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INTRODUCCION

El sistema auditivo se encarga de la
deteccion, andlisis e interpretaciéon de los
estimulos acusticos. Para los animales, el
sistema auditivo es un modo de relacionarse
con el medio en el que viven y su desarrollo
les ha permitido establecer mecanismos de
comunicaciéon entre individuos de una
misma especie.

En los animales terrestres el sonido
se recibe en el oido externo y posteriormente
se dirige al oido medio en forma de energia
mecédnica. Esta energia es transformada en
informacion bioeléctrica en el oido interno,
siendo transmitida a través del nervio
coclear hasta el cerebro. En el cerebro, la
informacion es procesada a lo largo de la via
que transcurre desde el nicleo coclear hasta
la corteza, denominada via auditiva
ascendente. Existe otro componente de la
via auditiva que se denomina via auditiva
descendente. Esta dltima transmite
informacién desde la corteza cerebral hasta
el receptor auditivo y transcurre paralela a la
ascendente. Ambos sistemas estdn estrecha-
mente relacionados. Ademds, la via auditiva
estd conectada con otros sistemas sensoriales
y con circuitos de funcién refleja o motora.
Sistema Auditivo Periférico

El sistema auditivo periférico se
puede dividir en cuatro zonas: el oido
externo, el oido medio, el oido interno y el
nervio auditivo.

Oido externo y medio

El oido externo estd formado por el
pabellén auricular y el conducto auditivo
externo limitando con la cara externa de la
membrana del timpano. La funcién del oido
externo es la de recoger las vibraciones del
aire que constituyen las ondas sonoras y
transmitirlas hasta la membrana timpanica
(Fig.1).

El oido medio o cavidad timpanica
es un espacio irregular situado dentro del
hueso temporal. Contiene una cadena de
huesecillos méviles (martillo, yunque y
estribo) que comunican entre si las zonas
externa e interna y transmiten las
vibraciones de la cadena timpénica, a través
de la cavidad hasta el oido interno. Este
sistema de huesecillos multiplica la
vibracion de la membrana timpanica,

superando la inercia de la perilinfa y
produciendo unas ondas de presién que se
conducen de forma casi instantdnea a la
membrana basilar. El 4rea de la ventana
oval es aproximadamente de 1/25 del érea
del timpano. La energia sonora captada por
aquél y transmitida por los huesecillos a la
ventana oval se concentra en una pequefla
superficie y, por tanto, la fuerza por unidad
de 4rea (presion) aplicada a la ventana oval
es mayor que la presiéon desarrollada en el
timpano.  Este aumento de presion es
importante, ya que la inercia del fluido
coclear al otro lado de la ventana oval es
mayor que la del aire que se halla en
contacto con el timpano, y se requiere un
incremento de fuerza para transferir
eficientemente las vibraciones sonoras al
fluido coclear.

Oido interno-céclea

El oido interno se  sitda
topograficamente en el espesor del pefiasco
del temporal, por dentro de la caja del
timpano (Fig.1). Es un sistema multi-
cavitario de espacios muy irregulares, por lo
que recibe el nombre de laberinto. Como
sobre las cavidades Oseas existe un
recubrimiento celular, se distingue un
laberinto 6seo y otro membranoso. Este
ultimo encierra en si un conjunto de liquidos
que conocemos genéricamente como linfa.

La porcién anterior de este laberinto
es la céclea, en cuyo interior se encuentra el
receptor auditivo. La cdclea consiste en una
estructura tubular enrollada alrededor de un
eje central denominado modiolo (Valsalva,
1707).  Dependiendo de la especie, la
longitud de la céclea varia, formando un
nimero diferente de espiras. En la rata se
pueden distinguir tres espiras: basal, media y
apical. Por otro lado, y en relacién al
modiolo, hablamos de una zona medial de la
coclea, que es la més préxima al mismo y de
una zona lateral que es la més externa (Fig.
2).

Esta demostrada la organizacion
tonotopica de la coéclea. Cuando la onda
sonora alcanza la coclea, su altura
(amplitud) crece hasta un maximo y luego
desciende rapidamente. La distancia desde
el estribo hasta el punto méximo de amplitud
varia con las frecuencias de las vibraciones
que inician la onda: los sonidos agudos
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generan ondas que alcanzan su mdximo
cerca de la base de la coclea, en cambio, los
sonidos graves generan ondas con el
maximo cerca del dpex.

En un corte paramodiolar (Fig. 2) se
observa que la estructura tubular de la céclea
estdé a su vez dividida en tres
compartimentos: rampa o conducto
vestibular, rampa coclear y rampa
timpanica. La rampa vestibular y la
timpdnica estan comunicadas en la parte mas
apical a través de una apertura denominada
helicotrema. La escala vestibular tiene una
apertura membranosa, denominada ventana
oval, donde se transmiten las vibraciones del
estribo. La liberacién de la presion dentro
de la cdclea se realiza a través de la ventana
redonda, situada en la escala timpanica.

El conducto coclear posee una base
formada por la membrana basilar (que lo
separa de la rampa timpdnica), la parte
interna la constituye la lamina espiral ésea
y la parte externa el ligamiento espiral. El
limite superior lo constituye la membrana
de Reissner, que lo separa de la rampa
vestibular. La membrana basilar es flexible,
y facilmente deprimida hacia la escala
timpdnica por los maximos de las ondas
sonoras de la escala vestibular. Es decir, los
sonidos producen distorsién en la membrana
basilar, y el sitio donde la distorsion es
maxima estd determinado por la frecuencia
de la onda sonora.

Descripcion morfolégica del 6rgano de
Corti

Localizado sobre la membrana
basilar y en parte sobre la ldmina espiral
Osea se encuentra el receptor auditivo, el
organo de Corti (Corti, 1851) (Fig. 3). Es
un epitelio en el que podemos distinguir tres
tipos de células: células sensoriales, de
soporte y de revestimiento. Existen dos
tipos de células sensoriales; las células
ciliadas internas (CCI) y las células
ciliadas externas (CCE), que describiremos
mds adelante. Las células de soporte
comprenden las células de los pilares
internos y externos y las células falangicas
internas y externas. Las células de
revestimiento se encargan de tapizar el resto
de la escala media a nivel del 6rgano de
Corti.

Las células de los pilares se
encuentran limitando un canal que se
extiende a lo largo de toda la longitud del

6rgano de Corti, el tinel interno o de
Corti. Los cuerpos de las células de los
pilares estdn separados por hendiduras, a
través de las cuales el tinel se comunica con
otras cavidades del 6rgano de Corti, los
espacios de Nuel.

Los dos tipos de células sensoriales
se diferencian por su localizacidn,
morfologia, inervacién y funcién. Asi, las
CCI, se encuentran en la cara interna del
tinel de Corti y se disponen en una hilera a
lo largo de la céclea. Las CCE, se disponen
en tres hileras y estdn situadas en la cara
externa del tinel de Corti.

Las CCI son relativamente cortas, su
superficie esta provista de estereocilios que
se hallan dispuestos en la superficie celular
en forma de U abierta. Por el contrario, las
CCE son mas largas, se sostienen sobre los
vértices de las células falangicas externas y
sus estereocilios forman una W y, ademads,
poseen mads hileras de estereocilios que las
CCIL

La superficie superior de las células
sensoriales y de soporte se encuentran
unidas formando la lamina reticular, que
mantiene rigida la parte superior de las
células ciliadas.

Situada sobre el 6rgano de Corti
existe una matriz extracelular denominada
membrana tectoria. La relacién entre los
estereocilios de las células ciliadas y la
membrana tectoria es una cuestion que
suscita controversias. Mientras que existe
un acuerdo general sobre la relacién, bien
establecida, entre los estereocilios de las
células ciliadas externas y la membrana
tectoria (Engstrom y Engstrom, 1978), no
ocurre lo mismo con las células ciliadas
internas, que no estdn en contacto, al menos
estructuralmente, con la membrana tectoria
en reposo, aunque si lo pueden estar durante
los movimientos ondulatorios de la
membrana basilar (Davis, 1958; Furness y
Hackney, 1985). Durante el desarrollo si
estdn en contacto, pero a partir del dia 14
postnatal se produce la separacién (Rueda et
al,, 1996). Cuando la membrana basilar
sufre un desplazamiento hacia arriba, el
movimiento de la membrana tectoria en
relacién a la ldmina reticular dobla los cilios
alejandolos de la cara modiolar, debido a la
accion de los puentes interciliares apicales,
se abren los canales i6nicos en la membrana
del receptor, permitiendo un flujo de
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corriente (iones K*) hacia el interior de la
célula. Por el contrario, un desplazamiento
hacia abajo de la membrana basilar causa la
flexion de los estereocilios en direccién
opuesta, mitigando, en parte, la tensién de la
membrana del receptor y reduciendo la
corriente del mismo (Hudspeth y Jacobs,
1979). Los potenciales receptores modulan
la entrada de Ca™ a través de canales de
calcio dependientes de voltaje localizados en
el extremo basal de la célula ciliada y, por
consiguiente, la liberacién del neuro-
transmisor.

El liquido que contiene el laberinto
membranoso (linfa), puede ser de dos tipos:
por un lado la escala timpanica y la
vestibular contienen perilinfa (Breschet,
1836), la cual tiene una baja concentracién
de potasio y alta concentracién sodio,
similar al fluido extracelular. Este liquido
bafia también la superficie de las células
ciliadas y de soporte, por debajo de la
ldmina reticular. La escala media estd
ocupada por endolinfa, la cual contiene altas
concentraciones de potasio y bajas
concentraciones de sodio, de modo similar a
un fluido intracelular. Asi, existe una
diferencia de potencial entre las superficies
superior e inferior de la lamina reticular.
Esto es de gran importancia para el proceso
de transduccién en las células ciliadas. En
reposo, existe una diferencia de potencial
mantenida de 80 mV entre la endolinfa y la
perilinfa, denominado potencial endococlear.
Desarrollo del érgano de Corti y su
inervacién aferente

La céclea se desarrolla a partir del
primordio ético como un engrosamiento del
ectodermo (placoda otica), a ambos lados
del romboencéfalo (Pearson et al., 1973;
Van de Water y Ruben 1976; Van de Water,
1983; Anson et al., 1991). Cada placoda se
invagina y forma una vesicula ética u
otocisto. De la porcién ventral de dicho
otocisto se origina el conducto coclear. El
organo de Corti se desarrolla a partir de unas
células epiteliales engrosadas del conducto
coclear (Kolliker, 1963). Este éarea
engrosada estd formada por dos monticulos
de células columnares: la cresta epitelial
mayor y la cresta epitelial menor (Held,
1926; Retzius, 1984). De la primera
agrupacion celular se originan las CCI y de
la segunda agrupacioén las CCE (Eggston y
Wolff, 1947; Lim y Anniko, 1985).

El desarrollo del érgano de Corti se
produce de una forma heterogénea tanto
espacial como temporal. Asi, estd
generalmente aceptado que la maduracién
del 6rgano de Corti empieza en la base de la
coclea y continda hacia la porcién apical
(Bast 'y Anson, 1949; Weilbel, 1957;
Retzius, 1981; Lim y Anniko, 1985; Lim y
Rueda, 1992). Ademads, no todas las
estructuras maduran al mismo tiempo:
algunas estdn totalmente maduras para
cuando comienza la funcion auditiva (hacia
el dia 10-12 después del nacimiento) y otras
contindan la maduracién hasta algunos dias
después (Roth y Bruns, 1992). En este
sentido existe también una gran variabilidad
interespecifica.

