RBA, tonos de 8 kHz y 4 kHz, respectivamente). Sus
valores promedios fueron fue 120. 25 + 1.7, 119.35 + 2.2 y 121.02 + 2.0, cuando los animales fueron

estimulados con RBA, tonos de 8 kHz y estimulos de 4 kHz, respectivamente.

4.5. Maduracién de la RSM

En las etapas tempranas del desarrollo auditivo, la forma de la RSM presenté el mismo comportamiento
no-monotdnico descrito previamente en la fase adulta. Sin embargo, sus caracteristicas dependieron de
la edad del animal. Uno de los cambios mas evidentes fue el aumento de la FMO que tuvo lugar a medida
qgue los animales se acercaron a la adultez. Este fendmeno dependié de las caracteristicas espectrales del
estimulo (F, 42=11.18, p<0.05) y de la edad (Fs, 4,=10.71, p<0.05). En adicidn, la interacciéon de estos

parametros también tuvo un efecto significativo sobre la FMO (Fg, 4,=9.31, p<0.05).

En animales con 15 DPN, las respuestas generadas por cada uno de los tipos de estimulos tuvieron picos
de amplitud a diferentes frecuencias de modulacidn. La menor de estas FMO fue obtenida cuando los
animales se estimularon con tonos de 4 kHz, mientras que la mayor fue observada cuando la RSM fue

generada por RBA (Fig. 23 Ay B, paneles superiores).

La FMO de las respuestas evocadas por RBA no varié con la edad. Por su parte, la de las producidas por
estimulos tonales se incrementd a medida que los animales se acercaron a la adultez. (Fig. 23 Ay B,
paneles medio e inferior). Ademas, el curso temporal de maduracién de la FMO varié ligeramente para
tonos con diferentes frecuencias (Fig. 24 A). Mientras la FMO obtenida con estimulacién de 8 kHz alcanzé
valores medios similares a los de la RSM generada por RBA a los 35 DPN, la del potencial evocado

producido por tonos de 4 kHz se iguald a la de la respuesta evocada por RBA a los 70 DPN.

Durante la maduraciéon, también se hizo evidente el incremento de amplitud de la RSM (Fig. 23 A). En

todos los grupos de edades, la estimulacidon con RBA tendid a generar RSM de mayor amplitud que las
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intensidad en ratas con diferentes estadios de maduracion del sistema auditivo.

A) Valores originales de amplitud de la RSM.

B) Amplitud normalizada de la RSM y recta tedrica de regresion entre la amplitud de la respuesta y las
frecuencias de modulacién superiores a la FMO.

La edad del individuo esta representada en el extremo superior derecho de cada grafico.
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Fig. 24: Maduracion de la respuesta de seguimiento de la modulacién en ratas.
A) Curso temporal de la maduracién de la frecuencia de modulacion éptima (FMO).
B) Maduracién de la amplitud de la respuesta.

C) Cambios con la edad en la disminucion de respuesta a frecuencias de modulacién superiores a la
FMO.

En cada curva se representan la media y el error estdndar de cada grupo etario, calculados a partir de
los valores obtenidos en cada uno de los individuos del grupo (N=8).




producidas por tonos. A su vez, los estimulos de 8 kHz tendieron a evocar respuestas mas robustas que
los tonos de 4 kHz. La magnitud de la RSM a la FMO dependié de la composicién espectral del estimulo
(F2,42=12.04, p<0.001) y de la edad del animal (F4,4,=62.29, p<0.001). La interaccidon entre estas variables
no tuvo un influyé significativamente sobre la amplitud del potencial evocado (Fs, 4,=0.91, p>0.05). El
analisis de los datos demostrd que las diferencias de amplitud de las respuestas evocadas por diferentes
estimulos no fueron estadisticamente significativas en los individuos con 15 DPN y 20 DPN, mientras si lo
fueron en el resto de los grupos etarios (Fig. 24 B). Al estudiar el curso temporal de maduracién, se obtuvo
que la amplitud de la RSM producida por cada uno de los tipos de estimulos aumento significativamente

entre los 15 DPN y los 25 DPN. A partir de esta edad, la magnitud de la respuesta se mantuvo constante.

Por otra parte, la magnitud de la respuesta, en los animales estudiados 15 DPN, disminuyd con frecuencias
de modulacién superiores a la FMO (Fig. 23 B, panel superior). Esta disminucion fue mas pronunciada
cuando la RSM fue generada por tonos de 4 kHz. Mientras, la caida de menor pendiente fue obtenida en
respuesta a RBA. Menores disminuciones de amplitud fueron observadas a medida que los animales

maduraron (Fig. 23 B, paneles medio e inferior).

Para comparar la caida de la respuesta entre los diferentes grupos, los valores de amplitud obtenidos para
frecuencias de modulacion superiores a la FMO se ajustaron a funciones lineales. Las pendientes de dichas
funciones fueron calculadas para cada tipo de estimulo. Los andlisis estadisticos demostraron un efecto
significativo de las caracteristicas espectrales del estimulo (F3, 4,=22.69, p<0.001) y de la edad (F,
42=14.93, p<0.001) sobre la disminucion de la respuesta. La interaccion entre estos dos pardmetros

también tuvo un efecto significativo sobre la pendiente de caida (Fs, 4,=4.90, p<0.05).

La pendiente media de disminucién de la amplitud de la RSM generada por RBA no varié
significativamente entre los diferentes grupos experimentales. Sin embargo, al analizar las respuestas
evocadas por estimulos tonales, se obtuvo que la pendiente de disminucién se hizo menos negativa a
medida que los animales maduraron (Fig. 24 C). La pendiente media de decrecimiento de las respuestas
evocadas por estimulos de 8 kHz alcanzd valores similares a los de la RSM producida con RBA cuando los
animales alcanzaron los 35 DPN. A la de edad de 70 DPN, se obtuvieron similares magnitudes de

disminucion de amplitud frente a los tres tipos de estimulos.

4.6. Efecto de la duracidn de la fase sobre el PEATC-e de curieles sordos
La sordera sensorineural es la pérdida auditiva con mayor incidencia a nivel mundial. La codificacién de
las caracteristicas temporales de los estimulos acusticos en personas con este tipo de padecimiento y que

han sido implantados con prdtesis cocleares, depende del procesamiento del patron de estimulacién
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eléctrico intracoclear. Por tal motivo, se analizo el efecto de las diferentes variables temporales de pulsos

eléctricos sobre los potenciales evocados audutivos, en animales con diferentes duraciones de sordera.

En la figura 25 se ilustran oscilogramas de potenciales evocados auditivos de tallo cerebral generados por
estimulos eléctricos (PEATC-e) de curieles con sordera de diferentes duraciones. Estas respuestas fueron
evocadas por pulsos de corriente de 104 ps/fase y 208 ps/fase. En cada uno de los animales mostrados,
la amplitud del pico Il del PEATC-e generado por ambos tipos de estimulos aumenté al incrementarse la

intensidad de la corriente hasta cierto valor a partir del cual la amplitud de la respuesta parecio saturarse.

Tanto la intensidad umbral como la amplitud del PEATC-e generado por estimulos supra-umbrales
parecieron depender de la duracion de la fase (DF) del pulso eléctrico (Fig. 25 panel superior). El umbral
del potencial evocado fue menor cuando la céclea se estimuld con pulsos de 208us/fase, respecto a
cuando se utilizaron pulsos de 104 ps/fase. Ademas, para las intensidades comprendidas en la gama
dinamica del PEATC-e, la amplitud de la respuesta generada por estimulos de igual intensidad fue mayor
cuando los pulsos tuvieron 208us/fase. Las respuestas auditivas de los individuos con 4 y 12 semanas de
sordera, pese a que tuvieron mayores umbrales y menores amplitudes a intensidades supra-umbrales,

presentaron variaciones similares a las descritas anteriormente (Fig. 25 paneles medio e inferior).

Se estudio entonces si la intensidad umbral del PEATC-e dependia de la duracién de la sordera. Los ANOVA
realizados demostraron que, para ambas DF, existieron diferencias significativas entre las medias (F,
13=4.834, p<0.05 para las respuestas generadas con estimulos de 104 us/fase y F,, 13 =6.418, p<0.05 para
las evocadas con pulsos de 208 ps/fase). Ante estimulos de 104 ps/fase, los umbrales sensoriales de los
grupos con sordera de 1y 4 semanas no difirieron estadisticamente. Los individuos con sordera de larga
duracidén presentaron umbrales similares a los del grupo con sordera de 4 semanas y significativamente
superiores a los obtenidos en individuos con menor tiempo de deprivacion sensorial (Fig. 26 panel
superior). Frente a pulsos de 208 ps/fase, el umbral de respuesta tampoco difirié entre los animales con
sordera de 1 y 4 semanas. Los valores medios de ambos grupos fueron estadisticamente inferiores al de

los individuos estudiados 12 semanas después de inducido el dafio ototodxico (Fig. 26 panel medio).

La diferencia de umbral de las respuestas generadas por pulsos con diferentes DF, independientemente
de la duracidén de la sordera, fue inferior a 8 NC (Fig. 26 panel inferior). Este hecho, unido a la gran
variabilidad presente en cada uno de los grupos, hizo que no existieran diferencias significativas entre sus

medias (F2,13=1.878, p>0.05).

Concluido el estudio de las respuestas umbrales, se examind el efecto de la duracién de la fase sobre la

amplitud del PEATC-e generado por estimulos supra-umbrales. Con este objetivo, se analizaron las
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Fig. 25: Oscilogramas de PEATC-e generados por estimulos eléctricos intracocleares con

diferentes duraciones de fase en curieles con sordera de diferentes duraciones. En el trazo

superior izquierdo se sefiala el pico Ill del potencial evocado. Para cada registro se representa la

intensidad de estimulacion. Los asteriscos sefialan la intensidad umbral. Los artefactos de

registros originados por la estimulacién eléctrica fueron omitidos para facilitar la comprension

de la figura.
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Fig. 26: Relacién entre la intensidad umbral del PEATC-e generado por estimulos eléctricos con
diferentes duraciones de fase y la duracién de sordera en curieles. En los paneles superior y
medio se muestran los valores obtenidos con pulsos bifasicos de 104 ps/fase y 208 ps/fase,
respectivamente. En el panel inferior se muestra las diferencias entre las intensidades umbrales
de PEATC-e generados con pulsos de 104 ps/fase y208 ps/fase.

Para los valores absolutos de umbral se representan la media y el error estandar de cada grupo
experimental (N=6, N=4 y N=6 para los animales con 1, 4 y 12 semanas de sordera,
respectivamente). En las diferencias de umbral se representan la media (circulos negros) y los
valores individuales obtenidos en cada grupo (circulos azules).



funciones intensidad/respuesta obtenidas para ambas DF. La principal caracteristica de estas funciones
fue la relacién sigmoidea existente la amplitud del pico Il del PEATC-e y la intensidad de estimulacién (Fig.

27 A). Esta relacion fue obtenida en todos los animales, independientemente de la duracion de sordera.

Al incrementarse la DF, se produjo un desplazamiento hacia la izquierda de Ila funcién
intensidad/respuesta (Fig. 27 A). En otras palabras, la intensidad de corriente requerida para generar
PEATC-e de determinada amplitud con estimulos de 208 ps/fase fue menor que la necesaria cuando los
animales se estimularon con pulsos de 104 ps/fase. Aunque la magnitud del desplazamiento tendio a
disminuir con la duracidn de sordera (Fig. 27 B), no existieron diferencias significativas entre las medias

de los diferentes grupos experimentales (F,13=3.36, p>0.05).

4.7. Efecto del tiempo entre fases sobre el PEATC-e y el PAC-e de curieles sordos

La relacidn entre la intensidad de corriente y la magnitud de la respuesta auditiva, cuando los estimulos
presentaron diferentes tiempos entre fases (TEF), fue similar a la observada analizando la amplitud del
PEATC-e frente a pulsos con diferentes duraciones. Es decir, el umbral de respuesta generadas por pulsos
con TEF de 58 ps, tanto del PEATC-e como del PAC-e, fue menor que el obtenido con estimulos de 8 ps de
TEF (Figs. 28 y 29). A la vez, la amplitud de la respuesta generada por estimulos de igual intensidad fue
mayor frente a estimulos con TEF de 58 ps. Al igual que el PEATC-e, la amplitud de respuesta del nervio

auditivo disminuyé a medida que se prolongoé la pérdida auditiva (Fig. 29).

Se estudid entonces si la duracién de la sordera sensorineural tenia algun efecto sobre los umbrales de
las respuestas auditivas generadas por pulsos eléctricos que diferian en el TEF. En el caso del PEATC-¢e, en
este epigrafe sélo se describiran los resultados obtenidos cuando el TEF fue de 58us. El comportamiento

frente a pulsos eléctricos con TEF de 8 ps fue expuesto en el epigrafe anterior (Fig. 26 A).

El umbral de generacion del PEATC-e no varidé significativamente entre individuos con sorderade 1y 4
semanas de duracién cuando el TEE de los pulsos eléctricos fue 58 us (Fig. 30, panel superior). El valor
promedio de los individuos con el mayor tiempo de deprivacion sensorial fue estadisticamente superior

al del resto de los grupos (F, 13=6.418, p<0.05).

