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RESUMEN

Los registros eléctricos de la actividad del Sistema Nervioso Central
constituyen una de las técnicas mas explotadas en el mundo para evaluar el
funcionamiento temporal de sus funciones. Entre ellos el registro de la actividad
auditiva se destaca por la cantidad de informacion que brindan acerca de la
morfologia y fisiologia de del sistema auditivo. En el presente trabajo se evalué el
efecto de la intensidad y la frecuencia portadora del estimulo sobre la respuesta
auditiva obtenida a partir de Potenciales Evocados Auditivos de Estado Estable
(PEAEE) en ratas adultas. A partir del procesamiento de las respuestas y el
analisis estadistico de los resultados obtenidos en el registro de 8 ejemplares, se
pudo demostrar que existe una caida de la amplitud al aumentar los parametros
de estimulacién. Ademas se demuestra que esta caida en la amplitud de la
respuesta, observada por los paradmetros de estimulacion, no se debe solamente a
los efectos de ruido, sino también a procesos fisiologicos que ocurren a nivel

neuronal.

Palabras clave: parametros de estimulacion, potenciales evocados auditivos

de estado estable, respuesta auditiva, sistema auditivo.



ABSTRACT

The recording of the electrical activity of the central nervous system is one of
the most widely used techniques in order to assess the temporal functioning of its
operations. Among them the recordings of the auditory activity stands out for the
high level of information they render on the morphology and physiology of the
auditory system. The present work evaluated the effect of the stimulus intensity
and the frequency on the auditory response that was measured from Auditory
Steady-State Response (ASSR) on adult rats. From the processing of the
response and the statistical analysis of the results on eight individuals, it could be
demonstrated there is a descent on amplitude when stimulation parameters grow.
It is also demonstrated that such a descent doesn’t have to do with the noise effect

only but also with physiological processes taking place at neuronal level.

Key words: stimulation parameters grow, auditory steady-state response,

auditory response, auditory system.
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INTRODUCCION

El sistema auditivo, después del visual, constituye el que mayor cantidad de
informacion sensorial procesa. Este cobra notable importancia, en tanto desarrolla
tareas complejas que incluyen, ademas del procesamiento del sonido, el
desarrollo del habla, la memoria y el aprendizaje; funciones imprescindibles del
hombre para su desenvolvimiento como especie en el medio que lo rodea. Dentro
de este sistema, particularmente, resulta notable la codificacion de las
caracteristicas espectrales y temporales de los estimulos acusticos.

El uso de técnicas electrofisiolégicas para el estudio de la via auditiva, ha
sido, durante décadas, una herramienta importante para la comprension de los
fendbmenos que tienen lugar en dicho sistema, incluyendo los registros de actividad
eléctrica a nivel intracelular, celular y de poblaciones neuronales. De modo
especifico, el estudio de la respuesta de estas Ultimas puede realizarse de dos
maneras: obteniendo la actividad eléctrica en la estructura que genera, 0
recogiendo las variaciones de potencial a una distancia relativamente considerable
con respecto al sitio de generacion. El caracter no invasivo de estos potenciales
de campo lejano (también llamados potenciales evocados), hace que tengan gran
relevancia para el diagnostico de enfermedades del sistema auditivo, ofreciendo la
posibilidad de ser utilizadas en el hombre sin que represente un riesgo para su
salud.

Los Potenciales Evocados Auditivos de Estado Estable (PEAEE) han
emergido como una aplicacion clinica valida para la estimacion de los umbrales de
audicion (Lins et al., 1995; Perez-Abalo et al., 2001; Picton et al., 2003; Rickards et
al.,, 1994). Para lograr su obtencion, el sistema es estimulado con un tono
(estimulo acustico de frecuencia portadora constante) modulado en amplitud. La
respuesta neuronal se sincroniza al estimulo, de manera que en ella se producen
oscilaciones de la misma frecuencia que la frecuencia de modulacién dada en la
amplitud de dicho estimulo. Estas oscilaciones pueden analizarse tanto en el

dominio del tiempo como en el de la propia frecuencia.



La obtencion de los PEAEE, al igual que la del resto de los potenciales
evocados de campo lejano, se basa en la promediacion de la respuesta neuronal.
Esto ocurre porque, debido a la gran distancia existente entre el sitio de registro y
el de generacion de la respuesta, la mayor parte de las variaciones de potencial
detectadas por el electrodo de registro corresponden a ruido eléctrico y a la
actividad generada por estructuras del sistema nervioso no relacionadas con la
respuesta auditiva. Teoéricamente, la promediacion elimina las variaciones de
potenciales no intrinsecas en la respuesta auditiva, a la vez que no afecta la
actividad eléctrica asociada al estimulo. Para ello, se asume que la sefal
generada por este tiene, ademas de una amplitud constante, una relacion de fase
fija con el mismo estimulo que la provoca; mientras que el ruido (en este caso
identificado con el resto de la actividad bioeléctrica) es de naturaleza aleatoria y no
guarda ninguna relacion de fase fija.

Los supuestos implicitos en el modelo de generacion de potenciales
evocados fueron formulados por Glaser y Ruchkin (1976) de la siguiente manera:
(1) la sefal y el ruido son aditivos (o sea, se suman linealmente en cada segmento
de registro), (2) la respuesta permanece constante en amplitud y fase desde una
repeticion del estimulo hasta la siguiente, y (3) las variaciones de potencial no
asociadas a la respuesta son suficientemente variables, pudiendo considerarlas
como aleatorias y aproximadas a cero durante la promediacion.

Sin embargo, se ha demostrado que la amplitud del PEAEE cambia durante
este Ultimo proceso, pues disminuye durante las primeras promediaciones hasta
alcanzar una meseta relativamente estable luego de transcurrido un tiempo
determinado de registro (Torres-Fortuny et al., 2011a). De este modo, se sugiere
gue la caida de amplitud pudiera ser consecuencia de la disminucién del ruido en
el registro. No obstante, se conoce que la respuesta de neuronas auditivas
disminuye exponencialmente con la repeticion de estimulos acusticos, como son
los empleados en la generacion del PEAEE. Este fendmeno es denominado
habituacion o adaptacion repetitiva (Cardinali, 2007). Por tanto, la disminucion de
amplitud antes descrita pudiese ser intrinseca a la respuesta neuronal asociada al

estimulo, y no solamente un reflejo de la disminucion del ruido.



La utilizacion del PEAEE tiene un fin marcadamente clinico. Es decir, su
aplicacion esta dirigida al humano. En cambio, el empleo de modelos
experimentales en animales constituye un paso necesario para el desarrollo de
metodologias de andlisis que permitan una mayor eficiencia en el empleo de este
tipo de respuesta. Los PEAEE se han obtenido tradicionalmente en diferentes
grupos de mamiferos, incluyendo roedores (Dolphin et al., 1994; Ottaviani et al.;
1990), felinos (Makela et al., 1990; Snyder y Schreiner, 1987) y primates no
humanos (Burton et al., 1992). La rata albina (Rattus norvegicus) constituye uno
de los modelos experimentales mas extensamente empleadas, debido al gran
conocimiento que se tiene sobre su genética y fisiologia. Por tal razén, es
precisamente esta la especie utilizada en la presente investigacion.

Partiendo de lo expuesto en los péarrafos anteriores, este trabajo se plantea
el siguiente problema cientifico: ¢Cuéles son las causas fundamentales de la
disminucién de amplitud que se produce durante el curso temporal de los PEAEE
en ratas adultas?

Para darle solucion a dicha interrogante, se predetermind la siguiente
hipétesis: La disminucion de amplitud que se produce durante la obtencion de los
PEAEE en ratas adultas, ademas de ser consecuencia de procesos de eliminacion
de ruido, responde a mecanismos fisiol6gicos que tienen lugar a nivel neuronal.

Partiendo de tales presupuestos y sobre la base de los antecedentes
tenidos en cuenta para el disefio investigativo, la presente tesis se propone, como
objetivo general: Caracterizar el curso temporal del Potencial Evocado Auditivo de
Estado Estable (PEAEE) en ratas adultas.

Para lograr la demostracion de la hipétesis ante la problematica enunciada
y bajo la finalidad arriba propuesta, fueron definidos, a su vez, los siguientes
objetivos especificos:

1. Describir el efecto de la intensidad de estimulos acusticos modulados en
amplitud sobre el curso temporal de la amplitud del PEAEE en ratas

adultas.



2. Describir el efecto de la frecuencia intrinseca de estimulos acusticos
modulados en amplitud sobre el curso temporal de la amplitud del PEAEE
en ratas adultas.

La verificacién pretendida, o (en contraparte) su negacion a través de los
experimentos realizados, significan un aporte considerable a las investigaciones
biolégicas actuales; sobre todo si se toma en cuenta que los resultados expuestos
durante este informe tienen una finalidad practica inmediata, pues permiten
establecer premisas que posibiliten optimizar los métodos actuales de obtencién
de este tipo de respuesta auditiva. De esta forma, contribuyen al desarrollo de
procedimientos de registros dirigidos al mejor aprovechamiento de los PEAEE

como herramienta diagndstica ante trastornos del sistema auditivo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1)- Descripcion general del sistema auditivo de mamiferos.