La diferenciacion del epitelio
coclear empieza hacia el dia 12.5 de
gestacion en ratén (Lim y Anniko, 1985).
Para el dia 16 embrionario de ratdon, el
primordio del érgano de Corti estd formado
por un grupo de células denominado érgano
de Kolliker. En este estadio se pueden
distinguir en la porcion mds basal de la
céclea tres hileras de CCE y una de CCI. En
el momento del nacimiento, el 6rgano de
Corti es todavia inmaduro. Hacia el dia 4
después del nacimiento, el receptor auditivo
sigue siendo inmaduro, aunque se pueden
distinguir los diferentes tipos celulares. La
membrana tectoria estd todavia unida a la
superficie del epitelio. Hasta el dia 8
postnatal se producen pocos cambios
morfolégicos. Los cambios mds notables se
producen entre los dias postnatales 8 y 12.
Para esta fecha estdin completamente
abiertos todos los espacios extracelulares, la
membrana tectoria estd despegada del
epitelio sensorial y se observa una
incorporacion de filamentos dentro de la
membrana basilar. A partir de aqui hasta el
dia postnatal 24 los cambios que continian
produciéndose son: aumento de la altura y
del area del 6rgano de Corti, incremento de
la longitud y anchura de la membrana basilar
e incremento también del &drea de la
membrana tectoria (Lim y Rueda, 1992;
Roth y Bruns, 1992).

La mayor parte de la neurogénesis
del ganglio espiral tiene lugar entre los dias
12 y 14 embrionarios (Ruben, 1967), aunque
datos recientes en raton muestran que para el
dia 14 embrionario ya se pueden ver algunas
fibras contactando con las CCI y que en el
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dia 18.5 embrionario algunas fibras han
alcanzado las CCE, excepto en la parte més
apical (Bruce et al., 1997). EI final de la
maduracién de este sistema acontece
postnatalmente.  Echteler (1992) en un
estudio in vitro marcando con HRP las
neuronas aferentes, observé que, en el
nacimiento, la mayoria de las neuronas del
ganglio muestran ramificaciones que inervan
tanto las CCI como las CCE. Durante los
siguientes seis dias los contactos que
realizan estas neuronas quedan confinados
bien a las CCI o a las CCE. Esta
segregacion neuronal tiene lugar mediante la
eliminacién de conexiones inapropiadas.
Idénticos resultados obtuvo Simmons (1994)
en hamster, utilizando igualmente técnicas
de marcaje retrégrado in vitro. La primera
cuantificacién que se realizé de las neuronas
del ganglio espiral fue en pollo (Ard y
Morest, 1984), y se encontr6 una pérdida de
un 25% de las neuronas durante el
desarrollo, entre los dias embrionarios 8 y
14. Posteriormente se realizd un estudio
similar en rata (Rueda et al., 1987), en el
cual se demostré una pérdida del 22% de las
neuronas en el dia 6 postnatal. Esta muerte
neural coincide con la llegada de las fibras
eferentes que van a inervar las CCE,
sugiriendo una pérdida de fibras aferentes
por competicion con las eferentes.

VIA AUDITIVA ASCENDENTE

La via auditiva de los mamiferos
consta de seis eslabones fundamentales.
Estas interrupciones de la via a distintos
niveles no sélo sirven como estaciones de
relevo de la informacién auditiva, sino que
cada una de ellas parece tener una funcién
concreta en la transmision e integracién de
la informacién auditiva, asi como en la
interaccion de ésta con informacion de otros
sistemas. Una de las caracteristicas de esta
via es que cada uno de estos eslabones
ejerce su influencia sobre el inmediatamente
inferior.

Los elementos que componen esta
via son los siguientes, ordenados en
direccion ascendente, desde los nucleos
cocleares a la corteza cerebral (ver Fig. 4):

Nucleos cocleares

El complejo coclear estd formado

por los niucleos dorsal y ventral. Las fibras
del nervio coclear llegan a la divisién ventral
de este nicleo y la dividen en dos porciones
(Ryugo, 1992), una anterior (anteroventral)
y otra posterior (posteroventral). Cada una
de las tres divisiones es inervada por todas
las fibras del nervio coclear, que se disponen
siguiendo un orden cocleotépico (Rose et
al., 1959). Esta disposicién representa la
base para la ordenacién tonotdpica de este
sistema (Lorente de No, 1933; Osen, 1988;
Rhode y Greenberg, 1992). Las fibras que
provienen de la parte basal del 6rgano de
Corti (altas frecuencias) se disponen
dorsalmente, mientras que las que provienen
de la parte apical (bajas frecuencias) se
disponen ventralmente (Rose et al., 1959).
Los nicleos cocleares constituyen la entrada
de la informacién auditiva a la via auditiva
central, ademds de establecer los patrones
basicos de actividad, como el temporal
(Cant, 1992).
Complejo olivar superior

Se encuentra localizado en el cuerpo
trapezoide.  Se divide en tres nucleos
principales: el nucleo lateral de la oliva
superior, el medial, el nicleo medial del
cuerpo trapezoide y varias regiones
periolivares (Moore y Moore, 1971). En la
rata existe un cuarto nucleo, el nicleo
paraolivar superior, situado en la parte
dorsomedial del complejo (Harrison y
Feldman, 1970; Osen et al., 1984; Paxinos y
Watson 1998; Kulesza y Berrebi, 2000;
Saldafia y Berrebi, 2000). EI complejo
olivar superior es el primer lugar de la via
auditiva donde confluye la informacién
auditiva de los dos oidos. En estos nicleos
se produce la integracion de la informacion
monoaural que proviene de los nicleos
cocleares y la convierte en sefiales
binaurales (Schwartz, 1992). Estos niucleos
contribuyen a codificar sefiales importantes
para la localizacién espacial del sonido.
Esto lo realizan mediante la diferencia
interaural de tiempo, codificada en la oliva
superior medial (Yin y Chan, 1990) y Ia
diferencia interaural de intensidad cuyo
codigo se genera en la oliva superior lateral
(Schwartz, 1992).

Niicleos del lemnisco lateral

Se puede dividir en dos nicleos: uno
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dorsal y otro ventral (Berman, 1968). El
ndcleo  ventral  recibe  informacién
monoaural del nudcleo coclear ventral
contralateral. Las propiedades fisioldgicas
de este nucleo sugieren que sus células
podrian estar implicadas en la deteccién con
precision del comienzo y final de los
sonidos. EI nicleo dorsal recibe aferencias
de practicamente todos los niicleos auditivos
inferiores. Sus neuronas tienen sensibilidad
binaural. El lemnisco lateral no es una
estacion de relevo obligatoria.  Se ha
comprobado que muchas proyecciones de
los nucleos cocleares o del complejo olivar
superior van directamente al coliculo
inferior sin pasar por los nicleos del
lemnisco lateral (Glendenning y Masterton,
1983; Oliver, 1984).
Coliculo inferior

Estd compuesto por un nicleo
central rodeado por regiones mal definidas
denominadas cortezas. El nicleo central es
el lugar de convergencia obligada para toda
la informacién auditiva procedente de las
vias ascendente y descendente (Moore y
Goldberg, 1963 y 1966; Goldberg y Moore,
1967; Casseday et al., 1976; Aitkin y
Phillips, 1984). Posee una estructura
laminar caracteristica y se ha propuesto que
las laminas constituyen la base de la
organizacion tonotdépica del nicleo central:
las situadas dorsolateralmente procesan
sonidos de frecuencias bajas, mientras que
las ventrolaterales sonidos de frecuencias
altas (Aitkin, 1986). Las cortezas reciben
informacién auditiva del nidcleo central e
integran informacion auditiva con la de otras
modalidades sensoriales, tales como la tactil
y la visual. En estos niicleos se producen los
procesos de integracion multisensorial.

Cuerpo geniculado medial

Se pueden distinguir tres
subdivisiones: ventral, dorsal y medial
(Morest, 1964). La divisién ventral posee
una estructura laminar que mantiene la
organizacion tonotopica del coliculo inferior
(Imig y Morel, 1984). Sus proyecciones
eferentes inervan la regién primaria de la
corteza cerebral auditiva (Winer 1992). Las
divisiones dorsal y medial carecen de
estructura tonotdpica y se consideran
regiones de convergencia polimodal. Sus

proyecciones eferentes llegan de forma
difusa a las dreas de asociacién unimodal y
polimodal. En la via desde el coliculo
inferior hasta el cuerpo geniculado medial se
produce una segregacién de la via auditiva.
Existe un eje central que parte del nicleo
central del coliculo y llega a la division
ventral del geniculado medial (Calford y
Aitkin, 1983) vy transmite informacién
puramente auditiva. Por otro lado hay un eje
periférico o difuso que va desde las cortezas
del coliculo hasta las divisiones dorsal y
medial del geniculado medial (Calford y
Aitkin, 1983). Esta ultima via estaria
relacionada con la integracion de
informaciéon de distintas modalidades
sensoriales con la auditiva. Las
proyecciones del tilamo no son sélo hacia la
corteza (siguiente paso de la via) (Niimi y
Matsuokas, 1979; Winer y Morest, 1983;
Bowman y Olson, 1988a y b) sino que,
ademds, proyecta a otras estructuras
subcorticales tales como el caudado (Macchi
et al., 1984; Takada et al., 1985) o la
amigdala (Ottersen y Ben-Ari, 1979; Yasui
et al., 1987).
Corteza cerebral auditiva

Representa la dltima estacién de la
via auditiva ascendente y es donde se
produce el mas alto nivel de integracion de
la informacidn auditiva.

Este procesamiento de la
informacién auditiva en virtud del cual la
informacién auditiva fluye secuencialmente
a través de los nucleos cocleares, complejo
olivar superior, niicleos del lemnisco lateral,
coliculo inferior, cuerpo geniculado medial
y corteza cerebral auditiva, se conoce con el
nombre de procesamiento secuencial o
jerarquico. Ademas, el sistema auditivo
también realiza un procesamiento paralelo
de aspectos diferentes de la informacién
auditiva. Existen circuitos que separan la
informacién sobre sefiales de diferencia
interaural de tiempo y de intensidad,
necesarias para la localizacién del sonido.
Esta informacién asciende en paralelo hacia
la corteza auditiva, donde se procesan
pardmetros tales como el tiempo, la
intensidad y la frecuencia del sonido. La
diversidad de dreas corticales auditivas
refleja la complejidad de la percepcion de
sonidos complejos.
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LA CORTEZA CEREBRAL EN EL
SISTEMA AUDITIVO

La corteza cerebral auditiva es una
estructura cuya organizacién neuronal y su
alto grado de ordenacién local estd muy
conservada desde los insectivoros hasta los
primates, a pesar de las grandes diferencias
que separan a estas especies en la escala
evolutiva (Winer, 1992). Al igual que en
otras modalidades sensoriales, dentro del
sistema auditivo, la corteza representa el
nivel méis alto de integracion de la
informacién acustica que asciende desde
ndcleos inferiores. A su vez, la corteza
envia importantes proyecciones
descendentes que modulan el funciona-
miento de distintas estructuras subcorticales
(piamond, 1983).

Areas que componen la corteza auditiva

Los primeros estudios de
parcelacion de la corteza cerebral fueron
realizados por Brodmann en 1909. Desde
entonces se ha estado trabajando para
determinar el nimero, la localizacién y las
funciones de las distintas &dreas. Una
comprension mas completa de la subdivisién
funcional de la corteza cerebral evoluciond a
partir de la mejora de las técnicas
electrofisiolégicas 'y de trazado de
conexiones nerviosas. En la actualidad se
siguen identificando nuevos territorios
corticales.

En la rata se han propuesto varios
mapas de parcelacién cortical (Krieg, 1946
a, b; 1947; Paterson, 1976; Ryugo, 1976;
Cipollini y Peter, 1979; Zilles y Wree,
1985). No obstante, los diferentes datos
aportados son dificilmente comparables
debido a la escasez de marcas anatémicas
existentes en la superficie de la corteza
cerebral de la rata.