Tanto para los estimulos con TEF de 8 pus como para aquellos con TEF de 58 us, el umbral del PAC-e
aumenté entre la primera y la cuarta semana de sordera. A su vez, los umbrales de los animales con
pérdida auditiva de larga duracién parecieron ser similares a los del grupo de individuos estudiados cuatro
semanas después del tratamiento ototdxico (Fig. 30, paneles medio e inferior). Sin embargo, dado el
pequefio numero de individuos en los que se obtuvo este tipo de respuesta, los valores promedios de los

diferentes grupos experimentales no fueron comparados estadisticamente. Por igual razdn, el resto de
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Fig. 27: Relacién entre la amplitud del pico Ill del PEATC-e de curieles y la duracion de la fase de
pulsos eléctricos intracocleares.

A) Curvas intensidad/respuesta de un individuo con sordera de una semana. Las duraciones de
fase se sefalan en la esquina inferior derecha del grafico. Cada punto representa el valor medio
de amplitud de las respuestas a los primeros 500 estimulos. Las lineas representan las curvas
tedricas obtenidas a partir de andlisis de regresién (para ambos casos: r=0.99, p<0.001).

B) Relacion entre la duracién de sordera y la diferencia de intensidad necesaria para que pulsos
de 104 us/fase y 208 ps/fase generen PEATC-e de igual amplitud. Para cada grupo, se
representan la diferencia media de corriente (puntos negros) y los valores obtenidos en cada
individuo (puntos azules). (N=6, N=4 y N=6 para los animales con sorderas de 1, 4 y 12 semanas
de duracién, respectivamente).
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Fig. 28: Oscilogramas de PEATC-e generados por estimulos eléctricos intracocleares con
diferentes tiempos entre fases en curieles con sordera de diferentes duraciones. En el trazo
superior izquierdo se sefiala el pico Ill del potencial evocado. Para cada registro se representa la
intensidad de estimulacion. Los asteriscos sefialan la intensidad umbral. Los artefactos de
registros originados por la estimulacién eléctrica fueron omitidos para facilitar la comprension

de la figura.
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Fig. 29: Oscilogramas de PAC-e generados por estimulos eléctricos intracocleares con diferentes
tiempos entre fases en curieles con sordera de diferentes duraciones. En el trazo superior
izquierdo se senalan los picos P1 y N, del potencial evocado. En cada registro se representa la

intensidad de estimulacion. Los asteriscos sefialan la intensidad umbral.
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Fig. 30: Relacidn entre la duracién de la sordera y la intensidad umbral de potenciales evocados
auditivos de curieles generados por estimulos eléctricos intracocleares con diferentes tiempos
entre fases. En cada grafico se representan la media y el error estandar de los valores obtenidos
en cada grupo experimental. Para los registros de tallo cerebral, N=6, N=4 y N=6 para los grupos
de animales con 1, 4 y 12 semanas de sordera, respectivamente. En el caso de los registros del

nervio auditivo, N=3 para cada uno de los grupos.



los resultados sobre el PAC-e expuestos en el presente capitulo, excepto los andlisis de correlacion,

tampoco estardn acompafnados de su respectivo analisis estadistico.

La diferencia de corriente necesaria para que estimulos eléctricos intracocleares con diferente TEF
generen PEATC-e umbrales no varié con la duracion de sordera (F,, 13=0.27; p>0.05) (Fig. 31, panel
superior). Al estudiar el PAC-e, la diferencia media de corriente tendié a aumentar con el tiempo de
deprivacion sensorial (Fig. 31 panel inferior). No obstante, este resultado no es concluyente debido a la

pequefia cantidad de muestras y la gran variabilidad de los datos.

El aumento del TEF, al igual que el incremento de la DF, produjo el desplazamiento hacia la izquierda de
las funciones intensidad/respuesta de ambos tipos de potencial evocado (Fig. 32 Ay B). El valor medio del
corrimiento de la curva del PEATC no varié significativamente con la duraciéon de la sordera (F, 13=2.22,
p>0.05) (Fig. 32 C). En el caso del PAC-¢, las diferencia entre los valores medios de desplazamiento fue de
solo 2.20 NC, al comparar los individuos con sordera de una y cuatro semanas de duracién, y 1.15 NC al
comparar este ultimo grupo y los animales con sordera de 12 semanas (Fig. 32 D). Teniendo en cuenta la
dispersion de los datos, puede afirmarse que las diferencias observadas fueron consecuencia de la

variabilidad de los resultados electrofisiolégicos y no del efecto de la duracién de la pérdida sensorial.

4.8. Efecto del tiempo entre estimulos sobre el PEATC-e y el PAC-e de curieles sordos

La figura 33 (paneles de la izquierda) ilustra PEATC-e generados por pares de pulsos eléctricos
intracocleares, representativos de un animal estudiado una semana después de inducido el dafio
ototoxico. Con tiempos entre estimulos (TEE) relativamente largos (5.0 ms), la amplitud del potencial
evocado producido por el segundo estimulo del par fue aproximadamente igual a la del generado por el
primer pulso eléctrico. La amplitud de la segunda respuesta disminuyd gradualmente a medida que se
acorté el TEE. No obstante, el PEATC-e producido por el estimulo prueba (o estimulo de interés) nunca
fue completamente abolido por la mascara. Es decir, independientemente del TEE, el estimulo de interés
siempre produjo respuesta auditiva. En algunos casos, una vez alcanzado el minimo valor de amplitud,
disminuciones adicionales del TEE produjeron pequefios incrementos en la magnitud del potencial

evocado (Fig. 33, paneles izquierdos medio e inferior).

Este patron de respuesta fue opuesto al observado analizando la influencia del estimulo mascara sobre la
generacioén del PAC-e (Fig. 33, paneles derechos). La amplitud de este tipo de potencial evocado aumentd
a medida que disminuyd el TEE. En algunos casos, una vez alcanzado el valor maximo de amplitud,
disminuciones posteriores del TEE provocaron el decrecimiento de la respuesta (Fig. 33, paneles derechos

medio e inferior). Es necesario recordar que el aumento de la amplitud del PAC-e representa un mayor
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Fig. 31: Relacién entre el la duracién de la sordera y la diferencia de intensidad umbral de
respuestas auditivas generadas por pulsos de corriente bifasicos con TEF de 8us 6 58 ps.

En cada gréfico se representan el promedio de la diferencia de intensidad obtenido en cada
grupo (circulos negros) asi como los valores de cada uno de los sujetos experimentales (circulos
azules). Para los potenciales evocados de tallo cerebral, N=5 para los grupos de individuos con
sordera de una y doce semanas, N=4 para los animales con sordera de 4 semanas. Para los
registros del nervio auditivo, N=3 para cada uno de los grupos.
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Fig. 32: Relacidn entre el TEF de pulsos eléctricos intracocleares de intensidad supra-umbral y la
amplitud de potenciales evocados auditivos de curieles sordos.

Ay B) Curvas intensidad/respuesta obtenidas para cada TEF en un individuo con sordera de una

semana. Cada punto representa el valor medio de amplitud de las primeras 500
respuestas a los estimulos. Las lineas representan las curvas tedricas obtenidas a partir
de los analisis de regresidon (para ambos casos: r*=0.99, p<0.001)

Cy D) Relacién entre la duracion de la sordera y la diferencia de intensidad necesaria para que

estimulos con diferentes TEF generen potenciales evocados de la misma amplitud. Se
representan las diferencias medias de intensidad de cada grupo (puntos negros) y los
valores de cada individuo (puntos azules) (N=5, N=4 y N=5 para el PEATC-e de los
animales con sordera de 1, 4 y 12 semanas de duracién, respectivamente; N=3 para la
respuesta del nervio).
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Fig. 33: Oscilogramas de potenciales evocados auditivos obtenidos en curieles con sordera de una
semana de duracion en respuesta a estimulos eléctricos intracocleares. Se muestra el efecto del TEE
sobre la amplitud de los potenciales evocados. Para cada serie de respuestas se representa la intensidad
de estimulacion. En los oscilogramas de PEATC-e, sdlo se muestra la respuesta al segundo estimulo del
par de pulsos eléctricos, excepto cuando el TEE fue de 5 ms. Los artefactos de registros originados por la

estimulacion fueron omitidos para facilitar la comprensién de la figura.



efecto del estimulo mascara sobre la respuesta al estimulo de interés. Por tanto, el incremento de
amplitud descrito para el PAC-e y su disminucion a TEE muy pequefios son consecuencias de los mismos

procesos fisioldgicos involucrados en la disminucién y posterior incremento de amplitud del PEATC-e.

El efecto de la intensidad de estimulacidn sobre las propiedades refractarias de los potenciales evocados
auditivos generados por estimulos eléctricos fue analizado en animales con sordera de una semana de
duracidn. La figura 34 muestra ejemplos de las funciones de recuperacidon obtenidas en uno de los

individuos de este grupo.

A medida que aumenté la intensidad de corriente, se incrementd la diferencia entre las amplitudes
maxima y minima de la funcién de recuperacién de los dos tipos de potencial evocado (Fig. 34). Es decir,
aunque a todas las intensidades la disminucion del TEE produjo el decrecimiento de la amplitud del PEATC-
ey elincremento de la magnitud del PAC-e en respuesta al estimulo prueba, estas variaciones se hicieron
mayores a medida que los pulsos eléctricos fueron mas intensos. A la vez, los cambios en la amplitud de
ambos tipos de potencial evocado obtenidos a muy pequeiios TEE se redujeron al incrementarse la

intensidad de estimulacion.

Se analizaron entonces los valores de latencia del PEATC-e en funcidn de la intensidad de estimulacidon y
del TEE. Especificamente, se analizd la latencia de la respuesta al estimulo mascara, de la respuesta al
estimulo de interés cuando el TEE fue 5 msy del PEATC-e de menor amplitud en la funcién de recuperacion

(latencia de la respuesta mas influenciada por el estimulo mascara).

De manera general, la latencia del PEATC-e tendié a disminuir al incrementarse la corriente del pulso
eléctrico (Fig. 35 A). La magnitud media de este decrecimiento, obtenida al estudiar las respuestas de
menor amplitud en la funcidn de recuperacion (0.11 ms), fue mayor en relacidn a la producida cuando los
animales fueron estimulados con pares de pulsos con TEE de 5 ms (0.07 ms) y solamente con el estimulo
mascara (0.04 ms). Sin embargo, pese a la tendencia observada, la intensidad del estimulo no tuvo un

efecto estadisticamente significativo sobre la latencia del potencial evocado (F»,37=0.42 p>0.05).

A diferencia del nivel de corriente, el TEE si tuvo un efecto significativo sobre la latencia del PEATC-e (F5,
37=11.91, p<0.001). Para pulsos de con igual intensidad, la latencia media de la respuesta de menor
amplitud en la funcidn de recuperacion fue significativamente mayor que la de la evocada por el estimulo
de interés cuando el TEE fue 5 ms (Fig. 35 A). Igualmente, fue estadisticamente superior a la del potencial
evocado producido por el estimulo mascara. Independientemente de la intensidad, la latencia de la
respuesta al estimulo mascara fue estadisticamente similar a la del PEATC-e generado por el estimulo

prueba cuando el TEE fue 5 ms.
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Fig. 34: Ejemplos de funciones de recuperacién de potenciales evocados auditivos de curieles sordos,
obtenidas en un animal estudiado una semana después de inducirse el dafio ototdxico.

Las intensidades de estimulacién representadas son relativas al umbral de respuesta del potencial
evocado. En todos los casos, los valores de amplitud fueron normalizados en relacién a la mayor
respuesta de la funcién de recuperacion.
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Fig. 35: Relacion entre la intensidad de estimulacion y las propiedades refractarias de la respuesta
auditiva en curieles con sordera de una semana de duracién.

A y B) Latencia de la respuesta. : potencial evocado por el estimulo mascara, “@- : respuesta al
estimulo de interés cuando el TEE fue de 5 ms, @@= :respuesta al estimulo de interés cuando el TEE
utilizado generd la menor amplitud de respuesta de la funcidn de recuperacion.

Cy D) TEE con mayor influencia sobre la amplitud de la respuesta auditiva.
E y F) Constante de tiempo de la funcion de recuperacion.

Para los potenciales evocados de tallo cerebral: N=5 para los grupos de individuos con una y doce
semanas de sordera, N=4 para los animales con sordera de 4 semanas. Para los registros del nervio
auditivo: N=3 para cada uno de los grupos.
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No existio un efecto significativo de la interaccidn entre la intensidad y el TEE sobre la latencia del PEATC-
e (F4,37=0.42 p>0.05). Las diferencias medias entre la latencia de la respuesta al estimulo mascara y la del
potencial evocado de menor amplitud en la funcidn de recuperacién fueron 0.48 ms, 0.39 ms y 0.42 ms
para las respuestas producidas con pulsos de 6 dB, 12 dB y 18 dB de intensidad superiores al umbral de

respuesta, respectivamente (Fig. 35 A).

El protocolo utilizado para la extracciéon del PAC-e no permite obtener la respuesta a estimulos
independientes. Con pulsos pareados, la latencia del PAC-e tendié a disminuir al incrementarse la
intensidad de estimulacién (Fig. 35 B). Frente a estimulos de igual intensidad, la latencia del PAC-e de
menor amplitud en la funcién de recuperacién fue ligeramente superior a la observada cuando el TEE fue
de 5 ms. La diferencia entre los tiempos de aparicion de la respuesta en estas dos condiciones fue

marcadamente inferior a la observada al estudiar el efecto del TEE sobre la amplitud del PEATC-e.