El sistema auditivo en mamiferos se puede dividir en dos partes, atendiendo
a sus funciones: la fisiologica, de la cual se encarga el Sistema Auditivo Periférico;
y la psicoldgica (también llamada de percepcién), dirigida por el Sistema Nervioso
Central (SNC). Ambas seran abordadas en los siguientes epigrafes, segun la

estructura de los elementos que se manejan en relacion con el problema cientifico.

1.1.1)- Aspectos morfologicos fundamentales del sistema auditivo periférico en

mamiferos.

El Sistema Auditivo Periférico (SAP) es el responsable de los procesos
fisiologicos de la audicidn, los cuales permiten captar el sonido y transformarlo en
impulsos eléctricos, que seran enviados al cerebro a través de los nervios
auditivos. Este sistema lo constituye el oido, que a su vez, en el caso de los
mamiferos, se subdivide en tres partes: el oido externo, el medio y el interno,
respectivamente.

El oido externo estd compuesto por el pabellén auditivo, que concentra las
ondas sonoras en el conducto auditivo externo, el cual, a su vez, desemboca en el
timpano. El canal auditivo externo tiene unos 2,7 cm de longitud, y un diametro
promedio de 0,7 cm. Al comportarse como un tubo cerrado en el que oscila una
columna de aire, la frecuencia de resonancia del canal es de aproximadamente
3.200 Hz.

El oido medio, por su parte, esta lleno de aire, y se halla compuesto por el
timpano (0 membrana timpanica), que lo separa del oido externo; asi como por un
sistema de tres huesecillos (martillo, yunque y estribo), ubicados en el interior del
hueso temporal del craneo, y que tienen como funcidén acoplar las vibraciones de
la membrana timpénica con las del liquido que llena la cavidad del oido interno.

Sus movimientos amplifican el estimulo acustico, disminuyendo la pérdida de
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energia dada por el paso de la onda mecanica desde el aire a un medio con mayor
impedancia, como la linfa del oido interno (Rosowski et al., 1986).

Por ultimo, el oido interno se encuentra formado por el laberinto vestibular,
gue es uno de los érganos involucrados en el control del equilibrio; y la coclea, que
tiene funcion auditiva (figura 1A). La coclea de mamiferos es una estructura con
forma de espiral que se localiza en el interior del hueso temporal, dividiéndose
anatomicamente en tres compartimentos: la escala timpanica, la escala media y la
escala vestibular (figura 1B). Estos conductos se encuentran delimitados entre si
por estructuras membranosas, entre las cuales se localiza la membrana basal, que
separa la escala timpanica de la media; y la membrana de Reissner, que separa el

compartimento medio del vestibular (Kandell et al., 2000).
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Figura 1: Caracteristicas morfologicas del 6rgano receptor auditivo de mamiferos.



A) Representacion grafica de las diferentes regiones del 6rgano, que sefiala algunas de
sus principales estructuras.

B) Fotografia tomada al microscopio dptico del corte longitudinal de una cdclea de
ratas. La barra en la foto representa una distancia de 200 pm. (EV - escala
vestibular, EM - escala media, ET - escala timpanica, OC - 6rgano de Corti, CR -
canal de Roshenthal, MD - modiolo).

C) Fotografia tomada al microscopio optico del érgano de Corti de ratas. La barra en
la foto representa una distancia de 50 pum. (int - células ciliadas internas, ext -

células ciliadas externas).

Todos los compartimentos cocleares se encuentran llenos de liquido. Las
escalas vestibular y timpanica contienen un fluido con una composicion
electrolitica, similar a la del liquido cefalorraquideo y a la del plasma sanguineo,
denominado perilinfa. La escala media contiene endolinfa, un fluido con alta
concentracion de potasio y baja concentracion de sodio (Smith et al., 1954).

Las células transductoras de la céclea son las células ciliadas, que se
localizan en el Organo de Corti, una estructura compleja situada sobre la
membrana basilar (figura 1C). Las mismas, son de dos tipos: externas e internas.

El primero de estos grupos se encuentra formando por tres (en ocasiones
cuatro) hileras de células. En total, existen alrededor de 12 000 células ciliadas
externas, ubicadas en posicidon lateral a las células pilares (otro de los grupos
celulares que forma el Organo de Corti).

Por su parte, las células ciliadas internas forman una Unica hilera de
aproximadamente 3 500 células, unidas a la cara media de las células pilares, y (a
diferencia de las externas) rodeadas por células de soporte.

Pese a que ambas poblaciones tienen funcién sensorial, las células ciliadas
externas también tienen un papel efector, provocando su actividad cambios en la
sensibilidad y en la selectividad a frecuencias de las diferentes regiones cocleares
(Nobili et al., 1998).



1.1.2)- Aspectos morfologicos fundamentales del sistema auditivo central en

mamiferos.

El Sistema Nervioso Auditivo Central (SNAC) es un complejo con multiples
componentes y niveles, muchos de ellos en paralelo y secuenciales, que a su vez
mantienen una organizacion interactiva. Anatomicamente, el SNAC esta
constituido por neuronas que conforman el nervio auditivo y vias del tronco
cerebral, asi como por subcorteza, corteza auditiva primaria, corteza de asociacion
y cuerpo calloso. Estas neuronas se encuentran en la coéclea, existiendo
aproximadamente 30 000 que llevan informacién aferente desde las células
ciliadas de cada oido hasta el Sistema Nervioso Central (Nadol 1997).

El soma de estas células se localiza en el canal de Rosenthal, una estructura
que forma parte del modiolo coclear (figura 1B). Sus cuerpos neuronales forman
una estructura ganglionar denominada ganglio espiral, por lo que se les denomina
neuronas del ganglio espiral (NGE). La mayoria de estas ultimas son neuronas
sensoriales bipolares. Presentan procesos dendriticos que se proyectan hacia el
Organo de Corti y axones que hacen sinapsis con neuronas localizadas en el
nucleo coclear, las cuales, a su vez, conforman una estructura localizada en el
bulbo raquideo, constituyendo la primera estacion de relevo de la via auditiva
(Lorente de NO, 1981).

Segun su morfologia, las neuronas del ganglio espiral pueden ser de dos
tipos (Spoendling, 1981; Kiang et al., 1982). El mas abundante, denominado NGE
tipo 1, incluye del 85 al 95 % del total de neuronas que forman el ganglio. Estas
neuronas hacen sinapsis con las células ciliadas internas y presentan cuerpos
celulares grandes, con un nucleo redondo y un nucleolo prominente (Bernard;
Spoendlin; 1973). Cada una de las NGE tipo I, hace sinapsis con sélo una célula
ciliada interna. Sin embargo, la informacion transducida por cada una de estas
células ciliadas es llevada al SNC por aproximadamente 10 NGE tipo | (Kandell et
al., 2000).

Las NGE tipo Il son las neuronas ganglionares que hacen sinapsis con las

células ciliadas externas. A diferencia de las NGE tipo |, presentan un nucleo de
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forma lobulada, con un nucleolo muy pequefio y axones que carecen de mielina.
Ademas, presentan un patron de inervacion que se diferencia del arriba descrito,
llegando incluso a sugerirse que forman sinapsis reciprocas con las células
ciliadas externas (Spoendlin, 1984).

Por simple que pueda ser un proceso auditivo, este se ve influido por
funciones de nivel cognitivo superior, como la atencidon, el aprendizaje, la
motivacion, la memoria y la decisién de procesamiento. La comprensiéon del
lenguaje hablado depende, en primera instancia, de la deteccién sensorial inicial,
asi como del analisis perceptual de la sefial acustica que es procesada por el
SNAC. Los parametros de un estimulo dado, son probablemente modificados de
forma sucesiva en los diferentes niveles de la via auditiva central (Cafiete, 2006).
Esta via es una cadena interconectada de nucleos con varios eslabones, donde
los impulsos llegan por las fibras del nervio coclear y también a nivel
troncoencefalico.

Pueden distinguirse tres grupos de nucleos dedicados al procesamiento de la
sefial sonora: los nucleos cocleares, el complejo olivar superior, y los ndcleos del
lemnisco lateral (Heimer, 1995). A nivel del mesencéfalo, el coliculo inferior
constituye una estacion obligatoria de relevo de la informacion auditiva que va a
alcanzar el talamo, asi como el lugar de donde parten circuitos descendentes

hacia el complejo olivar superior o los nucleos cocleares (Geniec et al., 1971).

1.1.3)- La selectividad a frecuencia de las diferentes regiones cocleares en

mamiferos.