Recientemente, se ha introducido un
nuevo mapa de parcelacion cortical,
propuesto por Zilles y colaboradores (Zilles
et al., 1980; Zilles y Wree, 1985). Y
seguido por Schober (1986), Roger y
Arnault (1989), Arnault y Roger (1990),
Herbert et al (1991), Romanski y LeDoux
(1993a, b). Segun estos autores, la regién
temporal del isocdrtex de rata se subdivide
en tres dreas: un drea auditiva primaria (Tel)
y dos secundarias (Te2 y Te3), homdlogas a
las 4dreas 41, 36 y 20 de Krieg (1946),
respectivamente.

La delimitacion de las mismas se ha
realizado sobre 1la base de criterios
morfoldgicos y electrofisioldgicos.

Los criterios morfolégicos se han
basado en estudios cito- y
mieloarquitectonicos (Krieg, 1946; Zilles,
1985; Zilles y Wree, 1985; Roger y Arnault,
1989), y en estudios de conectividad
(Herbert et al., 1991).

Segun el modelo de Zilles y Wree
(1985), Tel se encuentra bordeada en su
polo caudal por la parte lateral del &rea
visual secundaria y en su polo rostral por el
drea somatosensorial parietal primaria (Oc2
y Parl, respectivamente; Paxinos y Watson,

1986). Tel se encuentra delimitada
ventrocaudalmente por Te2 y
rostroventralmente por Te3. Tel se

considera el drea auditiva primaria (Zilles y
Wree, 1985) y otros autores han propuesto
una clasificacién funcional de Tel, la cual se
corresponderia con partes de las dreas
corticales 41 y 39 de Krieg. Tel puede
subdividirse basdndose en sus conexiones
cortico-coliculares (Herbert et al., 1991), en
una zona anterior, una media y una
posterior. Estudios electrofisiolgicos
recientes sugieren que el drea auditiva
primaria Tel, se encuentra dividida en tres
regiones, Al, una regién anterior (A) y una
posterior  (P). La organizacion de
frecuencias en la corteza temporal de la rata
revelan que tanto Al como la regién
posterior se encuentran  organizadas
tonotépicamente (Doron et al., 2002).
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Basidndose en criterios electro-
fisioldgicos, Sally y Kelly (1988) describen
un 4drea auditiva primaria organizada
tonotépicamente, que se corresponde con
Tel. Las altas frecuencias se localizan
rostralmente y las bajas caudalmente. Las
bandas de isofrecuencia se alinean siguiendo
un eje dorsoventral. Dorsal y ventralmente
al drea auditiva primaria se localizarian unas
zonas con periodos de latencia mas largos y
peor sintonizadas a frecuencias precisas.

Te2 y Te3 constituyen la corteza
auditiva secundaria (Arnault y Roger, 1990).
Te2 se corresponde con partes de las areas
36 y 20 de Krieg, y Te3 con partes de las
areas 20 y 14. Sin embargo, en un estudio
reciente basado en las proyecciones entre
dichas dareas, se cuestiona si Te2 es
actualmente parte del sistema auditivo o si
se encuentra relacionado con la via visual
(Shi y Cassel, 1997).

En el atlas estereotdxico de Swanson
(1992), Paxinos y Watson (1998), y Paxinos
y colaboradores (1999b), la corteza auditiva
se divide en la corteza auditiva primaria
(Tel), y en un cinturén que la rodea dorsal,
caudal y ventralmente. Esta regién se
corresponde con las dreas auditivas
secundarias que se denominan corteza
auditiva secundaria ventral y corteza
auditiva secundaria dorsal.

Aunque este modelo difiere
significativamente del modelo propuesto por
Zilles y colaboradores, en el presente estudio
nos hemos basado en el modelo de
parcelaciéon de la corteza cerebral auditiva
propuesto por Zilles y Wree (1985), por ser
el mas ampliamente aceptado y utilizado por
otros autores.

Citoarquitectura

Games y Winer (1988), usando la
técnica de tincion de Nissl y los métodos de
Golgi, han analizado la arquitectura del drea
Tel y han descrito seis capas en la corteza
auditiva de la rata con sus principales tipos
neuronales.

La capa I se extiende unas 110 wm
bajo la superficie pial, representa un 10%
del espesor total de la corteza (aprox. 1100
wm), y contiene neuronas de Cajal-Retzius
dispersas.

La capa II tiene un espesor de unas
132 wm, lo que representa un 12% del
espesor cortical total. Contiene pequefias
neuronas polimorficas densamente

empaquetadas. El limite entre las capas II-
IIT es dificil de establecer, aunque en €l se
observan neuronas de mayor tamafio y una
ligera disminucién del empaquetamiento
celular.

La capa III tiene un espesor de 143
wm, lo que representa un 13% del espesor
cortical total. Se caracteriza por la
heterogeneidad de la forma de sus células,
asi como en la orientacién y formas de sus
arboles axoénicos y dentriticos. Contiene
neuronas piramidales y de axén local, como
las neuronas en cesto y las de candelabro.

La capa IV tiene un espesor de 110
wm, lo que representa un 10% del espesor
cortical total. Fundamentalmente, contiene
neuronas estrelladas espinosas de pequefio
tamaiio, distinguiéndose de las neuronas de
capa Il y V, las cuales son mucho mayores.
También contiene neuronas de axén local
como las neuronas bipolares y las de doble
penacho.

La capa V tiene un espesor de unas
275 um, lo que representa un 25% del
espesor cortical total. Se diferencia de la
capa IV por un sensible aumento del tamafio
de las células y una disminucién de la
densidad neuronal. Las grandes neuronas
piramidales de esta capa son mds numerosas
en la subcapa mas profunda. Las neuronas
de ax6n local tipicas de esta capa, como en
capa III, son las neuronas en cesto y las de
candelabro.

La capa VI tiene un espesor de unas
330 pm, lo que representa un 30% del
espesor cortical total. Contiene neuronas
muy empaquetadas de contorno aplanado.
Se observan tanto neuronas piramidales
como no piramidales. Las neuronas no
piramidales de ax6n local mas caracteristicas
de esta capa son las neuronas de Martinotti
de ax6n ascendente.

En funcién de su citoarquitectura,
Tel se caracteriza por una diferenciacién
relativamente especifica entre las capas. En
ella, la capa IV presenta una alta densidad
celular y es més ancha que en Te2 y Te3,
mientras que la capa V posee células
piramidales dispersas. En Te2, los limites
entre las capas son muy poco nitidos. Te3
exhibe el menor espesor cortical y las capas
se identifican mejor que en Te2 (Roger y
Arnault, 1989).
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Conexiones de las distintas areas
corticales

Todas las dreas corticales auditivas
reciben y envian conexiones neuronales
desde y hacia otras regiones del sistema
nervioso central (Paula-Barbosa et al., 1975,
Winer et al., 1977; Reinoso-Suarez, 1985;
Morel e Imig, 1987). Sin embargo, el
conocimiento de las conexiones de la
corteza auditiva es muy limitado, en especial
si lo comparamos con otras modalidades
sensoriales como la visual o la
somatosensorial.

Las conexiones mejor conocidas de
la corteza cerebral auditiva son las que ésta
establece con otras partes del sistema
auditivo propiamente dicho.

Conexiones con el talamo

El tdlamo es una estructura cerebral
clave, ya que vehicula la informacién
sensorial a las dreas sensoriales primarias de
la corteza. Ademds, provee de informacién
sobre el desarrollo del movimiento a las
dreas corticales motoras.

El cuerpo geniculado medial es una
estacion de relevo de la informacion auditiva
que proviene de los nicleos del
troncoencéfalo y el coliculo inferior y que se
dirige hacia la corteza cerebral (Diamond,
1983). Representa el principal centro
auditivo del tdlamo y es la dltima estacion
de relevo que procesa la informacién
auditiva antes de que llegue a la corteza
cerebral auditiva. Estd compuesto por un
conjunto de nicleos que se diferencian tanto
en estructura como en conexiones. Estos
pueden ser agrupados en tres subdivisiones:
ventral, dorsal y medial (LeDoux et al.,
1985, 1987; Winer y Larue, 1987; Glerici y
Coleman, 1990; Glerici et al., 1990).

La distribuciéon de las conexiones
cortico-talamicas varia en las distintas
subdivisiones del cuerpo geniculado medial.
La corteza auditiva presenta una conexion
reciproca con el tdlamo auditivo, aunque en
el caso de la rata la reciprocidad no es
absoluta (Winer y Laure, 1987).

La division ventral del cuerpo
geniculado medial (NMGv), presenta tres
subdivisiones con diferentes patrones
laminares, el ndcleo ventral, el nudcleo
ovoide y la zona marginal (Clerici et al.,
1990; Winer et al., 1999b). El NMGv esta

reciprocamente conectado con drea auditiva
primaria Tel, a la cual envia aferencias
organizadas tonotépicamente (Scheel, 1988;
Roger y Arnault, 1989). Las zonas mas
dorsales de Tel reciben aferencias de las
zonas mas rostrales de NGMv, mientras que
las més ventrales lo hacen de las mas
caudales. Esta organizacién topogréfica
pone de manifiesto la organizacién
tonotdpica ya que se identifican tonos de alta
y baja frecuencia con una representacién
rostrocaudal en Tel (Sally y Kelly, 1988).
El CGMv también envia proyecciones al
area de asociacion (Te3), en un estudio
detallado Arnault y Roger, 1990 concluyen
que la zona més caudal del CGMv proyecta
a Te3. Las aferencias taldmicas que
provienen del nicleo ventral del cuerpo
geniculado medial terminan principalmente
sobre las neuronas de las capas corticales
IIb- IV (Vaugan, 1983; Scheel, 1988).

La division dorsal del cuerpo
geniculado medial (NGMd), presenta un
mosaico de cinco regiones o subntcleos: El
dorsal superficial, el dorsal, el dorsal
profundo, el suprageniculado y el
ventrolateral (LeDoux et al., 1987; Clereci y
Coleman, 1990; Clerici et al., 1990; Winer
et al., 1999b). El NGMd proyecta a las
dreas auditivas secundarias (Te2 y Te3)
(Arnault y Roger, 1990; Clereci y Coleman,
1990; Winer et al., 1999¢c). Sin embargo, la
informacién que se tiene acerca de estas
conexiones es todavia muy limitada. La
terminacién laminar de las proyecciones
tdlamo-corticales desde el nicleo dorsal del
cuerpo geniculado medial no ha sido
determinada todavia en rata (Kimura et al.,
2003).

La division medial del cuerpo
geniculado medial (NGMm,) proyecta a
todas las dreas de la corteza cerebral
auditiva, pero principalmente a Te2 y Te3 y
a otras regiones no auditivas (Winer, 1985;
Roger y Arnault, 1989; Clereci et al., 1990;
Clereci y Coleman, 1990; Arnault y Roger,
1990; Winer et al., 1999c). La proyeccion
talamo-cortical termina preferentemente en
las capas corticales I y VI (Ryugo vy
Killackey, 1974; Patterson, 1976; Vaughan,
1983).

Basandose en sus caracteristicas
citoarquitecténicas y conectivas se ha
especulado con la idea de que el NGMyv
estaria implicado en la funcién auditiva
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pura, el NGMd estaria relacionado con la
atencién acustica, mientras que el NGMm
seria un integrador multisensorial (Winer,
1985).

Conexiones cortico-corticales:

ipsilaterales y contralaterales

Los primeros datos relacionados con
las  conexiones  cortico-corticales — se
obtuvieron mediante métodos de
degeneracién de fibras, pero en el caso de la
rata la identificacion de las conexiones
cortico-corticales s6lo fue posible a partir de
la utilizacién de técnicas mds sensibles de
trazado retrogrado y anterégrado. Estas
técnicas permitieron un estudio mas
especifico, sin embargo todavia no se
conoce una descripciéon detallada de las
conexiones inter- o intrahemisféricas en la
corteza cerebral auditiva de la rata.