Contrario a lo descrito para la latencia de la respuesta auditiva, el TEE que produjo la minima amplitud en
la funcién de recuperacion del PEATC-e dependié de la intensidad de corriente (F,, 13=4.46, p<0.05). El
valor medio de esta variable de respuesta, al emplear estimulos de 6 dB de intensidad por encima del
umbral, no difirié estadisticamente del observado cuando el nivel de estimulacion fue 12 dB superior al
umbral del potencial evocado (Fig. 35 C). A la vez, fue significativamente mayor que el obtenido con
estimulos de +18 dB en relacién al umbral. Mientras, las medias calculadas con estimulos de +12 dBy +18
dB en relacién al umbral no difirieron estadisticamente. Por su parte, EI TEE que generd la menor amplitud
del PAC-e tuvo valores muy similares cuando la intensidad del estimulo fue 6 dB y 12 dB superior al umbral

de respuesta y disminuyd con pulsos de corriente 18 dB por encima del umbral (Fig. 35 D).

Un comportamiento ligeramente diferente fue encontrado al estudiar la constante de tiempo de las
funciones de recuperacion (7) del PEATC-e (Fig. 35 E). Esta variable de respuesta disminuyo
significativamente cuando la intensidad del pulso aumenté de 6 dB a 12 dB por encima del umbral (F,,
13=4.06, p<0.05). Mientras, los valores medios obtenidos con estimulos 12 dB y 18 dB superiores al umbral

no difirieron estadisticamente entre si.

La T de la funcidn de recuperacién del PAC-e también tendié a disminuir al incrementarse la intensidad
del pulso eléctrico (Fig. 35 F). Para este tipo de potencial evocado, el decrecimiento medio de 7, obtenido
al incrementar la intensidad de 6 dB a 12 dB por encima del umbral de respuesta, fue mayor que el

observado cuando la intensidad del pulso varié de +12 dB a +18 dB en relacidn al umbral.

De forma general, la relacidn entre la amplitud del potencial evocado y el TEE, en curieles con sordera de

cuatro y doce semanas, fue similar a la descrita previamente para individuos con pérdida auditiva de corta
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duracidn (Fig. 36). Es decir, la amplitud del PEATC-e generado por el segundo estimulo del par de pulsos
eléctricos disminuyd a medida que se acortd el TEE. Una vez alcanzado el minimo valor de amplitud,
disminuciones adicionales del TEE produjeron ligeros incrementos en la magnitud del potencial evocado.
Lo contrario fue observado al estudiar el PAC-e. De igual manera, la disminucién de la amplitud de la
respuesta auditiva obtenida al prolongarse la duracién de la sordera, proceso descrito en epigrafes
anteriores, también se puso de manifiesto al estudiar las caracteristicas refractarias de ambos tipos de

potenciales evocados.

Ejemplos de funciones de recuperacién de animales representativos de cada uno de los grupos
experimentales son mostrados en la figura 37. Tipicamente, la diferencia entre las amplitudes maxima vy
minima de la funcién de recuperacion del PEATC-e disminuyd durante el periodo de evolucion de la
sordera (Fig. 37, panel izquierdo). Al mismo tiempo, el aumento de amplitud obtenido con TEE muy cortos

fue mayor en los animales estudiados 12 semanas después de la induccién del dafio ototdxico.

Mientras, la diferencia entre el mayor y el menor valor de amplitud de la funcion de recuperacion del
PEAC-e se incrementd al aumentar la duracion de la pérdida sensorial (Fig. 37, panel derecho). Para este
tipo de potencial evocado, las disminuciones de amplitud caracteristicas de TEE pequefnos fueron de

mayor magnitud en el grupo experimental con pérdida auditiva de una semana.

El efecto de la duracidn de la sordera sobre la latencia del PEATC-e obtenido con diferentes intensidades
de estimulacidon y diferentes TEE es mostrado en la figura 38 (A-C). Como era de esperar teniendo en
cuenta lo observado en individuos con pérdida auditiva de una semana (Fig. 35), el TEE también tuvo un
efecto estadisticamente significativo sobre la latencia cuando todos los individuos del estudio fueron
incluidos en el analisis (F;,29=12.51, p<0.001; F;,,9=5.09, p<0.05 y F;,29=9.12, p<0.001 para las respuestas
obtenidas a 6 dB, 12 dB y 18 dB por encima del umbral de generacidon del potencial evocado,
respectivamente). Mds importante, la latencia del PEATC-e disminuyd significativamente al incrementarse
la duracion de la sordera (Fy,20=7.25, p<0.05; F;,20=4.24, p<0.05 y F;, 2=4.95, para los PEATC-e obtenidos
a +6 dB, +12 dB y +18 dB en relacidn al umbral, respectivamente). Por su parte, la interaccién entre la
duracién de la sordera y el TEE no tuvo un efecto significativo sobre la latencia de la respuesta (F5, 20=0.45,
p>0.05; F;,29=0.22, p>0.05 y F;,29=0.33, p>0.05 para las respuestas evocadas cuando el nivel de corriente
fue 6 dB, 12 dB y 18 dB superior al umbral, respectivamente). Los resimenes de los resultados de las

pruebas de comparaciones multiples de Tukey son mostrados en las tablas 4, 5 y 6.

La latencia del PEAC-e también tendidé a disminuir al incrementarse el tiempo de deprivacién sensorial

(Fig. 38 D-F). Este resultado fue evidente tanto para los potenciales evocados generados por estimulacidn
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Fig. 36: Oscilogramas de potenciales evocados auditivos generados por estimulos eléctricos
intracocleares en curieles con sordera de diferentes duraciones. Las respuestas fueron generadas por
pulsos con diferentes TEE y 18 dB de intensidad por encima del umbral del potencial evocado. Los
oscilogramas de PEATC-e sélo muestran la respuesta al segundo estimulo del par de pulsos eléctricos,
excepto cuando el TEE fue 5 ms. Los artefactos de registros originados por la estimulacién fueron

omitidos para facilitar la comprensién de la figura.
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Fig. 37: Ejemplos de funciones de recuperacién de potenciales evocados auditivos, obtenidos en curieles

sordos con diferentes duraciones de sordera.

Todas las respuestas fueron generadas con pulsos eléctricos de 18 dB de intensidad en relacién al
umbral del potencial evocado. Los valores de amplitud fueron normalizados respecto a la respuesta de
mayor amplitud de cada funcion de recuperacion.
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Tabla 4: Probabilidades obtenidas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey al analizar el efecto
de la duracién de la sordera y el tiempo entre estimulos eléctricos intracocleares sobre la latencia del
PEATC-e de curieles, frente a estimulos de +6 dB en relacién al umbral.

dur. sord. est. 1 max.refact. 1 TEES 1ind. 4 max.refact. 4 TEES 4 ind. 12 max.refact. 12 TEES5
1 max. refract.
1 TEE S 0.027
1 ind. 0.000 0.040
4 max. refract. 0.372 0.430 0.037
4 TEES 0.137 0.874 0.133 0.605
4 ind. 0.003 0.186 0.807 0.048 0.242
12 max. refract. 0.046 0.807 0.075 0.603 0.962 0.176
12 TEES 0.000 0.007 0.296 0.007 0.030 0.271 0.123
12 ind. 0.000 0.001 0.026 0.002 0.008 0.088 0.003 0.261

Tabla 5: Probabilidades obtenidas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey al analizar el efecto
de la duracién de la sordera y el tiempo entre estimulos eléctricos intracocleares sobre la latencia del
PEATC-e de curieles generado por estimulos de +12 dB en relacién al umbral.

dur. sord. est. 1 max.refact. 1 TEES 1.ind. 4 max.refact. 4 TEES 4 ind. 12_max.refact. 12 TEES
1 max. refract.
1 TEES 0.119
1 ind. 0.041 0.596
4 max. refract. 0.519 0.578 0.341
4 TEES 0.095 0.906 0.680 0.519
4 ind. 0.025 0.407 0.739 0.042 0.472
12 max. refract. 0.273 0.785 0.466 0.770 0.708 0.325
12 TEES 0.007 0.017 0.377 0.114 0.021 0.599 0.046
12 ind. 0.000 0.021 0.037 0.023 0.027 0.016 0.024 0.038

Tabla 6: Probabilidades obtenidas en la prueba de comparaciones multiples de Tukey al analizar el efecto
de la duracién de la sordera y el tiempo entre estimulos eléctricos intracocleares sobre la latencia del
PEATC-e de curieles generado por estimulos de +12 dB en relacién al umbral.

dur. sord. est. 1 max.refact. 1 TEES 1 ind. 4 max.refact. 4 TEES 4 ind. 12 max.refact. 12 TEES
1 max. refract.
1 TEES 0.042
1 ind. 0.005 0.018
4 max. refract. 0.092 0.940 0.180
4 TEE S5 0.029 0.456 0.545 0.499
4 ind. 0.002 0.077 0.643 0.039 0.314
12 max. refract. 0.112 0.861 0.289 0.913 0.624 0.160
12 TEE 5 0.002 0.020 0.486 0.068 0.235 0.794 0.021
12 ind. 0.000 0.005 0.014 0.006 0.031 0.198 0.015 0.032

Leyenda: dur. sord.: duraciéon de la sordera, est.: tipo de estimulo, max. refract.: TEE al cual se obtuvo la
minima amplitud de respuesta en la funcidn de recuperacién. TEE 5: tiempo entre estimulos igual a 5 ms,
ind.: estimulos individuales (mdscara). En los titulos de las columnas se representan la duracién de la
sordera seguido por el tipo de estimulo.
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Fig. 38: Efecto de la duracidn de la sordera sobre las caracteristicas refractarias de la respuesta auditiva
de curieles.

A, By C) Latencia del PEATC-e generado por el estimulo mascara (< ), por el segundo pulso de pares de
estimulos eléctricos con TEE de 5 ms (@-) y por el segundo pulso de pares de estimulos
eléctricos con el TEE que genera la respuesta de menor amplitud en la funcidn de recuperacién
del potencial evocado (@r).

D, Ey F) Latencia del PAC-e generado por pares de estimulos eléctricos con TEE de 5 ms (<@-) y por pares
de estimulos eléctricos con el TEE que produce la respuesta de mayor amplitud en la funcién
de recuperacién del potencial evocado (@-).

En cada grafico se sefala la intensidad de estimulacion. Cada punto representa la media y la desviacion
estdndar, calculados a partir de los valores obtenidos en cada grupo experimental. Para los potenciales
evocados de tallo cerebral, N=5 para los grupos de individuos con 1 y 12 semanas de sordera, N=4 para
los animales con sordera de 4 semanas de duracién. Para los registros del nervio auditivo, N=3 para cada
uno de los grupos.
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pareada con TEE de 5 ms como para las respuestas de menor amplitud en la funcién de recuperacién.
Frente a estimulos con TEE de 5 ms, las latencias de los individuos con sordera de larga duracién fueron
0.05 ms, 0.04 msy0.10 msinferiores a las de los curieles con sordera de una semana, cuando la intensidad
de estimulacién fue 6 dB, 12 dB y 18 dB superior al umbral, respectivamente. Estas disminuciones fueron

similares a las observadas al analizar las respuestas de menor amplitud en la funcién de recuperacion.

A cada una de las intensidades de estimulacién, el TEE que provocé la menor amplitud del PEATC-e no
vario entre la primeray la cuarta semana posteriores al tratamiento ototdxico (Fig. 39 A-C). Sin embargo,
disminuyé significativamente en los individuos con sordera de larga duracién (F, 13=5.37, p<0.05; F,,
13=5.79, p<0.05 y F;, 13=5.28, p<0.05 para pulsos de 6 dB, 12 dB y 18 dB por encima del umbral,
respectivamente). Al emplear estimulos de +6 dB y +12 dB respecto al umbral, el TEE que provocé la mayor
amplitud del PAC-e fue similar en los animales con sordera de 1 y 4 semanas. Estos valores fueron
superiores a los observados en el grupo con sordera de larga duracién (Fig. 39 D y E). La media obtenida

con pulsos de 18 dB por encima del umbral no varié al prolongarse la pérdida sensorial (Fig. 39 F).

La T de la funcién de recuperacion del PEATC fue otra de las caracteristicas que dependié del tiempo de
evolucién de la sordera (Fig. 40 A-C). El valor medio de 7, cuando los estimulo fueron 6 dB y 12 dB
superiores al umbral, no difirié entre la primera y la cuarta semana posteriores al tratamiento ototdxico
y disminuyd significativamente en el grupo con sordera de 12 semanas (F,, 10=5.23, p<0.05 y F; 10=6.86,
p<0.05, para estimulos de +6 dB y +12 dB en relacién al umbral, respectivamente). Mientras, la media
obtenida con estimulos de +18 dB respecto al umbral no varié entre los grupos con sorderade 1y 4
semanas de duracion. A esta intensidad, la media de los individuos con sordera de 12 semanas fue
estadisticamente inferior al de los animales con sordera de corta duracion y similar al del grupo con
pérdida auditiva de cuatro semanas (F,, 10=4.27, p<0.05). A todas las intensidades de estimulacion, la T
media de la funcién de recuperacién del PEAC-e tendid a disminuir entre la primera y la cuarta semana de
sordera. Esta variable de respuesta fue similar entre los grupos con pérdida sensorial de 4 y 12 semanas

de duracién (Fig. 40 D-F).