La gama de frecuencias intrinsecas de los estimulos acusticos detectables
por un individuo varia entre las diferentes especies de mamiferos, siendo para los
humanos de 20 Hz a 20 kHz. A lo largo de la coéclea, existe un gradiente de
selectividad a frecuencias. En este proceso de selectividad estd implicada
directamente la membrana basilar, de composicion fibrosa, que separa la rampa
media de la timpénica. Contiene de 20 000 a 30 000 fibras basilares, que se

extienden desde el centro 6seo de la céclea (el modiolo) hasta su pared externa.
9



Estas fibras son estructuras con forma de junco, rigidas y elasticas, ancladas por
sus extremos basales al modiolo, pero no sujetas por sus extremos distales, que
se encuentran insertados en la laxa membrana basilar. Como las fibras son rigidas
y tienen un extremo libre, vibran como las lengiietas de una arménica.

La longitud de las fibras basales va aumentando en la medida que se avanza
a partir de la base (ventanas oval y redonda) al vértice de la coclea, desde una
longitud de unos 0.04 milimetros cerca de aquella, hasta 0.5 milimetros en el
vértice de la cdoclea (helicotrema), lo que supone un aumento de longitud por 12
veces.

El diametro de las fibras, en cambio, desciende desde la base hasta el
helicotrema, de modo que su rigidez global disminuye mas de 100 veces. En
consecuencia, las fibras cortas y rigidas préximas a la ventana oval de la céclea
vibran mas con una frecuencia alta, mientras que las fibras largas y flexibles del
vértice vibran mejor en una frecuencia baja.

Asi pues, la resonancia de la membrana basilar para altas frecuencias tiene
lugar cerca de la base, donde las ondas sonoras entran en la coOclea por la
ventana oval; mientras que la resonancia para bajas frecuencias tiene lugar cerca
del helicotrema, fundamentalmente por las diferencias en la rigidez de las fibras,
pero también por el aumento de la “carga”, como masas adicionales de liquido que
vibran en todo el trayecto entre la membrana basilar, por un lado, y las ventanas
oval y redonda, por el otro (Guyton y Hall, 2001).

Ademas de las caracteristicas mecanicas de la membrana basilar para
discriminar las frecuencias en la céclea, son importantes las caracteristicas de la
actividad eléctrica desarrollada por las células ciliadas. Este es un proceso
complejo, donde los diminutos cilios o estereocilios se proyectan hacia arriba
desde las células ciliadas, rozando o introduciéndose en la capa superficial de gel
de la membrana tectoria, el cual se sitia por encima de los estereocilios, en la
rampa mediana.

La inclinacion de los cilios en una direccion concreta despolariza las células
ciliadas, mientras que una direccién contraria las hiperpolariza. Esto, a su vez,

excita las fibras nerviosas auditivas, que establecen sinapsis con sus bases
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(Kandell et al., 2000). EI mecanismo por el cual la vibracion de la membrana

basilar excita las terminaciones ciliadas se representa en la figura 2.

Membrana
tactoria

Fibra

Pilares de Corti
Modiolo

Figura 2: Estimulacion de las células ciliadas por el movimiento de vaivén de los cilios

que se introducen en la cubierta de gel de la membrana tectoria.

1.2)- Procesamiento de estimulos repetitivos y de estimulos de amplitud

modulada.

Contar con estimulos acusticos mas eficientes, ha sido siempre un aspecto
de gran importancia en el terreno de la electroaudiometria. Diversos estudios se
han centrado en la busqueda de estimulos capaces de generar respuestas mas
especificas en frecuencia, con énfasis en aquellos que provoquen respuestas de
mayor amplitud, facilitando la deteccion y extraccion del potencial evocado.

Para el caso particular de las respuestas de estado estable, el interés en
reducir el error de estimacién presente en la deteccidn y extraccion de la
respuesta (particularmente en frecuencias graves), asi como la preocupacion por
lograr una deteccién mas rapida de las respuestas (capaz de traducirse dentro la
practica clinica en una reduccién del tiempo necesario para cumplimentar una
evaluacion objetiva de la audicion), han motivado la busqueda de nuevas variantes
de estimulacion acustica (Dolphin, 1997; Stlrzebecher et. al., 2001; John et. al.,
2001, 2002).
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Los primeros estimulos empleados para obtener respuestas auditivas de
estado estable, fueron el clic (o chasquido) y los estimulos tonales breves (Geisler,
1960). El clic, muy utilizado para la obtencion de PEAT, se caracteriza por su
breve duracion, con tiempos de subida y caida inferiores a los 5 ms, capaces de
provocar la activacion sincronica de multiples subpoblaciones neurales.

Existe, sin embargo, una relacion inversa entre la duracion del estimulo
acustico y el grado de dispersion de su energia espectral. Desde que el chasquido
se produce, al aplicar a un audifono un pulso de voltaje de muy corta duracion
(menos de 200 ps), que en la mayoria de los casos tiene la forma de un pulso
rectangular, la energia acustica espectral se distribuye en forma aproximadamente
plana, con un limite superior de frecuencia que corresponde al reciproco de la
duracion del pulso cuadrado que le dio origen.

Los estimulos tonales breves (ETB), por su parte, han sido también
empleados en la obtencién de respuestas transientes. A diferencia del estimulo
clic, estos se obtienen a partir de sinusoides puras moduladas por pulsos de
voltaje con determinada envolvente (exponencial o trapezoidal), representando un
compromiso entre el clic y los estimulos tonales de larga duracion utilizados en la
audiometria convencional (Torres-Fortuny, 2004). El espectro del ETB tiene una
banda central de mayor energia correspondiente a su frecuencia nominal, y
bandas laterales hacia frecuencias mayores y menores. La periodicidad de las
bandas laterales esta determinada por la duracién del estimulo tonal, y la energia
relativa contenida en cada una de las bandas laterales es mayor mientras mas
breve sea el tiempo de ascenso y caida del estimulo.

La seleccion de los parametros de duracion del ETB se determina, en cierta
medida, por el tipo de PEA que se quiere registrar. Mientras menor sea la latencia
de los componentes del PEA, mas breves han de ser los estimulos que lo
provoquen. Por tanto, el problema de la dispersion de frecuencia del estimulo es
mas grave cuando se registran PEA de corta latencia. La forma mas utilizada para
intentar solucionar el problema de la dispersion de energia acustica del estimulo
en los PEAT ha sido emplear técnicas de enmascaramiento (Stapells et. al., 1985),

pero estas, a pesar de lograr respuestas mas especificas en frecuencia que las
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provocadas por el estimulo clic o el ETB, son costosas en tiempo, complejas
desde el punto de vista técnico, y requieren de una alta experticidad para la
interpretacion y analisis de los resultados. Por otra parte, no se conoce
adecuadamente el posible efecto del estimulo (ruido) enmascarante sobre oidos
con dafo coclear (Torres-Fortuny, 2004).

Campbell y colaboradores (1977) fueron los primeros en obtener PEAEE,
mediante el uso de tonos continuos modulados sinusoidalmente en amplitud. Se
conoce que un tono continuo modulado en amplitud (tono AM) tiene un
componente espectral a nivel de la frecuencia portadora (Fp) y otros dos
componentes de menor energia a la frecuencia portadora mas / menos la
frecuencia moduladora (FM) (Lins et al., 1995). Esto significa que la modulacion de
la amplitud no es més que un tipo de modulacién no lineal, consistente en hacer
variar la amplitud de la onda portadora de forma que esta cambie de acuerdo con
las variaciones de nivel de la sefial moduladora. Se trata, pues, de modificar la
amplitud de una sefial de alta frecuencia (portadora) en funcion de otra de
frecuencia baja (moduladora), la cual constituye la sefial que contiene la

informacion a transmitir (figura 3).

Figura 3: Modulacion de la amplitud de una onda. A)- Onda portadora de alta frecuencia.
B)- Onda moduladora que porta la sefial que se quiere trasmitir. C)- Onda
resultante de amplitud modulada.
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Basada en las propiedades de rectificacion del oido interno, la respuesta a
este tipo de estimulo, una vez transformada al dominio de la frecuencia, quedaria
representada como un componente espectral a la frecuencia con la que se modul6
dicho tono portador. Esta caracteristica de los tonos modulados los convierten en
estimulos mas especificos en frecuencia que los chasquidos y los ETB
comunmente usados para obtener los PEAEE.

Hasta ahora, el estimulo mas utilizado en la practica clinica para la obtencion
del PEAEE es el tono AM, ya sea presentado de forma aislada o en combinacién
con otros tonos AM. También se presentan los estimulos repetitivos durante todo
el tiempo de registro, a lo que el sistema auditivo responde con el fenémeno de
adaptacion, ya que, invariablemente, un estimulo constante hace que el receptor
deje de descargar o responder. A este Ultimo fendbmeno se le conoce como
adaptacion o acomodacion (Cardinali, 2007).

Estos tipos de estimulo han sido empleados con alentadores resultados en la
determinacion objetiva de los umbrales de audibilidad en nifios y adultos, asi como
en pacientes hipoacusicos, sobre todo para la deteccion temprana de defectos
auditivos. Varios estudios han examinado la efectividad del PEAEE,
particularmente a frecuencias entre 80 y 110 Hz, demostrando sus autores la
validez de la técnica de PEAEE multiples como herramienta electroaudiométrica
(Herdman et. al., 2003).