El patrén de conexiones cortico-
corticales varia de una especie a otra,
aunque la organizacién de las conexiones
cortico-corticales en el adulto presenta una
serie de caracteristicas comunes. En primer
lugar, cada 4rea recibe y proyecta a una
region especifica y restringida de otras areas.
Estas conexiones difieren en su densidad.

En segundo lugar, las conexiones
son "punto a punto": pequefias zonas dentro
de dos dreas se encuentran conectadas de
forma selectiva y ordenada. En tercer lugar,
dentro de un 4rea, algunas capas dan origen
a axones cortico-corticales y otras capas
proyectan a d4reas distintas (Keller y
Innocenti., 1981; Segraves y Rosenquist.,
1982). Por dltimo, dentro de una capa
existen neuronas que proyectan a dreas
distintas, y otras neuronas que envian axones
a mas de un drea (Graziosi et al.,, 1982;
Schwartz y Goldman-Rakic, 1982; Segraves
e Innocenti, 1982).

Conexiones cortico-corticales
contralaterales. Las fibras callosas
constituyen un sistema de fibras importante,
el cual interconecta dreas homotipicas y
heterotipicas de las cortezas auditivas
derecha e izquierda (Riittgers et al., 1990).
Las conexiones son  principalmente
homotipicas, es decir, se originan en la
misma drea del hemisferio opuesto (Wise y
Jones, 1976; Miller y Vogt, 1984).

Las conexiones entre el drea auditiva

primaria (Tel) y su corteza homotipica
contralateral son reciprocas. Las neuronas
comisurales de las areas Tel y Te2 ocupan
la totalidad de la corteza auditiva
contralateral y su distribucién es homogénea
(Riittgers et al., 1990).

Las conexiones interhemisféricas se
originan en las capas IIl y V de la corteza
contralateral y terminan preferentemente en
las capas I a III, V y VI (Cipolloni y Peters,
1983).

Los terminales de las neuronas de
proyeccién comisural en la corteza cerebral
auditiva de la rata se concentran en parches.
Los parches callosos forman una serie de
bandas con orientacién dorsoventral.

Las  conexiones callosas  se
establecen fundamentalmente entre regiones
que poseen la misma representacion de
frecuencias (Imig et al., 1982; Rouiller et al.,
1991), este circuito se origina y termina,
principalmente, en regiones en que las
neuronas muestran efectos de sumacién a la
estimulacion binaural, o bandas EE (Imig y
Brugge, 1978).

Conexiones cortico-corticales
ipsilaterales. En la corteza auditiva de la
rata se han descrito conexiones ipsilaterales
entre las dreas auditivas Tel, Te2 y Te3. En
concreto, Tel proyecta a otras porciones de
Tel y Te3 tanto ipsi- como
contralateralmente.  Las proyecciones de
Tel en Te3 terminan en todas las capas
incluidas la capa IV, mientras que las
conexiones reciprocas fueron mayores en
capa I y no aparecieron en capa IV (Coogan
y Burkhalter, 1990, 1993). Estos resultados
sugieren que Tel y Te3 estdn ordenados
jerarquicamente. La relacion entre las areas
es idéntica a la encontrada en otros sistemas
sensoriales (Van Essen y Maunsell, 1983;
Coogan y Burkhalter, 1990, 1993).

Tel y Te3 también proyectan a la
parte rostrodorsal de Te2. Algunos autores
han encontrado conexiones reciprocas entre
Te2 y la corteza auditiva Tel y Te3 (Arnault
y Roger, 1990; Romanski y Le Doux,
1993b).

ORGANIZACION FUNCIONAL DE
LA CORTEZA AUDITIVA

En la corteza cerebral auditiva las
neuronas se encuentran sintonizadas para
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determinadas propiedades de los estimulos
sonoros, y en ella existe una ordenacién
espacial de las frecuencias caracteristicas y
de la anchura de banda excitatoria de los
campos receptores auditivos. Asi, se ha
demostrado que existe una representacion
cocleotopica estricta a lo largo del eje
rostrocaudal de la superficie cortical, en mas
de un campo auditivo en cada hemisferio, en
rata (Sally y Kelly, 1988) y gato (Reale e
Imig, 1980). En el eje de la superficie
cortical ortogonal al del gradiente de
frecuencias no se observan cambios en las
frecuencias  caracteristicas, es  decir,
neuronas que responden a frecuencias
sonoras muy similares se encuentran
ordenadas a lo largo de “contornos de
isofrecuencia” en la corteza auditiva que, en
la rata, corren en direccion dorsoventral. Sin
embargo, hay otros pardmetros de respuesta
que si varian a lo largo de este segundo eje,
entre los que se encuentran el tamafio de los
campos receptores, que aumentan en
paralelo a la disminucion de la densidad de
neuronas GABAérgicas (Prieto et al., 1994a,
b), o la preferencia de las neuronas a la
estimulacién de uno u otro oido. Se ha
demostrado, de hecho, que cada banda de
isofrecuencia en la corteza auditiva primaria
consiste en grupos alternos de neuronas con
interacciones aurales distintas, excitatorias e
inhibitorias (ver la revision de Schreiner,
1995).

Desde el punto de  vista
electrofisiolégico se han registrado tres tipos
de unidades en la corteza cerebral auditiva:
(i) aquellas que responden a la estimulacién
del oido contralateral, pero son inhibidas por
la estimulacion del ipsilateral (EI:
excitacién/inhibicién) y que son las mas
numerosas; (ii) las que son excitadas por la
estimulacién de uno u otro oido, presentando
fenémenos de sumacién cuando dicha
estimulacién es bilateral (EE:
excitacidn/excitacién) y, por ultimo, (iii)
neuronas que responden a la estimulacion de
solo un oido, pero la estimulacién del
contralateral no produce la inhibicién de las
mismas (MO: monoaurales), que son muy
poco frecuentes (Imig y Adrian, 1977; Kelly
y Sally, 1988). Estos hallazgos han
planteado la posibilidad de que la corteza
auditiva primaria pudiera contener una
representacién sistemdtica, o mapa, del
espacio sonoro, hipdtesis que se ha visto

apoyada por los resultados de experimentos
de lesiones corticales que han demostrado la
importancia de la corteza auditiva primaria
para la localizacién espacial de la fuente del
sonido (Jenkins y Merzenich, 1984). Sin
embargo, existen evidencias de que, a lo
largo de un contorno de isofrecuencia, no
existe un mapa unico y sistemdtico del
acimut de la fuente sonora. Esto es debido a
que los dos tipos principales de respuestas
binaurales (EI y EE) se encuentran
agrupadas formando bandas alternas
(Middlebrooks et al., 1980). Debido a ello,
lo que existe en cada banda de isofrecuencia
es una representacion fragmentada del
espacio  acimutal  contralateral, con
gradientes locales ocasionales, y
discontinuidades entre grupos de neuronas
con preferencias acimutales similares
(Middlebrooks et al.,, 1980; Schreiner,
1995).

SEGREGACION DE AFERENCIAS
EN LA CORTEZA AUDITIVA

Experimentos de trazado de
conexiones nerviosas han probado que las
bandas EI y EE poseen aferencias
notablemente distintas. En concreto, en las
primeras terminan, preferentemente, los
axones tdlamo-corticales (McMullen y de
Venecia, 1993), mientras que en las
segundas lo hacen los axones procedentes de
la corteza auditiva del hemisferio cerebral
contralateral, que viajan a través del cuerpo
calloso (Imig y Brugge, 1978). La
proyeccion tdlamo-cortical se origina en el
cuerpo  geniculado  medial, vehicula
informacién procedente en su mayor parte
del oido contralateral, y termina en las capas
corticales ITIb y IV (Vaughan, 1983; Scheel,
1988). Por el contrario, las conexiones
interhemisféricas se originan en las capas 111
y V de la corteza contralateral, llevan
informacion del oido ipsilateral a la corteza
registrada, y terminan preferentemente en
las capas I a I, V y VI (Cipolloni y Peters,
1983). De hecho, el sistema de conexiones
callosas que relaciona a la corteza auditiva
de cada hemisferio cortical con su homéloga
contralateral es particularmente robusto. En
este aspecto, la corteza auditiva se diferencia
claramente de otras cortezas sensoriales, ya
que en el caso de la visual, las conexiones
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callosas se originan y terminan en una
pequefia region, cercana al limite entre las
areas 17 'y 18, que corresponde
exclusivamente a la representacion del
meridiano vertical retiniano. Una situacién
semejante se da en la corteza
somatosensorial, en que las fibras callosas
ponen en relacion sélo aquellas regiones de
cada hemisferio en que se encuentran
representadas las zonas mds cercanas a la
linea media corporal (ver la revision de
Innocenti, 1986).

Estudios  previos  sobre  las
proyecciones callosas de la corteza auditiva
han demostrado que, tanto los campos
axoOnicos terminales, como las neuronas de
origen de los mismos, se encuentran
agregados formando grupos separados entre
si por zonas de marcaje mucho menos
intenso, que se encuentran ocupadas por
axones tdlamo-corticales (Zaborszky 'y
Wolff, 1982; Vaughan, 1983). En cortes
histolégicos paralelos a la superficie
cortical, los “parches” de intenso marcaje
forman bandas alargadas rostrocaudalmente,
perpendiculares a las  bandas de
isofrecuencia y, tal como se apuntaba
anteriormente, existen evidencias
experimentales de que las bandas callosas
corresponden a las bandas EE de interaccién
binaural definidas mediante métodos
electrofisiolégicos. Asi, las conexiones
callosas de la corteza auditiva seguirian dos
principios bésicos: en primer lugar, que las

conexiones callosas se establecen
fundamentalmente entre regiones que
poseen la misma representaciéon de

frecuencias (Imig et al., 1982; Rouiller et al.,
1991); en segundo, y especialmente
interesante desde el punto de vista funcional,
es el hecho de que este circuito se origina y
termina, fundamentalmente, en regiones en
que las neuronas muestran efectos de
sumacién a la estimulacién binaural, o
bandas EE (Imig y Brugge, 1978). Estas
conexiones constituirian, por tanto, la ultima
decusacion, y la de mayor nivel jerarquico
desde el punto de vista del procesamiento de
la informacién, de todas las que existen en el
sistema auditivo ascendente, y seria
fundamental en la localizacién del sonido
(Poirier et al.,, 1993, 1995). Esta
segregacion de aferencias y propiedades
funcionales convierte a la corteza cerebral
auditiva en un modelo idéneo para estudiar

en el desarrollo las interacciones entre
axones distintos en procedencia y funcién, y
el modo en que estas interacciones
contribuyen a la formacién del mapa
cortical.