4.9. Histologia coclear

De manera general, la presencia del epitelio auditivo no pudo ser determinada en ninguna de las cdcleas
estudiadas (Fig. 41). Esta degeneracidn del 6rgano de Corti estuvo acompafiada por la disminucién del
numero de neuronas del ganglio espiral (NGE), resultado se encuentra mejor ejemplificado en las

imagenes de mayor magnificacién mostradas en la figura 42.

La densidad de NGE dependié de la duracidon de sordera (Fz 10=5.123, p<0.05; F 10=4.462, p<0.05;
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Fig. 39: Relacién entre la duracion de la sordera y el tiempo entre estimulos eléctricos intracocleares con
mayor influencia sobre la amplitud de la respuesta auditiva de curieles con sordera de diferentes
duraciones.

A, B y C) TEE al cual se obtiene la minima amplitud de respuesta en la funcién de recuperacién del
PEATC-e.

D, Ey F) TEE que al cual se obtienen PAC-e de amplitud maxima.

En cada grafico se sefala la intensidad de estimulacion. Cada punto representa la media y la desviacién
estandar, calculados a partir de los valores obtenidos en cada grupo experimental. Para los potenciales
evocados de tallo cerebral, N=5 para los grupos de individuos con 1 y 12 semanas de sordera, N=4 para
los animales con sordera de 4 semanas de duracién. Para los registros del nervio auditivo, N=3 para cada
uno de los grupos.
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A, By C) Efecto del tiempo de deprivacidn sensorial sobre la T del PEATC-e.
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En cada grafico se sefala la intensidad de estimulacion. Cada punto representa la media y la desviacion
estandar, calculados a partir de los valores obtenidos en cada grupo experimental. Para los potenciales
evocados de tallo cerebral, N=5 para los grupos de individuos con 1 y 12 semanas de sordera, N=4 para
los animales con sordera de cuatro semanas. Para los registros del nervio auditivo, N=3 para cada uno

de los grupos.
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Fig. 41: Fotografias obtenidas al microscopio dptico de cortes histoldgicos representativos de
diferentes regiones de la céclea de curieles con sordera de diferentes duraciones. El ganglio
espiral (GE) y la regién correspondiente al Organo de Corti (OC) se sefialan en el panel superior
izquierdo. Todas las fotografias fueron tomadas con la misma magnificacion.

110



1 semana 4 semanas

G
%

Y’
~

medial

basal

Fig. 42: Fotografias obtenidas al microscopio dptico de cortes histolégicos del ganglio espiral en
curieles con sordera de diferente duracidn. Para cada caso se sefiala la regidn coclear y la duracidn
de la sordera. Todas las fotografias fueron tomadas con la misma magnificacion.
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F2,10=10.170, p<0.001; para las regiones basal, media y apical, respectivamente; F,, 005=19.235, p<0.001
para la media de toda la cdclea). La densidad de NGE de las espiras basal media disminuyd
significativamente entre la primera y la cuarta semana de sordera (Fig. 43). Mientras, no varié entre las
semanas de 4 y 12 posteriores al tratamiento ototdxico. La supervivencia media de las NGE en la espira
apical no varié significativamente entre la primera y la cuarta semana de sordera y disminuyd 12 semanas
después de inducida la pérdida sensorial. El andlisis de los valores medios de toda la céclea demostrd que
los individuos con sordera de cuatro semanas presentaron densidades neuronales inferiores a las de los
estudiados una semana después del tratamiento ototdxico. Demostrd, ademas, que el valor medio del

grupo con sordera de 12 semanas de fue inferior al del resto de los animales.

4.10. Relacién entre la respuesta auditiva y la integridad del ganglio espiral

El ultimo aspecto del estudio consistio en analizar si el efecto de las variables temporales de estimulacién
sobre la amplitud de los potenciales evocados auditivos estaba correlacionado con el grado de
superviviencia del ganglio espiral. En la figura 44 se muestra la relacién que existe entre la supervivencia
neuronal del ganglio espiral y el efecto de la DF y el TEF sobre la amplitud de respuesta auditiva. Los
analisis estadisticos demostraron que la diferencia de intensidad necesaria para generar PEATC-e de igual
amplitud, cuando la DF se incrementd de 104 ps a 208 us, estuvo correlacionada positivamente con la
densidad neuronal del ganglio espiral (r=0.66 p<0.05) (Fig. 44 A). De igual manera, la diferencia de
intensidad necesaria para que estimulos con TEF de 8 us y 58 us generasen PEATC-e y PAC-e de igual
amplitud, también estuvo correlacionada positivamente con el grado de superviviencia del ganglio
(r=0.72, p<0.05 para los potenciales evocados de tallo cerebral y r=0.83, p<0.05 para las respuestas

evocadas del nervio auditivo) (Fig. 44 By C).

Aligual que la DF y el TEE, la T de la funcién de recuperacion del PEATC-e también estuvo correlacionada
positivamente con la densidad de NGE (r=0.64, p<0.05; r=0.62, p<0.05 y r=0.72, p<0.05 para las funciones
obtenidas con estimulos 6 dB, 12 dB y 18 dB superiores al umbral de respuesta, respectivamente) (Fig.
45). En el caso del PEAC-e producido por estimulos de +6 dB en relacién al umbral, aunque la 7 de la
funcién de recuperacidn de los animales con mayor supervivencia neuronal tendidé a ser mayor que las
observadas en individuos con menor densidad de NGE, la correlaciéon entre estas dos variables no fue
estadisticamente significativa (r=0.49, p>0.05). Correlaciones positivas y estadisticamente significativas
fueron obtenidas analizando la relacién entre la supervivencia del nervio auditivo y la T de la funcidn de
recuperacidn del PAC-e cuando los animales fueron estimulados con pulsos de corriente 12 dB (r=0.78,

p<0.05) y 18 dB superiores al umbral de generacién del potencial evocado (r=0.77, p<0.05).
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Fig. 43: Curso temporal de la degeneracion neuronal del ganglio espiral de curieles provocada
por la sordera sensorineural. Se muestran la densidad media de neuronas del ganglio espiral en
cada una de las espiras cocleares y el valor medio de densidad analizando toda la céclea.

Para cada uno de los grupos se representa la media con su error estandar. Para las graficas de
densidad de las espiras individuales, N=5, N=4 y N=6 para el grupo de individuos con 1, 4y 12
semanas de duracidn, respectivamente. Para los valores medios de densidad, N=15, N=12 y
N=18 para los animales con 1, 4 y 12 semanas de sordera, respectivamente. Cada valor
individual fue el promedio de densidad de 5 cortes diferentes.
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Fig. 44: Relacion entre la supervivencia neuronal del ganglio espiral y la diferencia de intensidad
necesaria para que estimulos eléctricos intracocleares con diferentes caracteristicas temporales
generen respuestas auditivas de igual amplitud.

A) Relacion entre la densidad neuronal del ganglio y el efecto de la duraciéon de la fase sobre la
amplitud del PEATC-e (N=13).

B) Relacidn entre la integridad del ganglio y el efecto del tiempo entre fases sobre la amplitud
del PEATC-e (N=13).

C) Relacién entre la supervivencia de NGE y el efecto del tiempo entre fases sobre la amplitud
del PAC-e (N=9).
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Fig. 45: Relacién entre la supervivencia neuronal del ganglio espiral y la constante de tiempo de la
funcion de recuperacién del PEATC-e (paneles izquierdos) y del PAC-e (paneles derechos) de curieles.

En cada grafico se muestra la intensidad de estimulacidn (dB superiores al umbral de respuesta). Las
lineas rectas representan la relacion tedrica entre las variables, obtenida a partir del andlisis de
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5. DISCUSION

5.1. Maduracion de la codificacion de la profundidad de modulacion de amplitud de estimulos
acusticos

La codificacion de la profundidad de modulacidon de amplitud de estimulos acusticos ha sido analizada
registrando la actividad de neuronas individuales en diferentes estructuras de la via auditiva (Krishna y
Semple 2000; Nelson y Carney 2007; Rosen et al. 2010; Schatteman et al. 2008) y estudiando la
respuesta psicofisica, tanto en humanos como en modelos animales (He et al. 2008; Kelly et al. 2006;
Rosen et al. 2010; Viemeister y Plack 1993). Los potenciales evocados pueden constituir un enlace ideal
entre los niveles celular y conductual al describir la respuesta electrofisiolégica de poblaciones
neuronales en el tallo cerebral y la corteza auditiva. Aunque el PEAEE ha sido previamente estudiado en
diferentes especies (Dolphin et al. 1994; Makela et al. 1990; Perez et al. 2001; Picton et al. 2003), pocos
trabajos han abordado la codificacion de la profundidad de modulacién utilizando esta técnica de
registro (John et al. 2004; Lins et al. 1995; Parthasararhy y Bartlett 2011). De ellos, que sea de nuestro

conocimiento, sélo uno ha sido realizado en ratas (Parthasararhy y Bartlett 2011).

Los resultados expuestos en este documento demuestran que, frente a estimulos de igual profundidad
de modulacién, el umbral del PEAEE de ratas aumenta cuando la frecuencia del tono se incrementa
gradualmente de 4 kHz a 8 kHz (Fig. 11). Como consecuencia, se produce el aumento de la amplitud del
PEAEE generado por estimulos supra-umbrales. Estos hallazgos pueden ser explicados por el hecho de
qgue la sensibilidad espectral de la especie es maxima frente a estimulos de 8 kHz y decrece
progresivamente con tonos de 6 kHz y 4 kHz (Heffner et al. 1994; Hernandez et al. 2005; Kelly y
Masterton 1977). Por otra parte, las mayores amplitudes obtenidas al aumentar la intensidad de los
tonos de 6 kHz y 8 kHz (Fig. 11), se deben al reclutamiento neuronal y al incremento de la sincronia de

la respuesta causado por el aumento del nivel de estimulacién (Shepherd 2004).

En relacidn al procesamiento temporal auditivo, uno de los principales hallazgos fue la disminucion
exponencial del umbral del PEAEE provocada por el incremento de la profundidad de modulacion del
estimulo acustico (Fig. 13). En consecuencia, cuando los tonos fueron de igual frecuencia e igual
intensidad supra-umbral, el aumento de la profundidad de modulacién produjo el incremento
mondtono de la amplitud del PEAEE (Fig. 14). Esta tendencia coincide con la observada en la respuesta
de estado estable en otras especies de mamiferos, entre las que se incluyen jerbos, ratas y humanos
(Boettcher et al. 2001; Dolphin y Mountain 1992; Parthasarathy y Bartletta 2011; Picton et al. 1987).

Ademas, es congruente con la actividad neuronal en el nucleo coclear y el coliculo inferior en roedores

117



(Krishna y Semple 2000; Nelson y Carney 2007; Schatteman et al. 2008) y con la respuesta psicofisica en
ratas y humanos (Kelly et al. 2006; He et al. 2008; Viemeister y Plack 1993).

El efecto de la profundidad de modulacién sobre la amplitud del PEAEE puede explicarse por los
cambios que se producen en la actividad eléctrica a nivel celular. Se ha demostrado que en neuronas
del ndcleo coclear y del coliculo inferior, cuando la intensidad del estimulo es cercana al umbral de
generacién de potenciales de accidn, la probabilidad de descarga se ve aumentada solamente durante
el pico de amplitud del ciclo de modulacion de la sefal acustica (Krishna y Semple 2000; Nelson y
Carney 2007; Schatteman et al. 2008). Al incrementarse la profundidad de modulacién, la presencia del
pico se acentua y la sincronia de la respuesta neuronal aumenta. Al reflejar la amplitud del potencial
evocado la cantidad de neuronas que responden de manera sincrénica a la estimulaciéon, este aumento
en la sincronia se traduce en la disminucién del umbral del potencial evocado y en el correspondiente

incremento de amplitud frente a estimulos supra-umbrales.

Como sera analizado detalladamente en epigrafes posteriores, cuando la amplitud de la sefial acustica
es modulada a 115 Hz, el PEAEE se genera en nucleos del tallo cerebral, principalmente en el coliculo
inferior. En esta estructura, la codificacion de la frecuencia de modulacidn estd topograficamente
organizada y la mayoria de las neuronas que la forman presentan FTMT pasa-banda (Frisina 2001;
Langner y Schreiner 1988; Rees y Langner 2005). Es importante tomar en cuenta que la sincronizacion
de la descarga de una poblacién neuronal depende de factores como la intensidad del estimulo y la
selectividad de las neuronas a las diferentes variables de estimulacion. Puede hipotetizarse entonces
que la amplitud del PEAEE obtenido a una determinada frecuencia de modulacién es proporcional al
numero de neuronas sintonizadas a esa frecuencia de modulacién. Esta idea es respaldada por
resultados obtenidos en jerbos (Heil et al. 1995) y ratones (Walton et al. 2002) que demuestran que
frecuencias de modulaciones dptimas diferentes no estdn representadas equitativamente en una
determinada regién de la via. Es decir, la cantidad de neuronas sintonizadas a una determinada
frecuencia de modulacién difiere a lo largo de la gama a la cual las neuronas de esa poblacién son
sensibles. En base a estos aspectos, el comportamiento de PEAEE descrito en este trabajo representa
principalmente cambios en la sincronia de la respuesta de neuronas del tallo cerebral selectivas a la
frecuencia de modulacién del tono, especificamente de la poblacidn de neuronas que responden de

manera maxima cuando la amplitud del estimulo se modula a 115 Hz.