Aun asi, dichos resultados ponen en evidencia algunas limitaciones del
estimulo AM en la generacién de la respuesta, particularmente en la que se da a
altas frecuencias. Esto puede ser explicado de tres formas diferentes: (1) por la
poca sincronia o variabilidad de las sefiales, lo que genera respuestas de baja
amplitud (Lins et. al., 1996); (2) por la posible influencia enmascarante del ruido
ambiental (Picton et. al., 2004); o (3) por un mecanismo de supresion de las altas
sobre las bajas frecuencias. Ademas, debe tomarse en cuenta que la mayoria de
los estudios que utilizan estimulacion multiple mezclan aisladamente los tonos
calibrados, sin realizar una compensacion de su energia relativa segun las
diferencias de audibilidad particulares. Esto pudiera también explicar la distinta

efectividad relativa de la técnica entre frecuencias graves y agudas.
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Por las razones antes sefaladas, varios autores se han centrado en la
busqueda de nuevas variantes de estimulacion (Prado, 2005; Sussman et al.,
2008; Torres-Fortuny et al, 2011). La busqueda de estimulos que generen
respuestas de mayor amplitud, se basa en la modificaciébn de alguno de los
parametros que caracterizan los tonos modulados (estimulo portador, tipo, o

profundidad de modulacion y/o envolvente del estimulo).

1.3) - Los estudios de potenciales evocados auditivos en mamiferos.

En efecto, la respuesta del sistema auditivo a diferentes estimulos ha sido
estudiada con diferentes técnicas de registros electrofisiolégicos, incluyendo la
realizacion de registros unineuronales, multineuronales y de potenciales de campo
lejano (potenciales evocados). El hecho de que estos ultimos haya sido de los mas
estudiados y utilizados en su variante de PEAEE, responde, sobre todo, a que la
estimulacién acustica produce cambios eléctricos en el sistema nervioso desde los
receptores auditivos de la coclea hasta las areas secundarias y terciarias de la
corteza cerebral, asi como en areas frontales asociadas con el lenguaje (Prado,
2005). Esta actividad eléctrica evocada se inicia desde apenas un milisegundo
después de presentado el estimulo, y dura varios cientos de milisegundos.

Logicamente, el rango de latencias en que se distribuyen los Potenciales
Evocados Auditivos (PEA) es tan grande que resulta imposible analizar en un solo
trazado todos los eventos eléctricos que lo constituyen. De ahi que, para su
estudio, se halla dividido convencionalmente en rangos de latencia, los cuales se
clasifican en PEA de corta latencia (0 a 10 ms), PEA de latencia media (10 a 50
ms) y PEA de larga latencia (mas de 50 ms) (Picton et al., 1974).

Dentro de los PEA de corta latencia, se ubican la actividad generada en la
céclea y su vecindad inmediata, los Potenciales Evocados Auditivos de Tallo
Cerebral (PEATC), y los Potenciales Evocados Auditivos de Estado Estable
(PEAEE), que incluyen actividad generada en el nervio auditivo y en las

estructuras de la via auditiva ubicadas en el tallo encefalico (Coutin, 2002).
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1.3.1)- Aplicaciones generales de los potenciales evocados como bateria

diagnéstica.

Una de las aplicaciones clinicas mas difundidas de los PEA ha sido su
empleo como indicador funcional para la evaluacion objetiva de la audicion. El
conocimiento de sus mecanismos de generacion, ha permitido que en los ultimos
afos se elaboren baterias diagndsticas de gran efectividad para el estudio de las
vias sensoriales. Sin embargo, estos potenciales constituyen una disciplina
relativamente joven en comparacion con otros campos de la electrofisiologia
(como el EEG o el EMG), pues, para poder registrarlos y analizarlos de modo
confiable, se ha hecho imprescindible el desarrollo impetuoso de la electrénica y la
computacion en mayor medida que en ninguna otra area electrofisioldgica, lo cual
responde, sobre todo, a la necesidad de extraer la "sefal" desde el seno del
"ruido” de fondo en que estan habitualmente sumergidos. Dicho ruido, a su vez,
esta constituido por el EEG, el EMG, el ruido interno electrénico, las interferencias
y las corrientes parasitas.

Aun asi, los PEA permiten obtener un estimado confiable y sensible del
estado de la funcién de las vias sensoriales. Légicamente, su valor esta en funciéon
del conocimiento existente en torno al significado anatomofuncional de los
componentes y las alteraciones con que cuenta. Su utilidad real, especificamente
los de corta latencia, esta dada en que reflejan fundamentalmente actividad en los
receptores y vias aferentes subcorticales, y, con grado limitado, en areas
sensoriales corticales primarias.

El beneficio de la aplicacion de los PEA que pueda obtener el clinico
practico, depende de su conocimiento sobre el modo en que las enfermedades
gue estudia pueden comprometer la anatomia y fisiologia de las vias y estructuras
generadoras. No obstante, quedan alun muchos puntos oscuros en el
conocimiento de los mecanismos generadores Y la significacion de las alteraciones
de aquellos, por lo que se hacen necesarios nuevos estudios dirigidos a mejorar

sus técnicas y aplicaciones.
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1.3.2)- Los potenciales evocados auditivos de estado estable (PEAEE).

Especificamente, los PEAEE fueron descubiertos y utilizados como equipo
clinico desde 1972, y en lo adelante se ha venido desarrollando y perfeccionando
la técnica. Primero se probd en animales de laboratorio, pero ya en 1973 se hizo el
primer registro en humanos. Luego, en 1978, se desarrollaron métodos para el
analisis de amplitud y fase, produciéndose, hasta la actualidad, varios estudios en
busca de un mejor aprovechamiento de los resultados que arrojan los registros,
intentando diagnosticar y resolver tempranamente problemas de cualquier
patologia auditiva.

Los potenciales auditivos de estado estable son basicamente la respuesta
cerebral obtenida por un estimulo acustico repetitivo, sostenida en el transcurso
del tiempo en que dura el estimulo (Regan, 1989). Para ellos, este Ultimo se
caracteriza por ser un tono puro que estimula unas pocas neuronas de la via
auditiva, en dependencia de la intensidad que se escoja; de manera que
constituye una prueba mucho més especifica para conocer el estado de las
neuronas que se registran en ese momento por las caracteristicas del propio
registro que se obtiene. Se diferencian asi de otras pruebas dirigidas a evaluar la
audicién, como es el caso de los PEATC, que tienen la posibilidad de determinar
el umbral auditivo en un amplio espectro y de manera especifica por frecuencias
(Pérez Abalo et al., 2003). Se caracterizan, ademas, porque la magnitud de la
respuesta crece a medida que se incrementa el nivel de estimulo supra-umbral,
ademas de que la fase varia sistematicamente con el estimulo en frecuencia e
intensidad.

En los PEAEE se ha encontrado actividad oscilatoria, fundamentalmente, en
tres rangos de estimulacion, cada una con un valor diferente desde el punto de
vista audiométrico. En el rango entre 4 y 8 Hz, el PEAEE se origina por
superposicion de los PEA de larga latencia, representando la activacion mas
completa de la via auditiva (Maiste y Picton, 1989). Si se utilizan frecuencias de
estimulacién més rapidas, entre 70 y 110 Hz, el PEAEE se origina basicamente

por superposicion de respuestas transientes de mas corta latencia (potenciales de
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tronco cerebral). Por esta razén, no son afectadas por el suefio y la sedacion,
pudiendo ser registradas consistentemente en lactantes y niflos pequefios (Pérez
Abalo et al., 2003).
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MATERIALES Y METODOS

Tomando en cuenta los elementos anteriores, se procedid a disefar y
ejecutar la fase experimental de la presente investigaciéon, instrumentando los
recursos necesarios para obtener los resultados que mas adelante permitieran dar

respuesta a los objetivos planteados en la introduccion de este trabajo.

2.1)- Animales de experimentacion.

La muestra fue conformada por 8 ratas adultas, sin hacer diferenciacién de
sexo. Previo a los experimentos, a cada animal le fue realizado un examen
otoscépico, para comprobar que no presentara dafios en la membrana timpanica.

Ademas, fueron comprobados los umbrales de audicion mediante registros
de PEATC. Ninguno de los sujetos present6 anomalias de la membrana timpanica
ni de los umbrales auditivos. En todos los casos, los resultados fueron inferiores a
25 dB SPL (1 dB SPL~20uPa).

Los animales fueron mantenidos en cajas estandar, bajo ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas y temperatura de entre 22 y 24°C. Durante todo el
estudio, tuvieron libre acceso a comida y agua.

Para la realizacién de los registros electrofisioldgicos, fueron anestesiados
con la coadministracion de Ketamina (75.0 mg/kg, ip) y Diazepan (0.5 mg/kg, ip).
En algunos casos, fue necesario administrar Atropina (0.1 mg/kg, ip) para
disminuir la secrecion del aparato digestivo, provocada por efecto de la Ketamina.