DESARROLLO DEL SISTEMA DE
CONEXIONES CORTICALES
AUDITIVAS

El desarrollo de las conexiones de la
corteza cerebral es un proceso complejo,
modulado por numerosos factores, entre los
cuales juega un papel predominante el de la
actividad neural aferente. En el caso de la
rata, las neuronas de proyeccién callosa de
la corteza parietal se distribuyen de modo
distinto a lo largo del desarrollo: estas
células se encuentran distribuidas
homogéneamente entre los dias postnatales 0
y 6, a partir del cual el nimero de neuronas
que participan en estas conexiones va
disminuyendo en zonas discretas, de tal
modo que alrededor del dia postnatal 15
forman columnas separadas por zonas sin
células de proyeccion contralateral (Ivy y
Killackey, 1981). En el caso de la corteza
auditiva del gato recién nacido también se ha
observado que las neuronas de proyeccioén
callosa se encuentran, inicialmente,
dispersas de modo muy homogéneo
previamente al patréon segregado adulto
(Feng y Brugge, 1983). Este proceso parece
ser el resultado de la eliminaciéon de
colaterales axoénicas, mas que de un proceso
de muerte neuronal (O’Leary et al., 1981;
Feng y Brugge, 1983). No se conoce con
precisiéon cudl es el curso temporal del
establecimiento de las  propiedades
funcionales adultas de la corteza auditiva, en
cuanto a su capacidad de procesamiento
binaural, sin embargo, si se sabe que los
campos  corticales  auditivos  tienen
conexiones callosas de mayor extensioén en
el gato recién nacido que en el adulto,
encontrandose incluso proyecciones a la
corteza visual primaria (Innocenti y Clarke,
1984a). El patréon adulto de conexiones
callosas aparece, precisamente, tras la
eliminacion de los axones callosos
transitorios. El solapamiento de los cursos
temporales del establecimiento de las
conexiones callosas con otras aferencias
corticales apunta a que los axones callosos
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transitorios pueden interactuar criticamente
con las mismas para el establecimiento del
patrén adulto. En este sentido, existen datos
que apuntan a que las aferencias tdlamo-
corticales juegan un papel modulador en el
desarrollo postnatal de al menos algunos
aspectos de la distribuciéon de las
proyecciones cortico-corticales interhemis-
féricas (Innocenti y Clarke, 1984b), aunque
otros factores, por ejemplo hormonales, son
también decisivos para el establecimiento
del patrén de conexiones adulto (Berbel et
al., 1993; Lucio et al., 1997). Esta hipdtesis
es congruente con el patrén interdigitado
que las conexiones tidlamo-corticales y
comisurales presentan en la corteza auditiva
de la rata adulta.

EFECTOS DE LA DI*;PRIVACI()N
SENSORIAL PERIFERICA EN LA
VIA AUDITIVA

Se sabe que las distintas dreas que
componen la neocorteza sensorial exhiben
profundos cambios organizativos
(plasticidad), como resultado de la
deprivacion del “input” sensorial en estadios
tempranos. Por ejemplo, la enucleacién
unilateral produce cambios en las columnas
de dominancia ocular y otras propiedades
del cortex visual (Wiesel y Hubel, 1963,
1974) y la eliminacién de las vibrisas en la
rata produce cambios en la representacion
cortical de las mismas (Waite y Taylor,
1978). Asimismo, el dafio periférico
restringido es capaz de causar una profunda
reorganizacién del cortex somatosensorial
(Kaas et al., 1983; Merzenich et al., 1983),
tanto en animales maduros como en
desarrollo.  El sistema auditivo de los
mamiferos también es sensible a alteraciones
en los “inputs” aferentes durante el
desarrollo (Reale et al., 1987; Popelar et al.,
1994). En seres humanos, los estudios
magnetoencefalograficos y con RMN de
pacientes adultos que habfan sufrido
pérdidas sensorineurales auditivas
unilaterales en la infancia temprana han
revelado que las respuestas corticales a la
estimulacion auditiva son mayores en el
hemisferio ipsilateral a la lesion (Scheffler et
al., 1997), asi como claramente inmaduras, y
semejantes a las observadas en nifios, lo cual
ha sido relacionado con una posible

disminucién de la actividad de las
conexiones callosas  procedentes  del
hemisferio  contralateral, deaferentizado
(Vasama y Mikeld, 1997).

Existen razones para suponer que la
deprivaciéon sensorial periférica ha de
traducirse en efectos notables sobre las
conexiones tadlamo-corticales y callosas de la
corteza cerebral auditiva. En primer lugar,
se sabe que ese es el caso en otros sistemas
sensoriales, como el visual, en el que se
observa un mayor nimero de neuronas de
proyeccién contralateral en condiciones de
deprivaciéon unilateral (Innocenti et al.,
1985), un proceso que depende de la edad en
la que se produce la lesién (Olavarria et al.,
1987), y que se supone es debido a la
desaparicién de la sincronia de la actividad
interhemisférica (Olavarria y Li, 1995).
Esto se ha interpretado como la
consecuencia de una alteracion de las
conexiones talamo-corticales, lo cual
permitiria la penetracién de axones callosos
en dreas corticales que no los reciben
normalmente, estabilizando asi las neuronas
callosas inmaduras. Ademas, se ha
demostrado un crecimiento de las
arborizaciones axOnicas talamo-corticales,
invadiendo el territorio de las callosas, en
ratas adultas a las que se habia seccionado el
cuerpo calloso tres meses antes (Vaughan y
Foundas, 1982; Vaughan y Peters, 1985).

Estudios mas recientes realizados
por Gabriele y colaboradores (2000b) en
ratas prenatales y postnatales indican que la
formaciéon de los parches y de las bandas
aferentes tiene lugar antes de que el animal
comience a oir (dia postnatal 12/13) (Jewett
y Romano, 1972; Puel y Uziel, 1987),
sugiriendo que la actividad neural aferente
no se requiere para la organizacion inicial de
los patrones de proyeccién en la via auditiva
ascendente. Sin embargo, esto no implica
que algin tipo de actividad no sea
fundamental en la construccién de circuitos
neuronales antes de la maduracién del
sistema auditivo.

De hecho, Hiibener y Bonhoeffer
(1999) demuestran que la actividad
espontdnea y los gradientes moleculares
contribuyen a la formacién del patrén inicial
que ocurre en ausencia de experiencia
visual, por ejemplo, en el caso de la
formacion de columnas de dominancia
ocular. Puede ser que estos mismos
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mecanismos de desarrollo influyan en la
formacion de patrones de proyecciones en el
sistema auditivo, antes de comenzar a oir.
Evidencias cada vez mayores, sugieren que
una descarga ritmica espontdnea similar a la
que fue descrita en la retina (Galli y Maffei,
1988; Meister et al., 1991; Wong et al.,
1993; Feller et al., 1996, 1997) esta presente
en varios niveles del sistema auditivo antes
del comienzo de la audicién (Romand y
Ehret, 1990; Riibsamen y Schifer, 1990;
Gummer y Mark, 1994; Lippe, 1994, Kotak
y Sanes, 1995; Lippe, 1995; Kros et
al.,1998; Jones y Jones, 2000). Resultados
obtenidos en el embrién de pollo (Lippe,
1994, 1995) sugieren que el disparo
sincrénico y ritmico observado en el nervio
auditivo y en el tronco del encéfalo es
generado periféricamente porque este es
Abreviaturas

A anterior

a apical

Al drea auditiva primaria

Al drea auditiva primaria del gato

All drea auditiva secundaria del gato

b basal

BDA biotinylated dextrane amine, dextrano
biotinilado.

BF biotin fluoresceina

NADPH dinucleétido de nicotinamida-adenina
fosfato

Cb calbindina

CCE células ciliadas externas

CClI células ciliadas internas

CDCI corteza caudal del coliculo inferior

CECI corteza externa del coliculo inferior

CGM cuerpo geniculado medial

CGMd nucleo dorsal del cuerpo geniculado
medial

CGMm nicleo medial del cuerpo geniculado
medial

CGMv  nicleo ventral del cuerpo geniculado
medial

Cr calretinina

CT cuerpo trapezoide

DAB diaminobencidina

DB dextrano Biotinilado

DF dextrano Fluoresceina

DG desoxiglucosa

DTR dextrano Tetrametilrodamina

EAD estria acustica dorsal

EE excitacion/excitacion

EI excitacién/inhibicién

Ep circunvolucién ectosilviana posterior

FS franja suprasilviana

GABA  4cido y-aminobutirico

Ins corteza insular

abolido  después de producir wuna
cocleotomia unilateral o tras una inyeccién
de tetradotoxina en la perilinfa (Koerber et
al., 1966; Born y Rubel, 1988; Born et al.,
1991; Lippe, 1994).

En este sentido, seria importante
intentar dilucidar cémo la actividad neural
aferente puede influir en el establecimiento
y maduracién de las conexiones aferentes a
la corteza cerebral auditiva, asi como cudl es
el peso relativo de cada sistema de
conexiones en dicha organizacién. Nosotros
proponemos en el siguiente trabajo el
estudio de las conexiones cortico-corticales
y tdlamo-corticales en la corteza auditiva de
la rata en condiciones de deaferentizacion
periférica unilateral en el periodo postnatal
temprano.

MO monoaurales

NA nervio auditivo

NC nicleo coclear

NCCI nicleo central del coliculo inferior
NCD nicleo coclear dorsal

NCT nicleo del cuerpo trapezoide
NCV nicleo coclear ventral
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NDLL
NLOS
NMCT
NMOS
NPOS
NVCT
NVLL
Oc2

P

Par

Pv
RMN
SII

SB
SNC

nucleo dorsal del lemnisco lateral
nucleo lateral de la oliva superior
nucleo medial del cuerpo trapezoide
nucleo medial de la oliva superior
nucleo paraolivar superior

nucleo ventral del cuerpo trapezoide
ntcleo ventral del lemnisco lateral
area visual secundaria

posterior

drea somatosensorial primaria
parvoalblimina

resonancia magnética nuclear

area somatosensorial secundaria
sustancia blanca

sistema nervioso central

nicleo del cuerpo trapezoide

Te

Tel
Te2
Te3

TMB

corteza temporal

area 1 de la corteza temporal de la rata
drea 2 de la corteza temporal de la rata
area 3 de de la corteza temporal de la

rata
tetrametilbencidina

WGA-HRP wheat germ agglutinin-

horseradish peroxidase (aglutinina de

germen de trigo conjugado a
peroxidasa de rdbano).

caudal
dorsal
lateral
medial
rostral
ventral

capa 1 de la corteza cerebral auditiva
capa 2 de la corteza cerebral auditiva
capa 3 de la corteza cerebral auditiva
capa 4 de la corteza cerebral auditiva
capa 5 de la corteza cerebral auditiva
capa 6 de la corteza cerebral auditiva
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HIPOTESIS GENERAL

El establecimiento y maduracién de
las conexiones aferentes de la corteza
cerebral auditiva, que son la base de las
propiedades funcionales del procesamiento
binaural de la misma, deben ser el resultado
de un proceso de competicién entre los
axones tdlamo-corticales y los callosos,
dependiente de la actividad neural aferente.
Por tanto, la deaferentizacion unilateral en
animales jovenes producird una alteracion
del desarrollo del sistema, reflejada en la
organizacion y pesos relativos de los dos
sistemas de conexiones.

Si producimos una deaferentizacién
periférica unilateral en el oido izquierdo se

producird una alteracién de la transmision de
la informacién sensorial que llega al tdlamo
contralateral a la cdclea lesionada y las
proyecciones que llegan a dicho tdlamo
estardn alteradas tanto desde el punto de
vista cuantitativo como funcional. Como
consecuencia de ambas alteraciones, se
producird una organizacién incorrecta de la
corteza cerebral, esta desorganizacién se
reflejard tanto en el nimero como en la
localizacién de células eferentes y axones
aferentes del sistema de conexiones callosas
en la corteza contralateral al oido lesionado
(Fig.5).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el modo en el que, en el
desarrollo, las interacciones entre axones
distintos en procedencia y funcién
contribuyen a la formacién de un mapa
cortical complejo, utilizando como modelo
el desarrollo postnatal de las conexiones de
la corteza auditiva en condiciones de
deaferentizacion periférica parcial,
conseguida mediante la ablacién unilateral
del receptor auditivo en el periodo postnatal
temprano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Objetivo 1: Analizar los posibles
cambios plédsticos y alteraciones de

circuitos neuronales especificos
producidos a lo largo de la via auditiva
como consecuencia de la

deaferentizacion periférica unilateral en
el periodo postnatal temprano, mediante
técnicas  citoarquitecténicas,  histo-
quimicas e inmunocitoquimicas.

e Objetivo 2: Al mismo tiempo que se
cubre el objetivo antedicho, determinar
cudl es el periodo critico en el que la
corteza cerebral presenta una mayor
sensibilidad a la lesién del receptor
auditivo.

e Objetivo 3: Analizar los efectos de la
ablacion coclear unilateral en el periodo
postnatal temprano en la organizacién
topografica de las proyecciones tdlamo-
cortical y callosa auditivas.