El efecto de la edad sobre la respuesta auditiva se manifestdé como una mayor disminucién del umbral

del PEAEE en funcion de la profundidad de modulacidn de amplitud del estimulo acustico (Fig. 16).
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Igualmente se puso de manifiesto en la disminucién de la profundidad de modulacién minima requerida
para generar el potencial evocado (Fig. 17). Este ultimo hallazgo concuerda con los obtenidos en
experimentos conductuales realizados en otras especies de roedores (Sarro y Sanes 2010). Sin embargo,
la profundidad de modulacién umbral para el PEAEE (5% en animales adultos) es menor que la
observada en neuronas coliculares en jerbos y conejos (generalmente superior a 20 %) (Krishna y
Semple 2000; Nelson y Carney 2007). La magnitud del incremento de amplitud del potencial evocado
que tuvo lugar al aumentar la profundidad de modulacién de estimulos supra-umbrales, fue mayor a
medida que los animales se acercaron a la adultez. No fueron encontrados referencias sobre los
cambios producidos en la codificacion de la profundidad de modulacién durante la maduracién con los

cuales se pudiesen comparar nuestros resultados.

Los procesos de maduracién descritos anteriormente son consecuencia de cambios morfo-funcionales
de la via auditiva relacionados con la edad, los cuales conducen al incremento de la cantidad de
neuronas capaces de procesar variaciones rdpidas en la amplitud del estimulo y al aumento en la
sincronia de la respuesta. Estos incluyen cambios en la expresién de factores tréficos necesarios para la
supervivencia neuronal, la disminucion progresiva de la resistencia de membrana, la constante de
tiempo neuronal y el patron de inervacién de las diferentes estructuras auditivas (Dlugaiczyk et al. 2008;

Ryugo et al. 2006; Scott et al. 2005; Sugawara et al. 2007).

Por otra parte, se conoce que la combinacion de la actividad de entradas excitatorias e inhibitorias
determina la sintonia de las neuronas del nucleo coclear y del coliculo inferior a las modulaciones de
amplitud del estimulo acustico. El aumento de la actividad inhibitoria en dichas estructuras podria ser
necesario para codificar de manera precisa los cambios que se producen en las variables de
estimulacion (Backoff et al. 1999; Zhang y Kelly 2003). Por tanto, los resultados presentados en este
documento pudiesen deberse también a la maduracidn de los mecanismos sinapticos involucrados en la
respuesta, especificamente al incremento de la eficiencia de sinapsis inhibitorias mediadas por GABA y
glicina en los diferentes nucleos de la via auditiva (Kandler et al. 2009; Sanes et al. 2009). Podrian
también estar dados por los cambios producidos en la naturaleza de esta actividad inhibitoria (de ser
principalmente mediada por GABA a serlo por glicina), los cuales aumentan la capacidad neuronal para

procesar variaciones rapidas de la actividad pre-sinaptica (Nabekura et al. 2004).

5.2. Maduracién de la respuesta de seguimiento de la modulacién en ratas
En el presente trabajo se describen las caracteristicas de la RSM en ratas adultas y se proporcionan

evidencias cuantitativas de la maduracion de este tipo de potencial evocado. Los cambios en la RSM
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durante la maduracion se manifestaron al analizar la amplitud maxima de la respuesta, la frecuencia de
modulacién a la que este pico de amplitud fue obtenido (FMO) y la pendiente de disminucion de la

respuesta a frecuencias de modulacion superiores a la FMO.

Pese a que el PEAEE habia sido previamente obtenido en diferentes modelos animales (Makela et al.
1990; Dolphin et al. 1994), el efecto de la frecuencia de modulacidn sobre la respuesta auditiva ha sido
principalmente descrita en humanos (e.g. Artieda et al. 2004; Purcell et al. 2004; Riquelme et al. 2006).
Pocos estudios en animales han abordado este tema (Kuwada et al. 2002; Szalda y Burkard 2005; Pauli-

Magnus et al. 2007) y sélo uno ha sido realizado en ratas (Perez-Alcazar et al. 2008).

En animales adultos, la RSM alcanzé su maxima amplitud cuando la frecuencia de modulacién del
estimulo fue 122 Hz aproximadamente. La magnitud del potencial evocado disminuyd para frecuencias
de modulacién superiores (Fig. 20). Este patrén no-monotdnico de respuesta difiere del de la RSM
generada en la corteza auditiva, caracterizado por la disminucién progresiva de amplitud, desde 15 Hz

hasta el limite superior de la prueba (250 Hz) (Perez-Alcazar et al. 2008).

La diferencia antes sefialada pudiese ser consecuencia del uso de anestesia en el presente experimento
(una combinacion de ketamina y diazepan). Sin embargo, es necesario destacar que Perez-Alcazar y su
grupo de trabajo estudiaron la RSM tanto en animales despiertos como anestesiados, empleando como
anestesia una combinacién de ketamina y xilazina. Aunque el uso de los farmacos provocd pequeiias
variaciones en la sincronia de la respuesta en diferentes bandas de frecuencias de modulacién, no
cambié el decrecimiento mondtono de amplitud observado en animales despiertos. Ademas, ambos
trabajos emplearon ketamina como principal inductor de anestesia. Mientras, tanto la xilacina como el
diazepam tienen un efecto depresor sobre la respuesta cortical (Haenggi et al. 2006; Perez-Alcazar et al.
2008). Estos resultados ponen de manifiesto que el patron de respuesta no-monotdnico de la RSM
obtenido en el presente estudio no representa el efecto de la anestesia sobre la disminucién continua

de amplitud caracterizada en estudios anteriores.

En otro orden de cosas, el hecho de que exista una relacidn lineal entre la fase de la RSM y la frecuencia
de modulacidn (Fig. 21), indica que este tipo de respuesta, en la gama de 90-190 Hz, es consecuencia de
la actividad de un sélo generador neuronal. El retardo neural obtenido para los diferentes estimulos (~
5 ms) sugiere que el origen de esta actividad es principalmente sub-cortical. De hecho, los valores de
retardo coinciden con la latencia de picos del PEATC generados en las estructuras localizadas en la

porcién superior del mesencéfalo y el talamo de ratas (Blatchley et al. 1987).
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La idea de que la RSM, en la gama de frecuencias de modulacién de 90-190 Hz, es originada
principalmente en estructuras subcorticales, se apoya ademds en resultados de otros estudios. En
roedores, la FMO del PEAEE registrado directamente en las estructuras auditivas disminuye de 250 Hz
en el complejo olivar superior a 90 Hz en el coliculo inferior a 20 Hz en la corteza (Kuwada et al. 2002).
Estos autores demostraron que, aunque las neuronas corticales pueden codificar frecuencias de
modulacién de hasta 200 Hz, en su mayoria tienen FMO cercanas a 15 Hz. Por tanto, incluso cuando la
actividad cortical estad presente en el PEAEE con oscilaciones relativamente rapidas (superiores a 80 Hz),
su magnitud a estas frecuencias de modulacidn se encuentra considerablemente disminuida (Perez-
Alcazar et al. 2008). Esto sugiere que aunque la RSM obtenida a una determinada frecuencia de
modulacion puede reflejar la actividad de multiples generadores, la respuesta a bajas frecuencias esta
asociada principalmente con la actividad cortical mientras que la respuesta a oscilaciones rdpidas posee

una fuerte contribucidn de estructuras subcorticales (Kuwada et al. 2002; Szalda y Burkard 2005).

Tipicamente, la presencia de picos y valles de amplitud en la RSM ha sido atribuida a la interaccion
entre diferentes generadores del potencial evocado (Kuwada et al. 2002, Purcell et al. 2004). Sin
embargo, la no-monotonia de la respuesta puede deberse también a procesos fisioldgicos que ocurren
dentro de un mismo generador. Estudios anteriores han demostrado que las neuronas del nervio
auditivo y del nucleo coclear actian como filtros pasa-bajo para la frecuencia de modulacion, con el
limite superior de discriminacién de frecuencias entre 500 Hz y 800 Hz. En ellas, el patrén de descarga
de potenciales de accidn se sincroniza con las variaciones de amplitud de las sefiales acusticas (Frisina
2001). A medida que la informacién asciende en la via hacia el tdlamo y la corteza, este patrén temporal
basado en la sincronia de respuesta se transforma en un cddigo de frecuencia (Frisina 2001; Joris et al.
2004). Como se menciond anteriormente, la mayoria de las neuronas en el coliculo inferior presentan
FTMT pasa-banda (Frisnia 2001; Rees y Langner 2005). Ademas, es necesario recalcar que FMO
diferentes no estdn representadas equitativamente en la poblacién neuronal, sino que la cantidad de
neuronas sintonizadas a una determinada frecuencia de modulacion difiere a lo largo de la gama de
frecuencias (Heil et al. 1995; Walton et al. 2002). Por tanto, el hecho de que la amplitud de la RSM esté
relacionada con el nimero de neuronas que responden de manera sincrénica a la estimulacién y que
esta sincronizacion dependa de la selectividad de las neuronas al estimulo, sugiere que la morfologia de
la RSM (en la gama de frecuencias de modulacion analizada en el trabajo) es consecuencia del nimero
diferente de neuronas sintonizadas a cada frecuencia de modulacidn en el tallo cerebral auditivo. Esta

hipdtesis es también respaldada por resultados que demuestran que la FMO mas representada en una
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estructura auditiva y la frecuencia de modulacién para la cual se obtiene la maxima sincronia de

respuesta se corresponden con la FMO de los PEAEE registradas localmente (Kuwada et al. 2002).

En el estudio de la maduracion de la RSM, la intensidad de estimulacion utilizada no fue establecida en
relacion al umbral de generacion del potencial evocado sino que fue fijada a 80 dB SPL. Sin embargo,
como ha sido expuesto en este documento, el umbral de la respuesta auditiva disminuye a medida que
los animales se hacen adultos. Este hecho podria ser la causa del aumento de la FMO que tiene lugar
con la edad (Fig. 24 A) Sin embargo, si la FMO dependiese del nivel de estimulacién, las RSM generadas
por estimulos de 4 kHz y 8 kHz en animales adultos tuviesen diferentes FMO (debido a las diferencias de
sensibilidad para esas frecuencias). Ademas, se esperaria encontrar un aumento de la FMO a medida
gue aumenta la intensidad de estimulacién. Sin embargo, la FMO no dependié del tipo de estimulo (Fig.
20) y tampoco varié con la intensidad. (Fig. 22). En su conjunto, estos hallazgos sugieren que el
aumento de la FMO observado a medida que los animales se hicieron adultos es un reflejo real de la

maduracién del procesamiento temporal auditivo.

Como se ha mencionado con anterioridad, el diferente nUmero de neuronas sintonizadas a cada
frecuencia de modulacién en el tallo cerebral auditivo pudiera ser la causa del comportamiento no-
monotdénico de la amplitud de la RSM, fendmeno responsable de la existencia de una FMO.
Continuando con este razonamiento, el aumento de la FMO durante la maduracion (Fig. 24 A) podria
deberse a cambios en la proporcién de neuronas sintonizadas a cada frecuencia de modulacidén. Esta
idea es apoyada por el hecho de que la gama de FMO en el coliculo inferior de jerbos se extiende hacia
valores mas altos durante la maduracion. A la vez, aumenta la FMO mas representada en la poblacion
neuronal. En otras palabras, la frecuencia de modulacién a la cual la mayor cantidad de neuronas se
encuentra sintonizada aumenta a medida que los animales se hacen adultos (Heil et al. 1995). El

resultado opuesto ha sido observado en ratones durante el envejecimiento (Walton et al. 2002).

A diferencia de la FMO, el incremento de amplitud de la RSM que tiene lugar durante las dos semanas
siguientes al comienzo de la audicion (Fig. 24 B) es consecuencia de la mayor sensibilidad espectral del
sistema auditivo en animales mas maduros. El curso temporal de maduraciéon de la RSM es de mayor
duracién que el de las respuestas auditivas periféricas de la especie, como por ejemplo el potencial
endococlear (Rybak et al. 1992), las emisiones otoacusticas (Freeman et al. 1996) y el potencial de
accion compuesto del nervio auditivo (Rybak et al. 1992). Mds importante, se asemeja al de la
maduracién de la amplitud del PEATC a estimulos supra-umbrales (Blatchley et al. 1987). No fue

encontrada literatura sobre la maduracion del PEAEE en ratas con la cual comparar nuestros resultados.
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La mayor amplitud de la RSM de animales en estadios de maduracidon tardios pude explicarse por los
procesos de maduracidon que tienen lugar en la céclea y a todo lo largo de la via auditiva. Como fue
mencionado con anterioridad, estos incluyen la mielinizacion axonal y la maduracién de los mecanismos
sindpticos involucrados en la respuesta (Ryugo et al. 2006; Scott et al. 2005). Al incrementarse el
numero de neuronas capaces de procesar estimulos con altas frecuencias de modulacién, estos
fendmenos podrian ademads ser responsables de la menor caida de amplitud del potencial evocado a

frecuencias de modulacién superiores a la FMO, presente en los animales mas maduros (Fig. 24 C).