Ademas, fueron suministradas dosis suplementarias de anestesia,
manteniendo al animal en un estado donde los reflejos motores no resultasen
evidentes. Estas dosis consistieron en 1/3 de la dosis inicial, y generalmente
fueron suministradas cada 30 min.

Los protocolos y métodos utilizados en el experimento, estuvieron en
correspondencia con las Directivas 13 y 14 del Centro Nacional para la Produccion

de Animales de Laboratorio (CENPALAB). Ademas, fueron realizados con la
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aprobacion del Comité de Etica del Centro de Neurociencias de Cuba, en la

Ciudad de la Habana.

2.2)- Estimulacién acustica.

El diagrama en bloques del equipamiento utilizado para la estimulacion
acustica y la obtencion de la respuesta electrofisioldgica es mostrado en la figura
4. Los estimulos fueron generados digitalmente y convertidos a la forma analoga,
utilizando un equipo Audix 4-A (Neuronic S. A.).

Este equipamiento es controlado por un programa computacional
especificamente disefiado para la adquisicion y analisis de potenciales evocados

auditivos.

A =) >

A

v

v i Y

PC) o =C

Computadora Camara de m ’

Farady Filtro
Estimulador

AL auditivo @ Amplificador

m))) Bocina

A
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Q9 digital

Figura 4: Diagrama en bloques de los equipos y procesos utilizados para la obtencion de
PEAEE. En el animal, se encuentran representadas las posiciones de diferentes
electrodos de registro. La amplificacion, filtraje y digitalizacién de la sefial
electrofisiologica no se representan como equipos independientes, sino como

pasos necesarios para la obtencion de la respuesta.
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Todos los estimulos fueron presentados monoauralmente en el oido derecho
del animal, a través de audifonos de insercion ER 3A Etymotic Research. Estos
consistieron en tonos continuos modulados en amplitud, con frecuencias
portadoras de 4, 6 u 8 kHz.

Para los estimulos de 8 kHz, fueron empleadas intensidades de estimulacion
de 30, 50 o 70 dB SPL. Para el resto de las frecuencias portadoras, se utilizaron
solamente tonos de 70 dB SPL.

En todos los casos, la modulacion de la amplitud se realiz6 a una frecuencia

constante de 115 Hz, y a una profundidad de modulacién que fue del 100 %.

2.3)- Registros de potenciales evocados auditivos de estado estable del

nervio auditivo.

Como resultado, fueron obtenidos PEAEE, para lo cual se situaron electrodos
de agujas en el vértice de la cabeza del animal (electrodo positivo), en el cuello
(electrodo negativo) y en el térax (electrodo de tierra).

La impedancia de los electrodos fue mantenida por debajo de 10 kQ. La
actividad bioeléctrica fue amplificada 1.2x10% vy filtrada entre 10 y 300 Hz.
Posteriormente, esta se digitalizd con una resolucién de 8 bits, utilizando una
frecuencia de muestreo de 920 Hz.

A cada animal le fueron realizados 30 registros electrofisiol6gicos para cada
una de las combinaciones frecuencia-intensidad antes mencionadas. Cada
registro estuvo compuesto por 30 segmentos continuos de 8192 muestras.

A su vez, cada segmento estuvo dividido en 16 ventanas de 512 puntos. La
amplitud de la actividad eléctrica de cada ventana fue especificamente analizada,
de manera que pudieran ser excluidas del registro aquellas que presentasen
variaciones de potencial superiores los 50 uV.

Por lo general, menos de 5 ventanas fueron excluidas en todo el registro.

Cada segmento se completd una vez muestreados los 8192 puntos.
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2.4)- Obtencion de datos primarios.

El procesamiento de los registros y la obtencién de los datos primarios

(amplitud del PEAEE) fue realizado fuera de linea, mediante una aplicacion del

programa MatLab (version 7.1), disefiado en el Departamento de Neurociencias

Basicas del Centro de Neurociencias de Cuba. Como primer paso, se construyo

una matriz de datos a la manera que muestra en la figura 5. El procesamiento fue

realizado a dos niveles: dentro de cada registro, y entre registros.

registro 1

registro 2

registro 30

registro 1

registro 2

Figura 5:

to 1 to 2
segmento 1 segmento 2 segmento 30 /\Wb M\/\M)

1< 1 &
):EZAT &(30)--521}‘1:

/WVME:> " o

@§§§

AR=334 4@)=334

L4

4(30)=3-314 4,(30)= mQA,

Diagrama representativo de las matrices de datos construidas a partir de los
registros de PEAEE. En el panel superior izquierdo, se muestra la matriz de datos
originales, y en el panel superior derecho la promediacion dentro de cada
registro. Los paneles inferiores representan el procesamiento entre registros
cuando estos fueron realizados a partir de los datos originales (izquierdo) y a
partir de los segmentos promediados (derecho). Las flechas entre paneles sefialan
la continuidad de los pasos de procesamiento, y las incluidas en cada panel la

direccion de la promediacion.
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Los 30 segmentos de potencial de cada registro fueron promediados
linealmente en el dominio del tiempo. En este proceso fueron obtenidos 30 nuevos
segmentos de potencial, donde cada uno fue el resultado de la promediacion de
todos los segmentos registrados hasta ese momento.

De modo mas especifico, el segmento 2 fue el resultado de promediar los
valores de potencial de los segmentos originales 1 y 2, el segmento 3 fue el
promedio de los tres primeros segmentos, y asi sucesivamente. Notese, entonces,
que los valores de potencial de cada segmento, a partir del segundo, dependen,
en cada caso, de los valores del potencial de los segmentos anteriores.

Posteriormente, se realiz6 el procesamiento entre registros. Para ello, el
segmento i-esimo de cada uno fue promediado con el segmento correspondiente
del resto. Es decir, el segmento 1 del primer registro fue promediado con el
segmento 1 del resto de los registros, el segmento 2 con el segundo del resto de
los registros, y asi sucesivamente.

Cada uno de los segmentos resultantes finales fue transformado al dominio
de la frecuencia aplicando la Transformada Réapida de Fourier (FFT). En cada
caso, la amplitud de potencial a 115 Hz (frecuencia de modulacién de la amplitud
del estimulo) fue calculada a partir del espectro de potencia obtenido.

Como durante el proceso de obtencidn de esta respuesta los valores de
potencial de cada segmento dependian de los valores de potencial de los
segmentos anteriores, los valores de amplitud obtenidos a partir de la FFT fueron
tratados como amplitudes promediadas en el resto del documento.

Este segundo paso de analisis (el procesamiento entre registros), fue
realizado, ademas, utilizando los segmentos de potencial no promediados. Es
decir, nuevamente el segmento 1 del primer registro fue promediado con el
segmento 1 del resto de los registros, el segmento 2 con el segundo segmento de
aguel, y asi sucesivamente.

Sin embargo, en este caso, el segmento 2 de un registro determinado no era
la promediacion de los dos primeros segmentos de ese registro, sino el segmento
original. Debido a que, en este caso, los valores de potencial de cada segmento

no dependian de los valores de potencial en los segmentos anteriores, las
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amplitudes obtenidas a partir de la FFT fueron tratados en el resto del documento
como amplitudes independientes, o amplitudes no promediadas.

A partir de los valores de amplitud hasta aqui descritos, fueron construidas,
para cada combinacion frecuencia-intensidad, curvas de amplitud contra tiempo,
con el objetivo de describir el curso temporal del PEAEE.

Finalmente, fue calculado el porciento de variacion de la amplitud segun la

siguiente expresion:

%Amp=100-100Amp20/Amp1

Donde %Amp representa la variacion de amplitud entre el primero y el
promedio de los ultimos 20 segmentos, Amp20 el promedio de amplitud de los
altimos 20 segmentos, y Ampl el valor de amplitud del segmento 1.

Para ello, se consideré que, a partir del segmento 10, tanto las amplitudes
promediadas como las independientes se mantuvieron oscilando alrededor de un

valor estable de potencial, considerando la sefial estacionaria en el tiempo.

2.5)- Procesamiento estadistico.

El analisis estadistico de los datos fue realizado con el programa
STATISTICA (versién 6.0). Como estadigrafos de posicion y dispersion fueron
utilizados la media y su desviacion estandar.

Luego de determinar que los datos cumplian una distribucion normal y que
los valores obtenidos para las diferentes combinaciones frecuencia-intensidad
presentaban homogeneidad de varianza, fueron realizados ANOVA de una via
(p<0.05), para determinar el efecto de la frecuencia portadora y de la intensidad de
estimulacién sobre la amplitud promedio de la respuesta.

De igual manera, se analizo el efecto de la frecuencia portadora y la
intensidad sobre el por ciento de variacion de la amplitud, tanto para el caso de los

valores promediados como para el de los independientes.
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Finalmente, la relacion entre los porcientos de variacion de ambas
amplitudes (promediadas e independientes) se analizé mediante la prueba de
correlacion de Pearson (p<0.05).
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RESULTADOS

3.1)- Efecto de la frecuencia portadora y la intensidad del estimulo sobre la

amplitud promedio del PEAEE.