La consecucién de los objetivos
propuestos tiene un interés notable, tanto
desde el punto de vista cientifico, como en
su posible aplicacién a medio-largo plazo.
En primer lugar, permitirdn profundizar en
la comprensiéon de los mecanismos de
formacion de los circuitos neurales que
vehiculan la informacién sensorial a la
corteza cerebral (y que, por tanto,
determinan la organizacion funcional de la
misma) y, ademds, conocer cudles son los
cambios plasticos que pueden sufrir como
consecuencia de lesiones periféricas.

Por otra parte, la consecuciéon de
estos objetivos permitird determinar con
exactitud la extension y gravedad de la
degeneracién cortical auditiva en lesiones
unilaterales del receptor durante el
desarrollo, asi como la dependencia que
estos cambios tuviesen de la edad en que se
produce la lesion, lo cual es esencial de cara
a la rehabilitacion. En concreto, es de
especial importancia conocer el estado en
que se encuentran las neuronas de porciones
centrales de la via auditiva tras la lesion del
receptor porque la supervivencia y correcto
funcionamiento de aquellas van a
condicionar el éxito de las herramientas
terapéuticas, como es el caso de los
implantes cocleares. El conocimiento de
cual es el momento idéneo para abordar la
accion terapéutica es, por lo tanto,
imprescindible desde el punto de vista
prondstico en este tipo de tratamiento, hoy
en dia quizd el mas prometedor para la
recuperacién, siquiera parcial, de la
audicidn.
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MATERIAL Y METODOS
SUJETOS DE ESTUDIO

Para la realizacion del presente
proyecto se utilizaron ratas albinas de la
cepa Wistar pentadictilas, de ambos sexos,
criadas en el estabulario de la Universidad
Miguel Herndndez. Las cocleotomias
unilaterales se realizaron en distintas edades
del desarrollo postnatal, entre el dia del
nacimiento y el dia 20, en que la maduracién
coclear es completa, tanto morfolégica como
funcionalmente. Tras, al menos, treinta dias,
los animales se utilizaron en los
experimentos detallados més abajo.

Se eligié la rata albina de la cepa
Wistar como animal de experimentacion
para este trabajo porque presenta un alto
indice de reproduccién, un bajo costo y una
elevada resistencia a los  procesos
infecciosos. Ademas, en la literatura existe
abundante informacién sobre la via auditiva
de las ratas albinas, por lo que es un animal
muy utilizado en estudios previos sobre el
trazado de conexiones de la via auditiva.
Asimismo, la rata ha sido el modelo
utilizado por Paxinos y Watson en el atlas
estereotaxico de rata (1986) en el cual nos
basamos para obtener las coordenadas
estereotdxicas para la inyecciéon de

trazadores.
El manejo de los animales,
estabulacién, anestesia, procedimientos

experimentales y quirurgicos, y eutanasia, se
llevaron a cabo siguiendo los preceptos del
Real Decreto 223/1988 y la Orden
Ministerial de 13 de Octubre de 1989 sobre
proteccién de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos.
Estos procesos también se realizaron de
acuerdo con la guia de experimentaciéon
animal “Principles of Laboratory Animal
Care” (publicacién de los NIH No. 8623,
revision de 1985).

DISENO EXPERIMENTAL I

Produccion de las lesiones:

Las crias fueron intervenidas
quirurgicamente en los dias postnatales 1, 2,
3,4,5,6,7, 8,10, 15 y 20. La cirugia se
realizé bajo anestesia por éter dietilico (por
inhalacién), en edades inferiores al dia 15.

En edades superiores, los animales fueron
anestesiados con una mezcla de Romptn y
Ketamina (1:1, intraperitoneal), a dosis
suficiente para mantener un estadio III,
plano 2, de anestesia durante toda la
intervenciéon. La ablacién se realizd en
todos los casos en el lado izquierdo. La
seccién de la piel por debajo de la oreja del
animal exponia la bulla, porcién ésea del
temporal que encierra el oido medio. Se
practicé una abertura en la misma, de tal
modo que la céclea, facilmente identificable,
se hacia accesible. Entonces, con unas
pinzas se rompi6 la membrana timpanica, se
extrajeron los huesecillos del oido medio, y
se destruyd mecdnicamente la céclea. A
continuaciéon se cerré la herida quirdrgica
suturando la piel, y se dej6 que el animal se
recuperase. El examen macro y
microscopico ulterior demostré que la
destruccién coclear era completa.  Los
animales no presentaron alteraciones
comportamentales, ni un empeoramiento en
su calidad de vida.

TECNICAS DE CONTROL DE LOS
EFECTOS DE LA LESION

Para la consecucién de los dos
primeros objetivos propuestos, es decir el
andlisis de los posibles cambios plasticos y
alteraciones de los circuitos especificos a lo
largo de la via auditiva en condiciones de
deprivacién y, asimismo, la determinacién
del periodo critico en nuestro modelo
experimental, se utilizaron diversas técnicas
tendentes a determinar la existencia de
cambios morfolégicos y/o neuroquimicos
estables en la via auditiva tras la
cocleotomia unilateral, antes de proceder a
la serie de experimentos de trazado de
conexiones. Entre ellas, aparte del estudio
citoarquitecténico con el método de Nissl, se
realiz6 un andlisis de la expresién de
diversas enzimas, proteinas ligadoras de
calcio y marcadores neuronales.

Control de la técnica quirirgica

Como medida de control del dafio de
la lesién se comprobd la total desaparicién
de la cdclea lesionada, mediante tincién con
hematoxilina-eosina de cortes histolégicos
del hueso temporal izquierdo descalcificado.

Ademas, se utiliz6 como medida del
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grado de éxito en la deaferentizacion
auditiva el grado de reduccién en el tamafio
de los diferentes niicleos de relevo de la via
auditiva, asi como sus posibles alteraciones
morfoldgicas y citoarquitecténicas, para lo
cual se llevd a cabo una tincién con la
técnica de Nissl.

Técnicas enzimaticas

Como medidas de control que nos
permitieran determinar si la cocleotomia
producia, en efecto, alteraciones a lo largo
de la via auditiva ascendente supuestamente
afectada, se utilizaron técnicas histoquimicas
para la demostraciéon de distintas enzimas
neuronales, en distintos momentos del
desarrollo postnatal temprano del sistema
auditivo de la rata albina. Como primera
aproximacion, analizamos los cambios en la
actividad de la  acetilcolinesterasa,
citocromo-oxidasa y NADPH-diaforasa en
todos los niveles de la via auditiva, desde los
nucleos cocleares hasta la corteza auditiva.

Las tres técnicas enzimdticas han
sido utilizadas ampliamente en estudios
previos de caracteristicas similares al
nuestro, en multiples estructuras del SNC.

En primer lugar procedimos a la
fijacion del tejido mediante perfusion
intracardiaca (ver apartado Perfusion).
Concretamente, en el caso de Ila
acetilcolinesterasa, la perfusion fue igual
que en los experimentos de WGA-HRP, en
el caso de la citocromo-oxidasa y la
NADPH-diaforasa, los animales fueron
perfundidos igual que en los experimentos
de BDA.

En las tres técnicas se realizaron
cortes en congelacion utilizando un
microtomo de deslizamiento (Microm mod.
HM 440 E, Microm Laborgerite GMBH,
Walldorf, Alemania). El grosor de los cortes
fue de 60 um. Los cortes se recogieron de
forma seriada y fueron sumergidos en
tamp6n fosfato 0,1 M, a 4 °C.
Posteriormente se procedié a su revelado: en
el caso de la acetilcolinesterasa fueron
sumergidos en tamp6n fosfato salino 0,1 M,
a 4 °C; transcurridos siete dias los cortes se
incubaron en una solucién de acetil-tiocolina
(Sigma, St. Louis, MO) a temperatura
ambiente, durante 45 minutos. Tras varios
lavados con agua destilada se reveld con
sulfuro de sodio (Sigma, St. Louis, MO) y,
por ultimo, los cortes se incubaron en nitrato
de plata al 1% (Sigma, St. Louis, MO). Los

cortes se montaron en portas gelatinizados,
se deshidrataron y se cubrieron con Eukitt
(Tago et al., 1986).

En el caso de la citocromo-oxidasa
las secciones se incubaron a 37 °C en la
oscuridad, durante 15-16 horas
aproximadamente, en un medio de
incubacién de tampén fosfato 0,1 M
conteniendo 55,5% de DAB (Sigma, St.
Louis, MO), 20% de citocromo C (Sigma,
St. Louis, MO) y 4,2% de sacarosa (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) tras varios lavados
con tampén fosfato 0,1 M se deshidrataron
las secciones y se cubrieron con Eukitt
(Gonzalez-Lima y Cada, 1994).

Por ultimo, en el caso de la
NADPH-diaforasa, 1las secciones en
flotacion en el tampén fosfato 0,1 M, se
incubaron durante 4-5 horas, a 37 °C, en una
solucion de tampo6n fosfato salino 0,1 M,
conteniendo 0,1% de B-NADPH (Sigma, St.
Louis, MO) 0,3% de triton X-100 (Sigma,
St. Louis, MO) y 0,02% de nitroazul de
tetrazolio  (Sigma, St. Louis, MO).
Posteriormente, se lavaron los cortes con
tampon  fosfato salino 0,1 M, se
deshidrataron y se cubrieron con FEukitt,
como en los casos anteriores (Reuss, 1998).
Inmunocitoquimica

Inmunocitoquimica para

proteinas ligadoras de calcio:
Calbindina, parvoalbiimina,
calretinina

Con el fin antedicho de comprobar
la afectaciéon de la via auditiva tras la
deaferentizaciéon unilateral se realizaron
experimentos de inmunocitoquimica para
proteinas ligadoras de calcio (calbindina,
parvoalbimina, calretinina), caracterizando
asi subpoblaciones neuronales en el
desarrollo normal del sistema nervioso y
analizando las posibles alteraciones de
circuitos neuronales especificos.

Las proteinas ligadoras de calcio,
calbindina, calretinina y parvoalbiimina,
han sido escogidas por su funcién en la
homeostasis del calcio.

Dichos ensayos se llevaron a cabo
en cortes obtenidos en congelacion,
mediante un microtomo de deslizamiento.
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El grosor de los cortes fue de 60 um. La

fijacién del tejido para inmunocitoquimica

se realiz6 mediante perfusion intracardiaca.

En primer lugar se pasaron 300 cc de una

solucién de lavado de cloruro de sodio

(Sigma, St. Louis, MO) al 0,9% durante 5

minutos, seguido de una solucién fijadora de

paraformaldehido al 4% (Sigma, St. Louis,

MO) en tamp6n fosfato 0,1 M.