La amplitud de la RSM obtenida con tonos de 8 kHz alcanzé los valores adultos en etapas de
maduracién mas tempranas que la respuesta generada con estimulos de 4 kHz. Un comportamiento
similar fue observado al analizar la pendiente de decrecimiento de la amplitud del potencial evocado
para frecuencias de modulacidn superiores a la FMO (Fig. 24 By C). Estos hallazgos apoyan la existencia
de un gradiente espectral de maduracién, donde el PEAEE a estimulos de alta frecuencia tiene una tasa
de maduracién mas rapida que el obtenido con tonos de baja frecuencia (Savio et al. 2001). La hipdtesis
propuesta se basa en el gradiente espacio-temporal de diferenciacidn, inervacion y desarrollo de la
coclea (Adamson et al. 2002; Rubel y Fritzsch 2002; Sugawara et al. 2007; Tonnaer et al. 2010). Sin
embargo, tanto el presente trabajo como Savio et al. (2001) solo analizaron una regién del espectro de
audicion de la especie (frecuencias menores de 8 kHz). Por tanto, como alternativa al gradiente de
maduracién propuesto, podria existir un comportamiento mas complejo en el cual las respuestas que

primero maduran serian aquellas provocadas por los estimulos a los cuales la especie es mas sensible.

En general, los procesos de maduracion de la RSM (el aumento de la FMO y de la amplitud de la
respuesta asi como la menor caida de su amplitud a frecuencias de modulacién superiores a la FMO)
conducen al incremento de la maxima frecuencia de modulacion a la cual este tipo de respuesta puede
ser detectada. Esta frecuencia de modulacion estd correlacionada con los umbrales psicofisicos de
deteccion de intervalos de silencio y de profundidades de modulacién de estimulos acusticos (Purcell et
al. 2004). Los resultados mostrados en este trabajo pudiesen entonces contribuir al desarrollo de
pruebas objetivas que permitan estimar la maduracién de la resoluciéon temporal auditiva de recién

nacidos y sujetos que no cooperan activamente en la realizacion de los estudios conductuales.

5.3. Efecto de los parametros temporales de estimulos eléctricos intracocleares sobre la respuesta
auditiva de curieles sordos
Hasta este momento, se han discutido aspectos fundamentales de la maduracién del procesamiento

temporal auditivo relacionados con la codificacion de modulaciones en la amplitud de las sefales
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acusticas. Este tipo de procesamiento pudiese afectarse con la aparicion de sordera sensorineural
(Grose et al. 2001; Hopkins et al. 2008; Lorenzi et al. 2006; Strelcyk y Dau 2009) y depender del tamafio

de la poblacidn neuronal que responde al patrén de estimulacién eléctrica intra-coclear.

En los experimentos descritos, el andlisis de la codificacion del patrén temporal de estimulacidn
eléctrico sobre la respuesta auditiva, sin tener en cuenta el efecto de la duracidn de la sordera, fue
realizado en animales con pérdida auditiva de una semana. Esto se debe a que la densidad neuronal
media del ganglio espiral en estos individuos es similar a la de curieles con audicién normal (Shepherd,
comunicacion personal). Es también semejante a la de animales de otras especies sin pérdida auditiva

(Prado-Gutierrez et al. 2006; Rodriguez et al. 2005, 2006, 2008).

El incremento de la DF de los pulsos eléctricos intracocleares disminuye el umbral del PEATC-e vy
desplaza hacia la izquierda la funcién intensidad/respuesta de este potencial evocado (Figs. 25y 27 A).
Igual comportamiento puede observarse al estudiar la actividad eléctrica de neuronas individuales del
nervio auditivo en diferentes especies de mamiferos (Parkins 1989; Shepherd y Javel 1999; van den
Honert y Stypulkowski 1984). Los hallazgos descritos coinciden ademads con resultados conductuales en
animales de experimentacidn y pacientes implantados (McKay y McDermott 1998, 1999; Miller et al.
1999; Pfingst et al. 1991; Smith y Finley 1997). En su conjunto, estos estudios demuestran que los pulsos
bifasicos de larga duracidn necesitan menor intensidad para generar respuestas auditivas de
determinada magnitud que los pulsos de menor duracién. Dicho fendmeno se debe a la mayor carga
eléctrica, y como consecuencia, mayor energia que a una misma intensidad posee el primero de los dos
tipos de estimulos. Este hecho apoya el planteamiento realizado por Adams (1971), acerca de que la
respuesta de un receptor, y como consecuencia la respuesta del sistema a la estimulacion, esta

determinada por la energia total del estimulo y no por alguna de sus caracteristicas individuales.

Si la membrana citoplasmatica de las neuronas del ganglio espiral se comportase como un integrador
ideal de carga, la diferencia de intensidad necesaria para que estimulos con 104 ps/fase y 208 us/fase
generasen respuestas de igual amplitud, hubiese sido de 6 dB (la diferencia ideal calculada cuando se
dobla la duracion de la fase). Sin embargo, en individuos con sordera de una semana, la disminucién
maxima del umbral fue 30 NC (4.7 dB) y el corrimiento maximo de la curva intensidad/respuesta fue 33
NC (5.2 dB). Estos resultados son consistentes con los obtenidos en estudios previos, en los cuales la
respuesta auditiva fue analizada mediante PEATC-e y registros electrofisiolégicos de neuronas
individuales del nervio auditivo (Abbas y Brown 1991; Miller et al. 1995; Shepherd et al. 2001; van den

Honert y Stypulkowski 1984). En su conjunto, estos trabajos demuestran que debido a las caracteristicas
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reales de integracion de carga, la membrana neuronal se comporta como un integrador con fuga, lo cual
hace que los pulsos de corriente de larga duracién sean menos eficientes para producir respuestas de

igual magnitud que pulsos mas cortos que contengan la misma carga (Parkins y Colombo 1987).

El tiempo entre las fases positiva y negativa de los estimulos eléctricos intracocleares también influye
sobre el umbral y la amplitud del PEATC-e y del PAC-e (Figs. 28, 29 y 32 A y B). Comportamientos
similares a los descritos en este trabajo son observados al estudiar la actividad eléctrica individual de las
neuronas auditivas periféricas (Shepherd y Javel 1999) o la respuesta conductual de pacientes

implantados (Carlyon et al. 2005).

Pese a que la adicién de la fase negativa de los pulsos eléctricos incrementa el umbral sensorial, su
presencia es de gran importancia para el funcionamiento de los implantes cocleares. El voltaje impuesto
por la fase negativa hace que la repolarizacion del potencial de membrana de las NGE ocurra en un
tiempo mucho menor que el que tendria lugar si solo dependiera de las propiedades de cable de la
membrana. Por tanto, la presencia de esta fase del pulso eléctrico permite el uso eficiente de altas
frecuencias de repeticién en la estimulacién de la cdclea. Ademas, al tener ambas fases del estimulo la
misma carga eléctrica, la etapa negativa evita la acumulacion de productos electroquimicos que
producen corrientes directas que afectan el funcionamiento del implante y que, incluso, pueden

provocar la muerte neuronal (Huang et al. 2001; Robblee y Rose 1990).

El desplazamiento de las funciones intensidad/respuesta de los potenciales evocados, cuando el TEF se
incremento de 8 us a 58 us, fue de 2 NC a 16 NC. Similares diferencias de intensidad se requieren para
gue pulsos con diferentes TEF provoquen respuestas auditivas con la misma intensidad perceptual en
pacientes implantados. Por ejemplo, McKay y Fewster (2004), utilizando estimulos de 58 us/fase y
tiempo entre fases de 8.4 us y 45 us, observaron que la diferencia de corriente necesaria para generar

iguales sensaciones auditivas varid entre 3.7 NCy 12.3 NC.

Los cambios producidos en la funcidn intensidad/respuesta de los potenciales evocados auditivos
debido al aumento del TEF pueden explicarse de la siguiente manera. Cuando la carga eléctrica total
entregada por la primera fase del pulso se encuentra cercana al umbral, la latencia del potencial de
accion de las NGE es mayor que la DF del estimulo. La presencia de la etapa hiperpolarizante (segunda
fase del pulso de corriente) podria entonces llevar el potencial de membrana a un valor sub-umbral para
la generacién de potenciales de accidn, evitando que estos se generasen (van den Honert y Mortimer
1979). El aumento del TEF retarda el comienzo de la hiperpolarizacion e incrementa la probabilidad de la

descarga neuronal, aumentando asi el tamafio de la poblacién neuronal que responde a la estimulacion.
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El hecho de que el aumento de la DF provoque un corrimiento mayor de la curva intensidad/respuesta
de los potenciales evocados que el observado al aumentar el TEF (ver el desplazamiento de la curva en
la Fig. 27 en relacidn al mostrado en la Fig. 32 A), sugiere que la DF es el principal pardametro de
estimulacion del que depende la amplitud de la respuesta auditiva. Dicha afirmacién se encuentra
apoyada por resultados que demuestran que la influencia de la DF sobre el umbral de respuesta de las
neuronas del nervio auditivo es mayor que la ejercida por la frecuencia de repeticidn (Parkins y Colombo
1987). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los estimulos de igual duracién pero que difieren en el
TEF, pese a tener la misma carga neta, generan respuestas auditivas diferentes. Este resultado, unido al
hecho de que el aumento del TEF produzca una disminucién mayor del umbral auditivo cuando los
estimulos tienen menores DF (Shepherd y Javel 1999), sugiere que las caracteristicas temporales de los

estimulos eléctricos intracocleaes deben ser analizadas integralmente y no de manera separada.

En relacion a las propiedades refractarias de la respuesta auditiva, el presente trabajo describe la
funcidn de recuperaciéon de potenciales evocados auditivos en curieles sordos. Hasta el momento, la
gran mayoria de los estudios acerca de las propiedades refractarias del PEATC-e se habian enfocado en
el efecto del TEE sobre la latencia y la amplitud del pico | de este potencial evocado (pico de amplitud
gue se genera principalmente en el nervio auditivo y que es equivalente al PAC-e). Que sea de nuestro
conocimiento, no existen publicaciones previas que describan cuantitativamente las caracteristicas

refractarias del pico Il del PEATC.

Las variaciones de amplitud de la respuesta auditiva en funcién del TEE descritas en este documento
(Figs. 34 y 40) son similares a las del pico | del PEATC-e o del PAC-e, tanto en humanos como en modelos
experimentales (Brown at al. 1990; Shannon 1990; van den Honert y Stypulkowski 1984). En general, las
caracteristicas refractarias de los potenciales evocados se ponen de manifiesto cuando el intervalo entre
dos estimulos consecutivos (mdscara y estimulo de interés) es menor que el tiempo requerido por la
poblaciéon neuronal para retornar al estado basal una vez que respondié a la mascara. A medida que
disminuye el TEE, aumenta la cantidad de neuronas refractarias al estimulo de interés. En estas
condiciones disminuye la amplitud y aumenta la latencia de los potenciales de accién neuronal (Miller et
al. 2001; Shepherd et al. 2004). En consecuencia, disminuye la amplitud del potencial evocado. El
aumento relativo de amplitud que se produce con disminuciones adicionales del TEE puede explicarse
por los procesos de sumacién temporal que ocurren en neuronas con alto umbral que se encuentran
bajo la influencia del campo eléctrico y en neuronas que se encuentran relativamente alejadas de los

electrodos de estimulacidn (van den Honert y Stypulkowski 1984; Cohen 2009a). De hecho, el efecto
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facilitatorio del segundo estimulo del par de pulsos, aunque no es el proceso predominante, también

esta presente a TEE relativamente grandes (Cohen 2009b).

Al aumentar la intensidad de corriente, se incrementa el nimero de neuronas con respuesta supra-
umbral al estimulo méscara. Como consecuencia, también aumenta la cantidad de unidades sensoriales
gue estaran en estado refractario cuando es presentado el estimulo de interés y se reduce el efecto
facilitatorio del estimulo mdscara sobre la respuesta de neuronas con alto umbral. Estos procesos hacen
que, al aumentar el nivel de estimulacién, el efecto maximo de la mascara se logre con menores TEE y

que el incremento de amplitud que ocurre a TEE muy pequenos tiende a desaparecer.