La figura 6 muestra el efecto de la intensidad y la frecuencia intrinseca de
estimulos acusticos sobre la amplitud promedio de los PEAEE en ratas adultas.
Como puede observarse, el aumento de la intensidad de estimulacién entre 30 y
70 dB SPL provocé el aumento continuo de la amplitud de la respuesta (figura 6A).

Por otra parte, la amplitud del potencial evocado aumentd cuando la
frecuencia portadora del estimulo ascendido de 4 a 6 kHz y mostré6 una ligera
disminucion a 8 kHz (figura 6B).

El andlisis estadistico de los datos demostré que tanto la intensidad como la
frecuencia portadora del estimulo tuvieron un efecto significativo sobre la amplitud
del PEAEE (F=67.47, p<0.001 y F=7.65, p<0.05 para el efecto de la intensidad y la
frecuencia intrinseca, respectivamente).

La prueba de comparaciones multiples de Tukey demostré que,
efectivamente, la amplitud de la respuesta aumentdé de manera significativa
cuando la intensidad del estimulo se incrementé entre 30 y 70 dB SPL. Esta
prueba también permitié6 observar que la amplitud del potencial evocado obtenido
con estimulos de 6 kHz es estadisticamente superior a la de la respuesta
generada por tonos de 4 kHz. A su vez, las medias de amplitud obtenidas a6y 8
kHz no presentaron diferencias significativas entre si.

Dichos resultados muestran las amplitudes promedios de la respuesta
auditiva analizada. Es decir, representan las amplitudes obtenidas después de
promediar todos los segmentos correspondientes a un registro electrofisiologico.
Sin embargo, enmascaran las posibles variaciones de la respuesta entre los
diferentes segmentos.

Se hizo necesario, por tanto, analizar los cambios producidos en la amplitud

del PEAEE durante la promediacion de sus segmentos, asi como el posible efecto
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de la intensidad y la frecuencia de estimulacion sobre la magnitud de estos

cambios.
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Figura 6: Amplitudes promedio del PEAEE de ratas adultas. A)- Efecto de la intensidad del
estimulo sobre la amplitud de la respuesta. B)- Efecto de la frecuencia portadora.
Cada punto representa la media y el error estandar de la media obtenida a partir
de 8 individuos. A su vez, la amplitud de la respuesta de cada uno fue calculada
mediante los valores promedio obtenidos en cada uno de los registros realizados
(n=30).

3.2)- Curso temporal de la amplitud del PEAEE durante la obtencion de un
registro.

La figura 7 muestra oscilogramas representativos de diferentes segmentos
de un mismo registro durante la obtencion del PEAEE. Como se mencioné
anteriormente, la respuesta final de este potencial evocado se logra mediante un
proceso de promediacion. Por tanto, las variaciones obtenidas en un determinado
segmento de registro son el resultado de la promediacién de este y los segmentos
anteriores.
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Figura 7: Oscilogramas de segmentos de potencial obtenidos durante el registro de
Potenciales Evocados Auditivos de Estado Estable de ratas adultas. En la parte
superior de cada panel se sefialan la intensidad y frecuencia de los estimulos
que generaron la respuesta. En el extremo izquierdo se sefiala el numero del

segmento representado.

Como puede observarse en la figura, la amplitud de las oscilaciones del
potencial evocado disminuyd a lo largo del proceso de promediacion. Para cada
uno de los estimulos utilizados, las variaciones de potencial de mayor amplitud
fueron obtenidas en el primer segmento del registro. La amplitud de estas
oscilaciones disminuyé progresivamente en los siguientes segmentos, Yy
posteriormente se estabilizé hasta el final del registro.

La disminucion de la amplitud del potencial evocado, para cada una de las
intensidades de estimulacion, fue evidente durante los primeros 8-10 segmentos

de registro, correspondientes con los primeros 75-100 s de estimulacion (figura 8).
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Ademas, la magnitud de esta caida pareci6 aumentar a medida que se
incremento la intensidad del tono. Dicha disminucion parecié también depender de
la frecuencia de estimulacion, siendo menos evidente cuando los animales fueron
estimulados con tonos de 4 kHz, e incrementdndose progresivamente al
estimularse con tonos de 6 y 8 kHz (figura 9).

Para estas Uultimas frecuencias, la amplitud de la respuesta parecio
estabilizarse entre los segmentos 4 y 6 para los estimulos de 6 kHz (50s de
estimulacién), y entre los segmentos 10 y 12 para los tonos de 8 kHz (90-100s de
estimulacién).
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Figura 8: Curso temporal de la amplitud del PEAEE de ratas adultas obtenido durante el
proceso de promediacion al emplear estimulos de diferente intensidad. A)-
Variaciones temporales de amplitud cuando la intensidad del estimulo fue 70 dB
SPL. B)- Curso temporal cuando la intensidad del estimulo fue 50 dB SPL. C)-
Curso temporal a 30 dB SPL. En todos los casos, la frecuencia portadora fue 8
kHz. Los valores mostrados representan la media de uno de los animales

estudiados, calculada a partir de la promediacion de los 30 registros obtenidos.
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Figura 9: Curso temporal de la amplitud del Potencial Evocado Auditivo de Estado Estable
de ratas adultas obtenido durante el proceso de promediacién al utilizar tonos de
diferentes frecuencias portadoras. A) Variaciones temporales de amplitud cuando
la frecuencia portadora fue de 8 kHz B) Curso temporal cuando frecuencia
intrinseca fue de 6 kHz. C) Curso temporal para tonos de 4 kHz. En todos los
casos, la intensidad de estimulacion fue 70 dB SPL. Los valores mostrados

representan la media de uno de los animales estudiados, calculada a partir de la

promediacion de los 30 registros obtenidos.

Igualmente, para cada individuo se cuantifico el porciento de disminucion de
la amplitud de la respuesta. Los valores medios obtenidos para cada intensidad y
frecuencia se muestran en la figura 10.

El analisis estadistico de los datos demostré que los valores promedio

obtenidos para las diferentes intensidades y frecuencias portadoras difirieron entre
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si (F=13.63, p<0.0001 y F=7.5, p<0.05 para el efecto de la intensidad y la

frecuencia, respectivamente).

Este

andlisis demostrd, ademas, que el porciento de disminucion de la

respuesta fue mayor al incrementarse la intensidad de estimulacién entre 30 y 50

dB, manteniendo un valor estable entre esta ultima intensidad y 70 dB.

Similar comportamiento se observo al analizar el efecto de la frecuencia

portadora.

Para esta variable de estimulacion, la caida de la respuesta inducida

por tonos de 6 kHz fue mayor en comparacion con la provocada por estimulos de

4 kHz, y similar a la obtenida con tonos de 8 kHz.
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Figura 10: Porciento de disminucion de la amplitud del PEAEE producido como efecto de

la promediacién en ratas adultas. A)- Efecto de la intensidad del estimulo sobre
la disminucion de la respuesta. B)- Efecto de la frecuencia portadora. Cada
punto representa la media y el error estandar de la media obtenida a partir de 8
individuos. A su vez, la amplitud de la respuesta de cada individuo fue
calculada a partir de los valores promedio obtenidos en cada uno de los

registros realizados (n=30).

3.3)- Amplitud de la respuesta del PEAEE en segmentos no promediados.

Como se menciono en el transcurso de los capitulos anteriores, una de las

premisas

para la obtencibn de potenciales evocados se refiere a las

caracteristicas estacionarias de la sefial registrada. Este postulado asume que el
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PEAEE puede obtenerse mediante el proceso de promediacion, debido a que la
respuesta electrofisiologica se mantiene constante a lo largo del registro. Por
tanto, la promediacion de la sefial s6lo contribuye a disminuir el ruido asociado al
registro, pero no afecta la amplitud de la respuesta neuronal.

La hipétesis del presente trabajo plantea que la disminucion de la amplitud
del PEAEE durante la promediacion pudiese estar dada no solo por la eliminacién

de ruido en el registro, sino también por la disminucién de la respuesta neuronal.

8 kHz-70 dB 8 kHz-50 dB 6 kHz-70 dB

AR A

Figura 11: Oscilogramas de segmentos independientes de potencial obtenidos durante el
registro de PEAEE de ratas adultas. En la parte superior de cada panel, se
sefialan la intensidad y frecuencia de los estimulos que generaron la respuesta.

En el extremo izquierdo, se sefiala el nUmero del segmento representado.
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La figura 11 muestra oscilogramas representativos de las variaciones de
potencial correspondientes a diferentes segmentos independientes de registro, a
partir de los cuales se obtiene el PEAEE. A diferencia de los oscilogramas
representados en la figura analoga, en este caso las variaciones de potencial de
un determinado segmento son independientes del comportamiento de la sefial en
el resto de los segmentos.