El proceso inmunocitoquimico ha
sido descrito en detalle por Petralia y
Wenthold (1992). Las secciones se
preincubaron mediante flotacién en suero de
cabra o de caballo (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) diluido al 10% en tamp6n
fosfato 0,1 M que contenia tritbn X-100
(0,25%), durante dos horas, a temperatura
ambiente, posteriormente se incubaron
durante 24 horas, a 4 °C, en una solucién
con el anticuerpo policlonal (conejo) o
monoclonal (ratén) (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Los anticuerpos
primarios  utilizados fueron obtenidos
comercialmente de Swant (Bellinzona,
Suiza) y fueron los siguientes:

e (Calbindina: Se utilizé como anticuerpo
primario anti-calbindina, monoclonal,
producido en ratén, diluido a una
concentracion de 1:2000 y como
anticuerpo secundario anti-ratén
biotinilado hecho en caballo diluido a
1:200.

e (Calretinina: Como anticuerpo primario
anti-calretinina, policlonal, producido en
conejo, diluido a una concentraciéon de
1:2000, y el anticuerpo secundario fue
anti-conejo, producido en cabra, diluido
a 1:200.

e Parvoalbimina: Anticuerpo monoclonal,
producido en ratén, diluido a 1:2000, y
el secundario anti-raton biotinilado,
hecho en caballo, diluido a 1:200.

Una vez finalizada la incubacién las
secciones se lavaron varias veces en tampon
fosfato 0,1 M. Seguidamente se procedié a
la incubacién de las secciones en el
anticuerpo secundario antedicho vy, tras
varios lavados, los cortes se revelaron con el
complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa
mediante el “Kit” ABC Elite de Vector
(Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Transcurrido el tiempo de incubacién del
complejo, se reveld mediante la utilizacién
de DAB como cromégeno e intensificando
la reaccién con metales pesados (niquel-

cobalto). Una vez finalizada la reaccién se
procedié al montaje y a la deshidratacion de
los cortes mediante alcoholes de 70°, 96°,
100° y Xilol, y finalmente se cubrieron con
Eukitt.

Inmunocitoquimica para c-fos

Como otra medida de control de la
afectacion de la lesién unilateral en la via
auditiva se procedid a realizar técnicas
inmunocitoquimicas utilizando anticuerpos
contra c-fos, en animales controles y
cocleotomizados en el periodo postnatal
temprano, expuestos a un estimulo sonoro.
El gen c¢-fos produce una proteina
denominada c-fos, la cual actia como factor
de transcripcién controlando el paso del
ADN a ARNm. Generalmente, la expresion
de c-fos es muy baja en las células y se
activa por un estimulo, por ejemplo, un
estimulo actstico. La expresién del c-fos ha
sido ampliamente utilizada como marcador
bioquimico de la actividad neuronal, de
modo que una disminuciéon se entiende
como debida a una disminucién de las
aferencias sobre la poblaciéon neuronal
estudiada.

Los animales se mantuvieron
durante 4 horas en una habitacién de doble
pared con aislamiento acustico,
posteriormente fueron sometidos a una
estimulacién continua de ruido blanco
durante una hora antes de ser perfundidos.
Para diferenciar esta actividad neuronal
basal de otra debida a la estimulacién
sensorial especifica.

Dichos experimentos se llevaron a
cabo en material procesado como en el resto
de técnicas inmunocitoquimicas. Las
secciones se lavaron varias veces en tampon
fosfato 0,1 M con cloruro sédico al 0,9 %,
que ademds contenia gelatina (0,2%)
(Merck, Darmstadt, Alemania) triton X-100
(0,25%) y azida sodica (0,1%) (Sigma, St.
Louis, MO). Seguidamente las secciones se
introdujeron en PBS con tritén (0,25%) y
agua oxigenada al 0,3% (Sigma, St. Louis,
MO), durante 30 minutos, en oscuridad y
agitacién. Una vez finalizado este paso las
secciones se lavaron varias veces en PBS,
con gelatina, triton y azida sddica,
posteriormente se preincubaron durante una
hora en la misma solucién que los lavados
con lisina al 10% (Sigma, St. Louis, MO).
Una vez finalizada la preincubacién las
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secciones se incubaron durante toda la noche
a 4 °C en el anticuerpo primario policlonal
anti c-fos (Ab-5) (Oncogene Research
Products, Alemania) a una dilucion de
1:500, con agitacién suave. Tras la
incubacion, las secciones se lavaron varias
veces en tampén fosfato 0,1 M salino, que
contenia tritén y gelatina. A continuacién se
procedié a la incubacion de las secciones en
un anticuerpo secundario  anti-conejo
biotinilado hecho en cabra (Vector,
Burlingame, CA), diluido 1:200, en tampén
fosfato 0,1 M salino con tritén y gelatina,
durante una hora a temperatura ambiente.
Tras varios lavados, las secciones se
revelaron con el complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa mediante el “Kit” (ABC) Elite de
Vector. Transcurrido el tiempo de
incubacidén del complejo, se revelé mediante
la utilizacion de DAB como cromégeno.
Una vez finalizada la reaccidn se procedid al
montaje y a la deshidratacién de los cortes
mediante alcoholes de 70°, 96°, 100°, y xilol,
finalmente se cubrieron con Eukitt.

DISENO EXPERIMENTAL II

Inyeccion de trazadores:

Al menos un mes después de la
ablacion coclear, se procedid a la inyeccion
de los trazadores. La técnica quirdrgica
precisé de la fijacion de la cabeza de la rata
en una base estereotidxica (Kopf, mod. 902,
David Kopf Instruments, Tujunga, CA). La
fijacion de la cabeza al soporte permitia
conseguir su perfecta inmovilizacién y poder
registrar las coordenadas estereotdxicas de
las zonas de inyeccion cortical y talamica,
asi como para medir la profundidad de las
mismas, pardmetro crucial, puesto que es
necesario evitar inyectar la substancia
blanca. La intervencién se realizd bajo
anestesia con Romptin/Ketamina, que se
indujo administrandola por via
intraperitoneal, y que se mantuvo
suplementando mds anestésico a lo largo de
la misma, segin fuera necesario. Antes de
comenzar la cirugia, se le aplicaba al animal
pomada oftdlmica (Cloranfenicol, Parke-
Davis, Warner-Lambert Co., Morris Plains,
NJ) para evitar que se le deshidratase y
ulcerase la cérnea.

A continuacién se realizd una

incisién en la linea media de la piel de la
cabeza y se fue desinsertando y retirando
cuidadosamente el misculo temporal para
dejar al descubierto la superficie del craneo.
Seguidamente se localizé la zona donde se
queria inyectar y se realizé la craneotomia
mediante el fresado del hueso con una fresa
dental. Para evitar la deshidratacién del
cerebro, en esta region se colocd aceite de
silicona estéril (Dow Corning).

Para la identificacion del darea
auditiva primaria (Tel) y del -cuerpo
geniculado medial se tomaron las
coordenadas  estereotdxicas del atlas
estereotdxico de Paxinos y Watson (1986).

Para el estudio de la localizacién de
las neuronas marcadas retrégradamente en la
corteza cerebral auditiva tanto en animales
controles como en animales deaferentizados
se realizaron inyecciones de WGA-HRP
(Fig. 6).

Inyeccion de WGA-HRP

El trazador empleado fue la WGA-
HRP (wheat germ agglutinin-horseradish
peroxidase). Una primera razén para la
eleccion de la WGA-HRP como trazador de
conexiones neurales en este estudio es que ha
sido utilizada en numerosas especies
animales y una gran variedad de sistemas. La
HRP es una enzima que, depositada en el
espacio extracelular, es captada por las
neuronas tanto a nivel de los axones como del
soma y dentritas, mediante micropinocitosis.
La unién de una molécula de la lectina Wheat
germ agglutinin a la peroxidasa aumenta en
un 500% la afinidad de las membranas
neuronales por la HRP, lo cual resulta en un
marcaje mucho mdés intenso tanto de los
terminales axdnicos como de los somas
neuronales (M-M. Mesulam en "Tracing
Neural Connections with  Horseradish
Peroxidase"”, A.D. Smith, ed. Wiley & Sons,
New Cork, pp. 1-152, 1982). Una ventaja
adicional de este trazador es que, debido a
que la WGA se une a los terminales sacaridos
de 4cido sidlico, que son practicamente
ubicuos en las membranas celulares, la
difusién del trazador es mucho menor que el
de la HRP sola. Esta tiltima propiedad permite
inyectar la casi totalidad de un drea cortical
mediante varias inyecciones individuales
restringidas, mientras que la HRP por si sola,
por su mayor capacidad de difusién, puede con
mayor facilidad extenderse a dreas corticales
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vecinas, produciendo de este modo resultados
de dificil, o imposible interpretacion. Una vez
en el interior de la célula, la WGA-HRP queda
envuelta por membrana, formando vesiculas, y
pudiendo ser transportada de esta manera a lo
largo de toda la célula y de su axoén, tanto
anterégrada como retrégradamente. El
transporte retrogrado del trazador es aquel que
se dirige desde los terminales axdnicos
localizados en la zona de inyeccion hasta el
soma neuronal, mientras que el anterégrado
lleva el trazador captado en el soma y las
dendritas hacia los terminales axdnicos. De
este modo, el origen de las aferencias y la
terminaciéon de las eferencias de un drea
determinada pueden ser observados con una
Unica inyeccion de trazador, lo que hace de
este método una técnica de gran sencillez y
eficacia. Las inyecciones, extracelulares, se
realizaron por presion a través de micropipetas
de vidrio, con puntas de un didmetro entre 30 y
60 um, utilizando WGA-HRP  (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) al 5% en agua
destilada estéril. Para ello se uso un inyector
hidraulico controlado electrénicamente
(Nanoliter  Injector, World Precision
Instruments, Sarasota, FL)). El inyector se
mantuvo fijo al soporte estereotdxico. En un
grupo de animales experimentales se inyectd
la corteza (area 41, o Tel) ipsilateral a la
lesion con el fin de analizar el lado
contralateral a la lesion que seria el lado
alterado, mientras que en otro grupo la
inyeccién se colocé contralateral al oido
lesionado, para analizar el lado ipsilateral a la
lesién que seria el normal. En estos casos, la
inyeccion se realizé a una profundidad de 500
pm.

En todos los casos la inyeccion
constaba de un tnico paso de 73,6 nl. Al
final de la inyeccién se esperaban 5 minutos.
Transcurrido este tiempo se sacaba la
micropipeta muy despacio para evitar
arrastrar parte del trazador y se comprobaba
que siguiera siendo permeable.

Inyeccion de BDA

Ademds de las inyecciones de
WGA-HRP, se realizaron inyecciones de un
trazador unicamente anterégrado, el BDA
(Biotinylated dextran amine) mediante el
cual se confirmaron los resultados de
marcaje obtenidos con el resto de
marcadores utilizados y, ademads, permitid
examinar con detalle caracteristicas

morfoldgicas de las porciones terminales de
los axones marcados, tales como su ndmero
tamafio, forma y distribucién, ya que el
BDA rellena la totalidad del axoplasma. El
BDA (Peso molecular 3K; Molecular
Probes, Eugene, OR;) es inyectado en el
espacio extracelular y captado por las
neuronas gracias al dafio tisular producido,
bien por la corriente, bien mecanicamente
por la punta de la pipeta y la presién ejercida
por la inyeccién. El trazador atraviesa la
membrana de las células difundiendo en
teoria en ambas direcciones, retrograda y
anterégrada, aunque se ha demostrado que
es mucho mejor trazador anterégrado. FEl
transporte anterégrado revela los axones
marcados con un gran detalle, semejante a
una impregnacién con el método de Golgi,
permitiendo asi el andlisis posterior,
mediante  microscopia dptica, de la
morfologia de los terminales ax6nicos en las
distintas divisiones del cuerpo geniculado
medial.