Por otra parte, la disminucién de la T de la funcién de recuperacidon de los potenciales evocados,
producida por el incremento de la intensidad de corriente (Fig. 35), coincide con los obtenidos por otros
autores estudiando las caracteristicas refractarias de poblaciones de neuronas auditivas (Battmer et al.
2004; Miller et al. 2001; Morswosky et al. 2006; Stypulkowski y van den Honert 1984). Es importante
sefialar que la amplitud de la respuesta al estimulo blanco, cuando el efecto del TEE sobre el potencial
evocado auditivo es maximo, no cambia al incrementarse la intensidad del pulso eléctrico. Entonces, la
obtencién de funciones de recuperacién mas rapidas (con menores T) a medida que aumenta la
intensidad se debe a que la amplitud maxima del PEATC-e (o la amplitud minima del PAC-e) se alcanza a
TEE menores. Esto puede ser explicado en base a que el efecto del estimulo mascara sobre la respuesta
producida por el estimulo de interés es mayor cuando la intensidad del pulso eléctrico es superior, pero
cercana, al umbral de generacion del potencial de accién (Botros y Psarros 2010). En estas condiciones,
aumenta la probabilidad de que la mdscara incremente el umbral de respuesta a un posible segundo
estimulo, pasando la neurona de un estado activo a uno refractario relativo. Al aumentar la intensidad
de estimulacidn, se incrementa la probabilidad de que la neurona responda al estimulo de interés en
presencia de la mascara. Por tanto, para un determinado TEE, la poblacién de neuronas que responden

al estimulo de interés aumenta a medida que el nivel de corriente se incrementa.

5.4. Relacién entre la degeneracion del ganglio espiral y la respuesta auditiva

El analisis de las respuestas auditivas en curieles con diferentes duraciones de sordera demostré que la
amplitud, tanto del PEATC-e como del PAC-e, disminuyéd a medida que se prolongd el periodo de
deprivacion sensorial (Figs. 25, 28, 29 y 36). Este comportamiento es similar al de otros tipos de
respuestas generadas por estimulos eléctricos intracocleares, como por ejemplo el potencial evocado
auditivo de mediana latencia (PEAML-e), el potencial cortical auditivo (PCA-e) y la respuesta de

disparidad (MMN-e, del inglés electrically evoked mismatch negativity) (Shepherd 2004).
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Unido a la disminucién de amplitud, la latencia de la respuesta auditiva también decrecié al prolongarse
el periodo de evolucién de la sordera (Fig. 38). Dependiendo de la intensidad y del TEE de la
estimulacion, la latencia del PEATC-e de animales con sordera de larga duracién fue entre 0.2 ms y 0.3
ms menor que la de curieles estudiados una semana después de inducirse el dafo ototdxico. Para el

PAC-e, la disminucidn de latencia fue entre 0.05 msy 0.1 ms.

En principio, la obtencién de menores latencias de respuestas en animales con mayores duraciones de
sordera resulta contradictorio. Se ha demostrado que la disminucidn de la densidad de NGE que tiene
lugar en individuos sordos esta acompafiada por la desmielinizacién de las neuronas sobrevivientes
(Hartmann et al. 1984; Shepherd y Javel 1997). La consecuencia directa de la desmielinizacidn es el
incremento de la capacitancia de membrana y, por tanto, de la constante de tiempo de la neurona (
Koles y Rasminsky 1972). Este ultimo parametro expresa el tiempo requerido para que el potencial de
membrana neuronal se despolarice hasta el umbral de generacion del potencial de accién. Teniendo en
cuenta solamente este proceso, la latencia de la respuesta auditiva debiese aumentar con el tiempo de
deprivacién sensorial. Sin embargo, la sordera sensorineural también provoca la degeneracion de los
procesos dendriticos de las NGE remanentes. Esto implica que el sitio de generacién de potenciales de
accion se desplace hacia el soma e incluso hacia el axdn de la célula (Hartmann et al. 1984; Shepherd y

Javel 1997).

La velocidad de generacién de potenciales de accidn varia entre las diferentes partes de las NGE. Dicha
afirmacion se basa en estudios en los cuales el nervio auditivo de gatos con audicidon normal se estimulé
con pulsos eléctricos de diferente intensidad. En estos individuos, a intensidades cercanas al umbral, la
latencia de la respuesta neuronal varia entre 0.5 ms y 0.8 ms y posee una baja sincronia a la
estimulaciéon. Cuando la intensidad del pulso se incrementa, tienen lugar un aumento significativo de la
sincronia y una disminucion en la latencia (entre 0.2 ms y 0.3 ms) de la respuesta. Los valores
encontrados coinciden con los obtenidos en preparaciones en las cuales la estimulacién es aplicada
directamente sobre el axén de las neuronas. De igual manera, los resultados del presente estudio
muestran que la latencia, tanto del PEATC-e como del PAC-e, tiende a disminuir al incrementarse la
intensidad de corriente (Fig. 35 Ay B); hallazgo que es congruente con lo observado por otros grupos de

trabajo (Briaire y Frijns 2005; Westen et al. 2011).

La disminucién de latencia de la respuesta auditiva generada por estimulos eléctricos ha sido explicada
por el corrimiento del sitio de iniciacion de potenciales de accion desde los proceso dendriticos hacia el

axon (van den Honert y Stypulkowski 1984; Westen et al. 2011). Esto se debe a la mayor velocidad de
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despolarizaciéon (menor constante de tiempo) de las regiones centrales de las NGE en relacién a las
dendriticas, lo cual hace que disminuya el tiempo necesario para la generacién de potenciales de accion

(Javel y Shepherd 2000; Shepherd y Javel 1999).

A diferencia de los animales con audicidn normal, la respuesta de las neuronas del nervio auditivo de
individuos con sordera de corta duracidn presenta una distribucidn bimodal de latencia. En ellos, una de
las sub-poblaciones de NGE muestra la misma gama de valores obtenidos en el grupo sin pérdida
auditiva, mientras la otra exhibe latencias inferiores. En individuos sordos por mas de 45 meses (que
carecen de procesos dendriticos), esta distribucidon bimodal se transforma en una nueva distribucién

unimodal, formada solamente por respuestas de corta latencia (Javel y Shepherd 2000).

Como se deduce de los resultados expuestos, el desplazamiento del sitio de iniciacion de potenciales de
accion hacia las partes centrales de las NGE (regiones con menor constante de tiempo respecto a los
procesos dendriticos), parece tener mayor influencia sobre la velocidad de generacidn de potenciales de
accién que el incremento que se produce en la constante de tiempo debido a la desmielinizacion. De
forma neta, esto se traduce en la disminucidn de la latencia de la respuesta auditiva a medida que la

duracidn de la pérdida auditiva se prolonga.

Sobre la base de la respuesta electrofisiolégica de neuronas individuales, el TEE con mayor efecto sobre
la amplitud de los potenciales evocados auditivos debiese aumentar con la duracién de la pérdida
auditiva. Dicha afirmacién se sustenta en el hecho de que el periodo refractario absoluto de las NGE se
incrementa al prolongarse la duracién de la sordera (Shepherd et al. 2004). Esta caracteristica de

respuesta se correlaciona con el periodo refractario relativo (Botros y Psarros 2010).

Sin embargo, cuando los estimulos tienen igual intensidad en relacién al umbral de respuesta, el TEE al
cual se obtienen la minima amplitud del PEATC-e y la mdxima amplitud del PAC-e, en animales con
sordera de larga duracién, es menor que el observado en individuos con periodos de deprivacion mas
cortos (Fig. 39). Este fendmeno tiene su origen en las diferencias de densidad de NGE existentes entre
los grupos experimentales (Figs. 42 y 43). Debido a la desmielinizacion y al desplazamiento del sitio de
generacién de potenciales de accién que tiene lugar en las NGE de animales con sordera de larga
duracidén, se incrementa el umbral de respuesta de este grupo neuronal (Shepherd et al. 2005;
Shinohara et al. 2002; Vollmer et al. 2007; Yamagata et al. 2004). Cuando la cdclea se estimula con
pulsos de corriente de determinada intensidad supra-umbral, la probabilidad de generaciéon de
potenciales de accién de las NGE es mayor a medida que aumenta la duracidn de la sordera y disminuye

la densidad neuronal. Como consecuencia, también es mayor la proporcién de neuronas que responden
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al estimulo mascara. Por tanto, el efecto facilitatorio de este pulso eléctrico sobre la respuesta al
estimulo de interés tiene lugar, proporcionalmente, en un menor nimero de neuronas. Esto conduce a

que disminuya el TEE con mayor efecto sobre la amplitud del potencial evocado.

Contrario a lo esperado, la diferencia de intensidad necesaria para que pulsos con diferente DF o
diferente TEF generasen potenciales evocados de igual intensidad, no tuvo relacién con la duracién de
sordera (Fig. 27 By 32 Cy D). Este resultado, sin embargo, no debe tomarse como definitivo debido a la
pequefia cantidad de sujetos incluidos en cada grupo experimental (5 individuos como maximo).
Referente a estos pardmetros de estimulacion, mucho mds concluyentes resultan las relaciones
descritas entre el procesamiento de las caracteristicas temporales de los estimulos eléctricos

intracocleares y la degeneracién neuronal del nervio auditivo (Fig. 44).

Ademads, teniendo en cuenta el incremento del periodo refractario absoluto que se produce a medida
gue aumenta la duracion de la sordera, debiese esperarse que la constante de tiempo de la funcién de
recuperacién también se incrementase con la evolucidon de la pérdida sensorial. Sin embargo, las
funciones de recuperacidn con mayor T se obtuvieron en animales con ganglios espirales mas
preservados (Fig. 45). Este resultado, aunque también aparentemente paraddjico, apoya los obtenidos
en otros estudios acerca de las propiedades refractarias de los potenciales evocados auditivos

generados por estimulacion eléctrica intracoclear (Botros y Psarros 2010; Muller-Deile et al. 2003).

El presente estudio demuestra que el efecto de la DF y del TEF de los estimulos eléctricos intracocleares
sobre la amplitud de la respuesta auditiva esta correlacionado con la supervivencia de las neuronas del
ganglio espiral. Es decir, la diferencia de intensidad que se requiere para que estimulos con diferentes
DF o diferentes TEF generen respuestas auditivas de igual amplitud disminuye a medida que decrece la
densidad de NGE (Fig. 44). De igual manera, la T de la funcién de recuperacién del PEATC-e y el PAC-e

disminuye significativamente en individuos con ganglios espirales poco conservados (Fig. 45).

En una simplificacion del proceso de percepcién auditiva, la sonoridad o intensidad perceptual
(intensidad de estimulacion obtenida a partir de la respuesta conductual del sujeto) puede considerarse
proporcional al nUmero de neuronas que responden de manera sincrdnica a la estimulacién (Cohen
2009b; Botros y Psarros 2010). Por tanto, la amplitud de la respuesta de una poblacién neuronal puede

asumirse como el correlato electrofisioldgico de la intensidad perceptual (Cohen 2009b).

La obtencion de potenciales evocados de igual amplitud en individuos con diferente grado de
degeneracion del sistema auditivo sélo es posible con estimulos que difieren en su carga eléctrica.

Especificamente, la poblacién neuronal de mayor tamafio generara respuestas de una determinada
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amplitud con estimulos de menor intensidad que los requeridos por el sistema neuronal mas
degenerado. En estas condiciones, el nivel de actividad de las NGE de los animales con menor
degeneracion del sistema auditivo se encuentra mas cercano a sus umbrales individuales. Esto hace que
la poblacidn relativa de neuronas que responden a un estimulo eléctrico, respecto al total de neuronas
del ganglio, es mayor a medida que esta estructura degenera. Como consecuencia, la capacidad de
discriminar diferencias de energia o variaciones en las variables temporales de estimulacidon, como por

ejemplo la DF o el TEF, disminuird con la degeneracidon del ganglio.

En el caso de las funciones de recuperacién, las correlaciones con la degeneracién del ganglio espiral
fueron establecidas cuando las respuestas fueron producidas con estimulos de igual intensidad en
relacién al umbral sensorial. Este aspecto, y no la obtencidon de respuestas de igual amplitud, fue el
criterio considerado para asumir que las funciones de recuperaciones eran obtenidas con estimulos de
igual sonoridad. Como fue analizado anteriormente, en comparaciéon con individuos en los cuales el
sistema auditivo se encuentra muy degenerado, la actividad de las NGE de una poblacion de mayor
tamafo se encuentra mds cercana a sus umbrales de descarga de potenciales de accién cuando los
estimulos tienen igual intensidad perceptual. Por tanto, las poblaciones neuronales mas preservadas
serdan mas susceptibles a la accién del estimulo mdascara (Botros y Psarros 2010). Esto se debe al
incremento del umbral y la disminucién de la probabilidad de descarga neuronal que se produce
después de haber respondido a un estimulo. Como consecuencia, en poblaciones neuronales de mayor
tamafio, el efecto de la mdscara sobre la respuesta al estimulo de interés se observa a TEE mayores. Esto
explica que la 7 de las funciones de recuperacién de los potenciales evocados auditivos sea mayor en

animales con mayor supervivencia de NGE.

En conjunto, los resultados discutidos en este capitulo indican que, a nivel de poblacional, el efecto de
las variables temporales de estimulos eléctricos intracocleares se encuentra mucho mas relacionado con
el nimero de neuronas que responden al pulso eléctrico que con la codificacidén del estimulo que tiene
lugar en cada una de ellas de manera individual. Es decir, el efecto de los pardmetros temporales de
estimulacion sobre los potenciales evocados auditivos, mds que todo, reflejan el estado funcional de la

via sensorial, especialmente el del nervio auditivo.