Como puede apreciarse, las amplitudes de las variaciones de potencial
dependieron del nimero del segmento. En todos los casos, la maxima variacion
de potencial fue obtenida en el primer segmento de registro, disminuyendo
posteriormente hasta alcanzar valores relativamente estables.

Para estimulos con diferente intensidad, la caida de la respuesta fue evidente
desde el primer hasta el tercer o cuarto segmento, lo que se corresponde con los
primeros 25-40 s de registro (figura 12). A partir de este momento, la amplitud de
la respuesta se mantuvo oscilando alrededor de un valor estable. Similar

comportamiento se presento al analizar la frecuencia portadora (figura 13).
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Figura 12: Curso temporal de la amplitud de segmentos individuales del PEAEE de ratas
adultas generados por tonos de diferentes intensidades. A)- Variaciones
temporales de amplitud cuando la intensidad del estimulo fue 70 dB SPL. B)-
Curso temporal cuando la intensidad del estimulo fue 50 dB SPL. C)- Curso
temporal a 30 dB SPL. En todos los casos, la frecuencia portadora fue de 8 kHz.
Los valores mostrados representan la media de uno de los animales estudiados,

calculada a partir de la promediacion de los 30 registros obtenidos.
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Figura 13: Curso temporal de la amplitud de segmentos individuales del PEAEE de ratas
adultas generados por estimulos de diferentes frecuencias portadoras. A)-
Variaciones temporales de amplitud cuando la frecuencia portadora fue de 8
kHz. B)- Curso temporal cuando frecuencia intrinseca fue de 6 kHz. C)- Curso
temporal para tonos de 4 kHz. En todos los casos, la intensidad de estimulacion
fue 70 dB SPL. Los valores mostrados representan la media de uno de los
animales estudiados, calculada a partir de la promediacion de los 30 registros
obtenidos.
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Al igual que las respuestas promediadas, la caida de amplitud del potencial
evocado dependio de la intensidad y la frecuencia de estimulacion al analizar los
segmentos independientes (figura 14) (F=46.4, p<0.0001 para el efecto de la
intensidad del estimulo y F=9.5, p<0.05 para el efecto de la frecuencia portadora).

La magnitud de la disminucién de la amplitud fue mayor cuando la intensidad
de estimulacion aumenté de 30 a 70 dB SPL, manteniéndose constante entre 50 y
70 dB. De igual manera, la caida de la respuesta provocada por estimulos de 6
kHz fue mayor que la generada por tonos de 4 kHz, y estadisticamente similar a la

inducida por tonos de 8 kHz.
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Figura 14: Porciento de disminucién de la amplitud del PEAEE producido entre segmentos
independientes del registro. A)- Efecto de la intensidad del estimulo sobre la
disminucion de la respuesta. B)- Efecto de la frecuencia portadora. Cada punto
representa la media y el error estdndar de la media obtenida a partir de 8
individuos. A su vez, la amplitud de la respuesta de cada individuo fue
calculada a partir de los valores promedio obtenidos en cada uno de los

registros realizados (n=30).
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Finalmente, se analizé la relacidon entre la magnitud de la disminucion de la
respuesta obtenida durante el proceso de promediacion y la magnitud de esta
disminucién al comparar los segmentos de potencial obtenidos de manera
independiente (sin promediacion).

Para ello, se realiz6 una correlacion de Pearson, utilizando los valores
obtenidos en cada individuo para cada intensidad y frecuencia de estimulacion.
Esta dio como resultado una correlacion estadisticamente significativa entre

ambos parametros (F=230.11, p<0.0001) con un coeficiente de correlacion (R) de
0.92 (figura 15).
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Figura 15: Relacién entre la magnitud de la caida en el curso temporal del PEAEE obtenida
durante el proceso de promediacion y la presentada al analizar los segmentos

individuales. Se muestra, ademas, la recta teérica de regresion (R*=0.86).
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DISCUSION

Los PEAEE constituyen en la actualidad una herramienta clinica importante
para el diagnostico de enfermedades del sistema auditivo. De ahi el gran nimero
de trabajos cientificos enfocados hacia la obtencion de estimulos mas eficaces
para la generacion de la respuesta, asi como de las bases fisioldégicas que la
sustentan. Este tipo de respuesta, ademas, ha sido caracterizada en diferentes
especies de animales (Rance et al., 2006).

El presente trabajo, utilizando ratas como modelo experimental, analiza el
curso temporal del PEAEE. Especificamente, muestra resultados que denotan
como la disminucion de la amplitud producida durante la obtencion de este tipo de
respuesta tiene un sustrato neuronal, a la vez que no es solo consecuencia del
proceso de eliminacion de ruido durante la promediacion.

Igualmente, demuestra el efecto de la intensidad y de la frecuencia portadora
de estimulos acusticos sobre la amplitud del potencial evocado y sobre la
magnitud de la caida de su respuesta en el tiempo.

El principal objetivo de este capitulo es discutir los principales hallazgos
reportados en el documento. Para ello, sin embargo, es necesario analizar
previamente algunos de los aspectos metodologicos del estudio, relacionados

principalmente con los estimulos acusticos empleados.

4.1)- Consideraciones metodoldgicas.

Como fue planteado en los acapites antes dedicados a los materiales y
métodos, en el presente trabajo se utilizaron estimulos de amplitud modulada,
donde la profundidad de modulacion fue del 100 %. Esto significa que, en cada
modulacion de amplitud, la intensidad del estimulo variaba desde su valor maximo
a 0dB.

Esta magnitud de profundidad de modulacion ha sido la utilizada por otros
autores al investigar el efecto de la frecuencia portadora sobre la amplitud del

PEAEE en humanos (Artieda et al., 2004; Purcell et al., 2004), asi como en
37



estudios sobre otros parametros de estimulacion realizados en especies animales
(Perez-Alcazar et al., 2008).

Otras profundidades cercanas (95 %) se han empleado, igualmente, para
analizar la maduracién de este tipo de respuesta en humanos (Savio et al., 2001),
y también en el estudio de diferentes tipos de sordera en ratones (Pauli-Magnus et
al., 2007).

Por otra parte, intensidades supra-umbrales comparables a las empleadas en
el presente trabajo (76.50 dB SPL) han sido utilizadas para caracterizar el PEAEE
en humanos (Picton et al., 1987) y para evaluar la maduracion de este tipo de
respuesta; por ejemplo, a 70 dB nHL (Savio et al., 2001), o a 75 dB SPL (Sussman
et al., 2008).

Adicionalmente, estimulos de 80 y 90 dB SPL han sido empleados para
describir la diferentes propiedades de este potencial evocado en diferentes
especies de roedores (Pauli-Magnus et al., 2007; Perez-Alcazar et al., 2008).

Ha sido ampliamente demostrado que incrementar la profundidad de
modulacion y la intensidad del estimulo en la generacién de un potencial evocado
da un resultado mas robusto.

Por lo tanto, la utilizacion de este tipo de estimulo es de gran utilidad cuando
el objetivo del estudio es la caracterizacion de la respuesta auditiva basandose en
la investigacion acerca de la influencia que sobre ella tienen diferentes parametros
de estimulacion.

Sin embargo, es necesario destacar que la magnitud de los fenbmenos
descritos en este documento pudiese variar para diferentes combinaciones de
profundidad de modulacion-intensidad, lo cual sugiere la necesidad de continuar
con investigaciones exhaustivas al respecto.

Finalmente, las frecuencias intrinsecas de estimulacién utilizadas para
generar los PEAEE (4, 6 y 8 kHz) pueden considerarse de baja frecuencia en el
espectro de audicion de la especie, por lo cual estudiar el curso temporal de este
potencial evocado a frecuencias portadoras mayores es un paso ineludible con

vistas a generalizar los resultados que aqui se muestran.
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Aln asi, puede considerarse como notablemente valido el empleo de las
frecuencias portadoras antes mencionadas, lo cual puede asumirse a traves de
varios estudios previos realizados en esta especie (Perez-Alcazar et al., 2008), asi

como también en otros roedores (Kuwada et al., 2002).

4.2)- Efecto de la frecuencia portadora y la intensidad del estimulo sobre la

amplitud de la respuesta auditiva.

El presente trabajo demuestra que la amplitud de los PEAEE en ratas adultas
depende de la frecuencia portadora y la intensidad del estimulo. Es decir, que el
incremento de dichos parametros de estimulacion provoca un aumento en la
amplitud de la respuesta auditiva.

Resultados similares han sido descritos en humanos por varios grupos de
investigacién (Lins et al., 1995; Picton et al., 2003). Ademas, han sido también
encontrados en otras especies de animales (Dolphin et al., 1994; Makela et al.,
1990; Ottaviani et al., 1990; Snyder y Schreiner, 1987) y primates no humanos
(Burton et al., 1992).

Tales estudios demuestran que, a medida que se aumenta la intensidad de
estimulacioén, se produce un aumento de la amplitud de la respuesta hasta llegar a
la saturacion; en esencia, hasta intensidades en las cuales la amplitud del PEAEE
se mantiene constante, ain cuando se aumente la magnitud del estimulo.

Por otra parte, queda demostrado que la amplitud del potencial evocado
varia en dependencia de la sensibilidad espectral, de manera que estimulos de
una misma intensidad generan respuestas de mayor amplitud en las frecuencias
portadoras a las que el individuo es mas sensible.

Estos fendmenos tienen su base en las caracteristicas fisiologicas del
sistema auditivo. Los PEA estdn mucho mas relacionados con el curso temporal
de los potenciales post-sinapticos generados en las neuronas involucradas en la
respuesta que con el nimero de potenciales de accidn que igualmente tienen

lugar en ellas.

39



Por lo tanto, las variaciones de amplitud en el potencial evocado no
dependen de la actividad de potenciales de accion intrinseca a las neuronas que
responden a la estimulacién, sino que reflejan el nimero de las mismas, ademas
de la sincronia de su respuesta. En consecuencia, el aumento de la amplitud
supone el incremento del nimero de neuronas que responden de forma sincrénica
al estimulo.

Especificamente para la intensidad de estimulacion, este incremento pudiese
estar dado por el proceso de reclutamiento neuronal, el cual puede definirse como
aquel fendmeno electrofisiologico a través del cual se van incorporando
continuamente neuronas menos sensibles a la estimulacién presentada.

Estas se hallaban hasta el momento inactivas, pudiendo activarse mediante
una estimulo repetitivo, pasando a formar parte de la respuesta ante este ultimo
(Kandel et al., 2000; Cardinali, 2007).

4.3)- Curso temporal de la amplitud del PEAEE durante la obtencién de un

registro.

Como resultado del estudio llevado a cabo, se pudo observar que la amplitud
del PEAEE disminuyé de manera continua durante las primeras promediaciones
del registro, hasta alcanzar valores estables en un tiempo determinado. Esta
disminucién dependié de la intensidad y la frecuencia portadora del estimulo
acustico.

Segun la experiencia desarrollada en el proceso integral de la investigacion,
pudo constatarse que no existen trabajos realizados en animales de
experimentacion con los cuales comparar los resultados que aqui se presentan.

Pese a que los supuestos para la obtencién de potenciales evocados fueron
enunciados desde mediados en la década del 70 (Glaser y Ruchkin, 1976), sélo
existe, en toda la literatura relacionada, un reporte que describe cuantitativamente
las variaciones temporales del PEAEE durante su proceso de obtencion,

incluyendo las posibles causas de estas variaciones (Torres-Fortuny et al., 2010).
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Sus autores, estudiando los PEAEE de humanos ante estimulos de
diferentes frecuencias, concluyeron que la amplitud de la respuesta vario
significativamente durante las primeras promediaciones, hasta alcanzar una
meseta relativamente estable a partir del segmento 25 de registro.

Observaron, ademas, que el ruido asociado al registro decrecio, siguiendo
una relacién cuadratica inversa al nimero de promediaciones (1/YN), y alcanzando
valores estables muy cercanos a cero después de promediar 30 segmentos.

Sin embargo, la diferencia existente entre los resultados presentados por
Torres-Fortuny y colaboradores (2010) y los reportados aqui acerca del nimero de
promediacion al cual la amplitud del PEAEE se estabiliza, pudieran originarse en
las diferencias entre especies estudiadas. De esta manera, en humanos se
necesitaria una mayor cantidad de promediaciones para que la respuesta de
estado estable alcance la meseta en su curso temporal.

Segun lo planteado por estos autores, la disminucion de la amplitud durante
la promediacion de un registro se debe a la disminucidon del ruido, ya sea
artefactual o fisiol6gico. O sea, que, durante la promediacién, la amplitud de las
oscilaciones de la actividad neuronal producidas por el estimulo se mantiene
constante en el tiempo.

En las primeras promediaciones, los valores de amplitud registrados se
deben a esta actividad neuronal, y también al ruido asociado al registro.
Considerando el ruido como aleatorio, la promediacion cancela la gran mayoria de
las variaciones de potencial asociadas a él, quedando finalmente la respuesta
electrofisiolégica como otro componente de la sefial registrada.

Esta tesis concuerda con los supuestos planteados por Glaser y Ruchkin
(1976) para el registro de potenciales evocados, al suponer que la sefial
electrofisiolégica es estacionaria.

El presente trabajo no tuvo como finalidad analizar la estacionalidad del
PEAEE desde el punto de vista matematico, pues, dada la especificad del tema y
su complejidad, este punto no fue incluido en toda su magnitud; si bien a partir de

los resultados obtenidos su andalisis se muestra necesario.
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Los experimentos expuestos fueron disefiados bajo la idea intuitiva de que,
bajo el supuesto de estacionalidad del PEAEE, la amplitud de la respuesta no
debia variar considerablemente en el tiempo. Por esta razon, precisamente, se
decidié estudiar las variaciones de potencial de los segmentos independientes de

registro.

4.4)- Amplitud de la respuesta del PEAEE en segmentos no promediados.

El presente trabajo demuestra que la caida en la amplitud de la respuesta
observada para los segmentos no promediados de los registros es producida,
ademas de los procesos de ruido, por la existencia de procesos fisiologicos que
tienen lugar a nivel neuronal durante la obtencion de los PEAEE en ratas adultas.

Lo anterior se expresa en el hecho de que, al aumentar los parametros de
estimulacién (intensidad y frecuencia portadora), se obtiene una mayor caida de la
amplitud de la respuesta hasta alcanzar un valor constante, que en cada caso es
mayor tanto como lo sean, igualmente, los parametros de estimulacion.

Estos resultados no concuerdan con ningun otro reportado en la bibliografia
especializada, sino que mas bien entran en contradiccion con lo que
tradicionalmente ha sido descrito en esta.

Dichos trabajos plantean que los PEAEE tienen como caracteristica
fundamental su estabilidad en la respuesta a través del tiempo, sin que varie la
amplitud, por lo que la disminucion de esta ultima, en todos los casos, es resultado
del ruido.

En el presente estudio se han obtenido resultados muy interesantes al
respecto, ya que, cuando se promedian los segmentos individuales (cancelandose
asi los procesos provocados por ruido) la caida de la amplitud se mantiene, de
manera que se confirma la hipétesis inicial.

Tal comportamiento neuronal pudiera explicarse por el fendbmeno descrito
como habituacién o adaptacion neuronal, tratAindose de un mecanismo que se

activa para evitar el “despilfarro” energético.
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En efecto, cuando los receptores del sistema auditivo se enfrentan a
estimulos repetitivos, invariablemente dejan de responder; de modo que, con el
aumento de la intensidad y la frecuencia portadora en un estimulo repetitivo, se
puede encontrar una respuesta donde, al inicio, habra un mayor nimero de
neuronas respondiendo, que sin embargo disminuira en la medida que avance el
tiempo (Cardinali, 2007).

Puede afirmarse, de manera general, que dicho fenébmeno aparece
provocado por las caracteristicas del estimulo que aqui se presenta.
Indudablemente, la adaptacién neuronal, junto al estimulo continuo, provoca
efectos que tienen consecuencias a nivel fisiolégico a la hora de obtener el
PEAEE.

No en vano, cuando se presenta un estimulo repetitivo, se produce una
pérdida en la eficacia sinaptica, lo cual es provocado por una disminucion
paulatina de la cantidad de neurotrasmisor en la neurona presinaptica, con la
consiguiente disminucion de la respuesta postsinaptica.

Ello, a su vez, es causado por el decrecimiento notable del nimero de
canales de calcio, que, sin dudas, resultan fundamentales para su liberacion (s./a.,
2011).

43



CONCLUSIONES

1. El aumento en la intensidad de estimulos acusticos modulados en amplitud y
la frecuencia portadora del estimulo sobre el PEAEE en ratas adultas, produce
un aumento en la amplitud de la respuesta cuando se estimula con una

intensidad entre 30 y 70 dB SPL y una frecuencia portadora de 4y 6 kHz.

2. Ladisminucién de la amplitud que se produce durante el proceso de obtencién
de los PEAEE en ratas adultas, depende de la intensidad y la frecuencia
portadora del estimulo, ya que esta caida es mayor en la medida que se

incrementaron los valores en los parametros de estimulacion.

3. La disminucién de la amplitud de la respuesta que se observa durante la
obtencién de los PEAEE en ratas adultas, es provocado, ademas de los
mecanismos de cancelacion del ruido, por procesos fisiologicos que ocurren a

nivel neuronal.
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RECOMENDACIONES

. Estudiar el efecto de la intensidad y de la frecuencia portadora del estimulo
sobre la amplitud de la respuesta en los Potenciales Evocados Auditivos de
Tallo Cerebral (PEATC) en ratas adultas.

. Estudiar el curso temporal del PEAEE en ratas adultas bajo estimulos con

mayores frecuencias portadoras.

. Estudiar el curso temporal del PEAEE en ratas adultas a diferentes

profundidades de modulacion.

. Estudiar el curso temporal de los PEAEE en ratas con diferentes edades

durante el proceso de maduracion del sistema auditivo.
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