Los hallazgos descritos, ademas, tienen implicaciones para el ajuste de los implantes cocleares. Un
aspecto interesante a discutir es si el efecto de cambiar la DF y el TEF de los estimulos eléctricos
intracocleares sobre la intensidad perceptual de la respuesta auditiva podria predecirse a partir de los

resultados electrofisioldgicos. Investigaciones en las cuales se compararon los umbrales conductuales de

131



monos macacos y humanos con los de la respuesta del nervio auditivo de monos ardillas y gatos,
demostraron que los umbrales neuronales no tienen relacién con los conductuales (Pfingst 1988). Sin
embargo, los umbrales psicofisicos son similares a los umbrales minimos de neuronas coliculares y
corticales cuando estos son obtenidos en el mismo animal (Beitel et al. 2000a y b). Esto sugiere que la
respuesta conductual provocada por estimulos eléctricos intracocleares se encuentra mds relacionada
con la actividad neuronal del tallo y de la corteza cerebral que con la actividad nerviosa periférica. De
hecho, McKay y Fewster (2004) demostraron que la diferencia de corriente requerida para que pulsos
eléctricos de diferente duracién produzcan respuestas con la misma intensidad perceptual, se encuentra
correlacionada con la diferencia de corriente que se requiere para que estos estimulos generen PEATC-e
de igual amplitud. Ademas, utilizando una cantidad de sujetos pequefia, estos autores observaron que
existia cierta relacidon entre la diferencia de corriente que se requiere para ecualizar la intensidad
perceptual, y la que se necesita para generar PAC-e de igual amplitud (para el andlisis de correlacién,
p=0.08). McKay y Fewster también demostraron que los ajustes de corrientes que se necesitan para
igualar la intensidad perceptual cuando los pulsos eléctricos tienen diferente duracién, estan
correlacionados con los que se requieren cuando los pulsos tienen diferente TEF. Pese a estos
resultados, la corriente necesaria para ecualizar PAC-e, a diferencia de la pendiente de crecimiento de la
funciéon intensidad/respuesta de este potencial evocado, no se encuentra significativamente

correlacionada con el reconocimiento de palabras en pacientes implantados (Kim et al. 2010).

Existe un conjunto de evidencias que sugieren que la constante de tiempo de la funcién de recuperacion
de los potenciales evocados auditivos generados por estimulos eléctricos intracocleares pudiese
emplearse como un indicador electrofisioldgico del rendimiento auditivo. Esta variable de respuesta se
encuentra correlacionada positivamente con el reconocimiento de palabras en sujetos implantados
(Brown et al. 1990; Kiefer et al. 2001) y pudiese indicar la frecuencia de repeticion adecuada en las
estrategias de estimulacién empleadas en la actualidad (Shpak et al. 2004). La gran variabilidad evidente
en el rendimiento de pacientes implantados pudiese estar dada por las diferencias existentes en el

grado de supervivencia de las NGE (Holden et al. 2013; Skinner et al. 2002).

Los resultados descritos en este documento son la base para el desarrollo de técnicas no invasivas que
permitan estimar la degeneracidn del ganglio espiral en humanos. Conocer el grado de integridad del
nervio auditivo pudiese entonces ser util para escoger la geometria 6ptima del arreglo de electrodos y la

estrategia de procesamiento del implante. Posibilitaria, ademas, aplicar estrategias de rehabilitacién del
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habla que permitan obtener un mayor beneficio del implante coclear, sobre todo en grupos

poblacionales que no responden de manera consistente en las pruebas conductuales.

5.5. Maduracién del procesamiento temporal auditivo y su deterioro por la sordera, éeventos
independientes?

A lo largo de la tesis, la maduracion del procesamiento temporal auditivo y su deterioro debido a la

aparicién de sordera han sido tratados de manera independiente. Esto implicd excluir del analisis la

relacién que puede existir entre la maduracién y los efectos de la sordera en individuos en los que la

pérdida sensorial aparece antes de la etapa adulta.

Hasta la actualidad, la inmensa mayoria de los estudios enfocados en el procesamiento temporal
auditivo han sido realizados en individuos adultos con audicién normal. La novedad de los resultados
descritos en este documento radica en demostrar que el procesamiento temporal auditivo varia durante
la maduracién de la via sensorial y depende del tamafio de las poblaciones neuronales involucradas en
la respuesta. Desde el punto de vista metodoldgico, el empleo de la maduracién y la sordera
sensorineural como condiciones experimentales independientes es entonces un primer paso
indispensable para analizar el procesamiento temporal auditivo en situaciones en las que ambos
procesos coexisten. El estudio de esta ultima condicidn, por la complejidad del disefio experimental,

debe ser parte de trabajos posteriores.

Los hallazgos reportados no deben ser extrapolados a una situacién en la que la aparicidon de sordera
tiene lugar durante la maduracién. Intuitivamente pudiese pensarse que si la pérdida sensorial ocurre
en un sistema menos desarrollado, el deterioro del procesamiento temporal seria mayor, disminuyendo
el aprovechamiento que el individuo pueda hacer del implante coclear. De hecho, experimentos
realizados tanto en modelos in vitro como en animales han demostrado que la severidad de la
degeneracion del ganglio espiral es considerablemente mayor cuando la pérdida sensorial es congénita

o neonatal (Shepherd et al. 2006; Sun y Salvi 2009).

Sin embargo, es necesario tener en cuenta que, aunque los cambios degenerativos que ocurren en la
periferia han sido hasta el momento el foco de atencidn de las investigaciones sobre la percepcion del
hablan en pacientes implantados, el reconocimiento de este tipo de lenguaje también depende de los
procesos pldasticos asociados con la estimulacion eléctrica que tienen lugar a nivel cortical (Green et al.
2005; McKay 2005; Shinn-Cunningham y Best 2008; Wilson y Dorman 2008). El hecho de que los nifios
pequefios, de manera general, obtengan mayor beneficio del implante coclear que nifios con mayor

edad, sugiere que el aprovechamiento del implante se incrementa si la protesis es colocada antes de la
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etapa de mayor plasticidad auditiva durante la maduracion, equivalente a los dos primeros afios de edad

en humanos (Kral et al. 2006).

Por otra parte, el protocolo de sordera por agentes quimicos empleado en este trabajo produce la
muerte abrupta de toda la poblacién de células ciliadas. Es necesario entonces estudiar el
procesamiento temporal auditivo con modelos de sordera que provoquen un curso temporal de
degeneracion coclear mas cercano a la realidad. Esto incluye hacer experimentos en individuos con
pérdidas auditivas severas a medias y bajas frecuencias pero que poseen audicion residual en la regiéon
apical de la céclea. La colocacidn de un implante en estas condiciones ha sido tdpico de interés en la
audiologia clinica en los ultimos afios (Turner et al. 2008). Desde el punto de vista experimental, permite
analizar la respuesta auditiva provocada por la combinacion de estimulos eléctricos (en las regiones
basal y media de la cdclea) y acusticos (en la zona apical del caracol auditivo) (Kiefer et al. 2005; Simpson

et al. 2009; Turner et al. 2008).

Se requiere entonces de un analisis mucho mads integral de todos los procesos involucrados en el
procesamiento temporal auditivo durante la maduracion y la sordera sensorineural. Los resultados de

esta tesis son solamente en primer paso. El campo para futuras investigaciones esta garantizado.

134



6.CONCLUSIONES



6. CONCLUSIONES

El estadio de maduracidn del sistema auditivo determina la magnitud de la disminucidén exponencial
del umbral y del aumento de amplitud del potencial evocado auditivo de estado estable en ratas,
procesos que tienen lugar al incrementarse la profundidad de modulaciéon de amplitud de estimulos

acusticos.

La maduracién de la de la respuesta de seguimiento de la modulacidn en ratas se evidencia como el
aumento de la frecuencia de modulacién éptima (FMO) y la amplitud de la respuesta, asi como en

caidas de amplitud menos pronunciadas a frecuencias de modulacién superiores a la FMO.

El aumento de la duracién de las fases (DF) y del tiempo entre fases (TEF) de pulsos de corriente
intracocleares provoca la disminucién de la intensidad de corriente necesaria para generar

potenciales evocados de igual amplitud en curieles sordos.

Las caracteristicas refractarias de potenciales evocados auditivos generados por estimulacidn
eléctrica en curieles, dependen de la intensidad de estimulacidn. El efecto de este parametro de
estimulacién se ponen de manifiesto como la disminucién del tiempo entre estimulos (TEE) con
mayor influencia sobre la amplitud de la respuesta y en el decrecimiento de la constante de tiempo

de la funcién de recuperacién.

La capacidad para procesar variaciones en los parametros temporales de estimulos eléctricos
intracocleares depende de la integridad del ganglio espiral, en curieles sordos. En esta especie, el
efecto de la DF, del TEF y del TEE sobre la amplitud de potenciales evocados auditivos generados por

estimulacion eléctrica esta correlacionado con la densidad de neuronas del ganglio.
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7.RECOMENDACIONES



7. RECOMENDACIONES

Describir la codificacion de estimulos SAM durante el envejecimiento, a través de PEAEE y de la

RSM, de manera que se caracterice este fendmeno a lo largo del ciclo de vida del individuo.

Caracterizar los mecanismos neuronales que sustentan el efecto de variables temporales de las
sefiales acusticas y de estimulos eléctricos intracocleares sobre los potenciales evocados auditivos.
Describir los cambios del procesamiento temporal auditivo relacionados con la edad y determinar

las variaciones que este fendmeno sufre durante el transcurso de la sordera.

Caracterizar el efecto de la duracidn de la sordera sobre el procesamiento temporal auditivo en

animales con diferentes estadios de maduracion.

Determinar si las variables de respuesta de la RSM pueden ser aceptados como marcadores
electrofisioldgicos del procesamiento temporal auditivo a nivel conductual. Determinar la relacidn
gue existe entre el efecto de la DF, el TEF y el TEE sobre el PEATC-e y el PAC-e de individuos sordos y
el rendimiento auditivo, con el objetivo de identificar posibles marcadores electrofisiolégicos del

procesamiento temporal auditivo en pacientes implantados.
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10. ANEXOS



ANEXO 1

Tabla de compensacidn para la intensidad de estimulos acusticos expresada en dB SPLy dB HL.

Frecuencia (Hz) Intensidad (dB SPL*)
125 45.0
250 27.0
500 11.5
750 10.5
1000 7.0
1500 6.5
2000 9.0
3000 10.0
4000 9.5
6000 15.5
8000 13.0
Chasquido 30.0
Ruido blanco 22.0

* El valor de intensidad mostrado para cada frecuencia (en dB SPL) representan el equivalente a 0 dB HL.
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ANEXO 2

Resumen de los grupos experimentales y de las intensidades de estimulacién correspondientes a 30 dB

por encima del umbral del PEAEE cuando la profundidad de modulacién fue 95 %

Experimento  grupo intensidad umbral (dB SPL) intensidad umbral + 30 dB
15P01 15 DPN 50 80
15P02 15 DPN 45 75
15P03 15 DPN 35 65
15P04 15 DPN 45 75
15P05 15 DPN 40 70
15P06 15 DPN 50 80
15P07 15 DPN 45 75
15P08 15 DPN 45 75
20P01 20 DPN 40 70
20P02 20 DPN 45 75
20P03 20 DPN 40 70
20P04 20 DPN 35 65
20P05 20 DPN 35 75
20P06 20 DPN 40 70
20P07 20 DPN 35 65
20P08 20 DPN 40 75
25P01 25 DPN 30 60
25P02 25 DPN 25 55
25P03 25 DPN 30 60
25P04 25 DPN 35 65
25P05 25 DPN 20 50
25P06 25 DPN 20 50
25P07 25 DPN 25 55
25P08 25 DPN 25 55
35P01 35 DPN 25 55
35P02 35 DPN 20 50
35P03 35 DPN 30 60
35P04 35 DPN 15 45
35P05 35 DPN 15 45
35P06 35 DPN 15 45
35P07 35 DPN 25 55
35P08 35 DPN 20 50
70P01 70 DPN 15 45
70P02 70 DPN 15 45
70P03 70 DPN 25 55
70P04 70 DPN 20 50
70P05 70 DPN 5 35
70P06 70 DPN 5 35
70P07 70 DPN 10 40
70P08 70 DPN 10 40

DPN: dias posteriores al nacimiento
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ANEXO 3

Resumen de los grupos experimentales y de las intensidades utilizadas para estudiar la funcién de

recuperacién de los potenciales evocados auditivos.

Intensidad de estimulacién (dB por encima del umbral del PEATC-e7)

Experimento duracion de la sordera 6dB 12dB 18 dB
Gp-092 una semana 173 207 241
Gp-109 una semana 188 222 255
Gp-114 una semana 149 183 217
Gp-117 una semana 146 180 214
GP-123 una semana 156 190 224
Gp-113 cuatro semanas 147 181 215
Gp-120 cuatro semanas 168 200 236
Gp-137 cuatro semanas 169 203 237
Gp-138 cuatro semanas 170 204 238
Gp-072 doce semanas 202 236 2557
Gp-082 doce semanas 198 232 255"
Gp-084 doce semanas 182 216 251
Gp-091 doce semanas 147 181 216

* la intensidad de estimulacidn es expresada en niveles de corriente (NC), magnitud de estimulacién del

implante coclear utilizado en los experimentos (1 NC~ 0.16 dB).

** en estos sujetos 18 dB por encima del umbral represent una intensidad de estimulacién superior al

maximo nivel de corriente que el implante era capaz de presentar (255 CL, 1.750 mV).
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