Bajo anestesia profunda, el BDA se
inyect0 estereotaxicamente a través de una
craneotomia dorsal, bien mediante
iontoforesis (disuelto en suero salino al
10%) utilizando un generador de corriente
alterna positiva de 5 pA durante 10-15
min.), o bien mediante presién (disuelto al
10% en agua destilada) utilizando el
inyector de nanolitros. En ambos casos se
utilizaron micropipetas de vidrio con un
didmetro que vari6 entre 30 y 60 um. En un
grupo de animales experimentales se inyecto
la corteza (Tel, area 41 de Brodmann)
ipsilateral a la lesidn, para analizar las
conexiones cortico-corticales en la corteza
contralateral a la céclea lesionada, que seria
la alterada y en otro grupo la inyeccién se
realiz6 en el nidcleo ventral del cuerpo
geniculado medial del tdlamo derecho, para
analizar las conexiones tdlamo-corticales a
la corteza cerebral auditiva que recibe
informacién de la céclea lesionada.

En ambos casos los dispositivos de
la inyeccién se mantuvieron fijos al soporte
estereotdxico mediante un micro-
manipulador, con la inclinacién adecuada a
cada caso.

Tras la inyeccién de uno u otro
trazador se sutur6 el musculo temporal con
catgut cromado (3/0) y la piel de la cabeza
con hilo monofilamento de nylon (3/0),
cubriendo la cicatriz con una pomada
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antibidtica.
Perfusion
WGA-HRP

La perfusiéon se realiz6 tras un
periodo de supervivencia de 48 a 72 horas,
que se considera un periodo que permite que
se transporte un maximo de trazador, sin que
haya comenzado todavia la degradacion
enzimdtica del mismo en el interior de las
neuronas. Transcurridos los dias precisos,
los animales fueron reanestesiados y
perfundidos intracardiacamente con
soluciones fijadoras. En primer lugar se
pasé una solucién de lavado (300 cc) de
tampon fosfato 0,1 M (pH 7,4) al cual se le
afiadi6 cloruro de calcio al 1% (Sigma, St.
Louis, MO) posteriormente se pasaron 300
cc del primer fijador, que contenia una
mezcla de glutaraldehido al 0,5% (Sigma,
St. Louis, MO) y paraformaldehido al 0,5%
en PB 0,1 M, durante 10 minutos, a 4 °C,
seguidos de 300 cc de una mezcla de
paraformaldehido al 1% y glutaraldehido al
1,5% en tampo6n fosfato 0,1 M durante 20
minutos, a 4 °C. Por tltimo, se perfundid
con una solucién de sacarosa al 10% en
tampon fosfato 0,1 M, durante 15 minutos a
4°C.

BDA

En los experimentos de BDA, el
tiempo de supervivencia tras la inyeccion
del trazador es de 7 a 10 dias, para permitir
el transporte del mismo hasta las
terminaciones axonicas mds distantes. Los
animales fueron reanestesiados y
prefundidos intracardiacamente, iniciandose
con 200 cc de una solucién de lavado
(tampdn fosfato 0,1 M a la que se afiade
cloruro de sodio al 0,9% (Sigma, St. Louis,
MO) y, seguidamente, se utiliz6 como Unico
fijador una solucién de 500 cc de
paraformaldehido al 4% con cloruro célcico
al 1% (Sigma, St. Louis, MO). El resto de la
perfusion fue igual que en los experimentos
de WGA-HRP. EIl tiempo empleado para
obtener marcaje con BDA es mayor que con
WGA-HRP debido a que, mientras que ésta
utiliza mecanismos activos de transporte
celular, el BDA se transporta por mera
difusidn, lo que hace mas lento el proceso.

En ambos casos, tras la perfusion las
ratas fueron decapitadas y se expuso

ampliamente el cerebro mediante
craneotomia. La cabeza se fij6 a la base
estereotaxica y se procedio a realizar cortes
coronales utilizando una hoja de bisturi
fijada a un manipulador estereotaxico. La
razén de hacerlo asi es dividir el encéfalo en
varios bloques cuyas superficies sean
idénticas entre experimentos. Ello permite
que la forma e inclinacién de los cortes en
los tres ejes del espacio sea perfectamente
reproducible entre experimentos. Merced un
corte de este tipo, se dividi6 el cerebro en
dos bloques, que fueron cortados por
separado: uno conteniendo los 16bulos
frontales y otro la protuberancia.

Seguidamente, se introdujeron en
una solucién de crioproteccion que contenia
sacarosa al 20% en tampdn fosfato 0,1 M, a
4 °C. Transcurridas 4-6 horas, fue sustituida
por una solucién mds concentrada, con un
30% de sacarosa en tamp6n fosfato 0,1 M
también a 4 °C, hasta que las piezas se
encontraban completamente sumergidas.
Corte del tejido

Se realizaron cortes en congelacién
de los dos bloques de tejido obtenidos,
utilizando un microtomo de deslizamiento.
El grosor de los cortes fue de 60 um en los
casos de WGA-HRP y de 50 um para los de
BDA. Los cortes se recogieron en orden
seriado y fueron sumergidos en tampdn
fosfato 0,1 M, a 4 °C. En el caso de la
inyeccion de WGA-HRP los cortes se
dividieron en tres series y en el caso de las
inyecciones de BDA los cortes se dividen en
dos series.

Cada serie estaba formada por cortes
alternos separados entre si 120 pm en el
caso de los experimentos en los que se
inyect6 WGA-HRP y 100 um en los que se
utilizé BDA como trazador.

Revelado de los trazadores

Revelado de la WGA-HRP

Se utilizaron dos técnicas distintas
para el revelado del trazador: para la
demostraciéon del marcaje se utilizd el
método de la tetrametilbencidina (TMB) de
Mesulam (1978), mientras que para realizar
el control de la inyeccién se aplicd el
cromégeno diaminobencidina (DAB) (ver
figura 6).

Estudios comparativos previos han
demostrado que la TMB es mas liposoluble
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que otros cromégenos, lo que le proporciona
una mayor accesibilidad al interior de las
vesiculas donde se localiza el trazador. El
revelado de la WGA-HRP con TMB se
produce gracias a la aparicion de un
precipitado granular de color negro o azul
oscuro en los lugares donde la enzima
muestra actividad. Dicho color oscuro y el
gran volumen de los granulos del producto
de la reaccién permiten una localizacién
facil y rapida del marcaje, tanto anterégrado
como retrégrado, mediante microscopia de
campo oscuro y polarizacion.

La razén de utilizar DAB para el
control de la zona de la inyeccidn es que es
un cromdgeno que, al ser menos sensible y
producir comparativamente, mucho menos
marcaje anterégrado que la TMB, permite
una delimitaciéon mds exacta de la
profundidad y extension la zona de
inyeccién. De este modo, se logra evitar la
confusién resultante de la aparicion de nubes
de marcaje anterégrado adyacentes al lugar
de la inyeccién producido por la captacién
del trazador por parte de los axones de
proyeccion local cortico-cortical, como
aparece en el revelado con TMB. Al
contrario que lo que ocurre con la TMB, la
DAB no precipita en forma de cristales, por
lo que el producto de reacciéon se analiza
mediante microscopia de campo claro.

Para el revelado y la tincién de
contraste en el caso de los experimentos con
WGA-HRP se realizaron tres series
distintas: una que fue tefiida con el método
de Nissl para control de la citoarquitectura,
una en que el trazador fue revelado con
DAB para el control de la extensién de la
inyeccion y posteriormente contratefiida con
violeta de cresilo, y una tercera serie en que
la WGA-HRP fue revelada con TMB para el
andlisis del transporte anter6grado y
retrégrado; esta ultima serie fue tefiida con
rojo neutro.

Revelado del BDA

Este trazador fue revelado utilizando
el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa,
mediante el “Kit” ABC Elite de Vector.
Transcurrido el tiempo de incubacién con el
complejo, éste se revel6 mediante la
utilizacion de DAB como cromdgeno e
intensificando la reaccién con metales
pesados (niquel-cobalto) (Adams, 1981).
Una vez finalizada la reaccion, los cortes se

montaron en portas gelatinizados y dos
cortes de cada seis se tifieron con el método
de Nissl para la determinacion de la
citoarquitectura del sistema nervioso central.
Inyeccion de doble trazado

Con el fin de establecer el patrén de
distribucién de las conexiones tdlamo-
corticales y cortico-corticales procedimos a
la realizacion de dos series de inyecciones.

En primer lugar para obtener las
conexiones tidlamo-corticales procedimos a
la inyeccién en el nicleo ventral del cuerpo
geniculado medial del tidlamo con una
mezcla al 10% de Dextrano Biotinilado
(Biotinylated  dextran  amine, BDA)
(Molecular Probes, Eugene, OR) y al 10%
de Dextrano Fluoresceina (Molecular
Probes, Eugene, OR).

En segundo lugar, con el fin de
determinar las conexiones cOrtico-corticales,
colocamos una inyeccién de Dextrano
Tetrametilrodamina  (Molecular  Probes,
Eugene, OR) (10%) en el area auditiva
primaria (41, o Tel) de la corteza cerebral
auditiva.

Ademas, para analizar la interaccion
e interdigitaciéon de las aferencias tdlamo-
corticales con las aferencias cortico-
corticales interhemisféricas en la corteza
cerebral auditiva, se realizaron inyecciones
de doble trazado. Se realizaron dos
inyecciones, una inyeccién en el ntcleo
ventral del cuerpo geniculado medial del
tdlamo con una mezcla al 10% de Dextrano
Biotinilado (DB) y al 10% de Dextrano
Fluoresceina (DF) y otra inyeccién de
Dextrano Tetrametilrodamina (DTR) (10%)
en el drea auditiva primaria (41, o Tel) de la
corteza cerebral auditiva.

Bajo anestesia profunda, las
inyecciones extracelulares se realizaron
estereotdxicamente a través de una
craneotomia dorsal. Los dispositivos de la
inyeccién se mantuvieron fijos al soporte
estereotaxico mediante un
micromanipulador, con la inclinacién
adecuada a cada caso.

En estos experimentos el trazador se
inyect6 por presiéon mediante el inyector de
nanolitros, para lo cual el trazador se diluy6
al 10% en agua destilada. En ambos casos
se utilizaron micropipetas de vidrio con un
didmetro que vari6 entre 30 y 60 pm. En los
animales experimentales la inyeccion de
DB+DF se coloc en el nicleo ventral del
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cuerpo geniculado medial del tdlamo
derecho (contralateral a la cAclea lesionada)
y en el caso de las inyecciones de DTR se
colocaron en el drea auditiva primaria (41, o
Tel) de la rata (ipsilateral a la cdéclea
lesionada) (ver figura 7). Las inyecciones
en la corteza cerebral auditiva se realizaron a
una profundidad de 500 pm, y las
inyecciones en el cuerpo geniculado medial
se realizaron a 6000 pum.

Cada inyeccién constaba de un
unico pulso de 46 nl. Al final de cada
inyeccion se esperaban 5  minutos.
Transcurrido este tiempo se sacaba la
micropipeta muy despacio para evitar
arrastrar parte del trazador y se comprobaba
que seguia siendo permeable.

Tras la inyeccién de uno u otro
trazador se sutur6 el musculo temporal con
catgut cromado (3/0) y la piel de la cabeza
con hilo monofilamento de nylon (3/0),
cubriendo la cicatriz con una pomada
antibidtica.

Perfusion

La perfusiéon se realiz6 tras un
periodo de supervivencia de 7 a 10 difas.
Transcurridos los dias precisos para que los
trazadores se transporten adecuadamente, los
animales fueron reanestesiados y
perfundidos intracardiacamente con
soluciones fijadoras. En primer lugar se
pasé una solucién de lavado (200 cc) de
tampo6n fosfato 0,1 M (pH 7,4) al que se
afladia cloruro de sodio al 0,9%.
Seguidamente, se utilizé6 como unico fijador
una solucién de 500 cc de paraformaldehido
al 4% con cloruro de calcio al 1%. El resto
de la perfusion fue igual que en los casos
anteriores.

Una vez finalizada la perfusion, las
ratas fueron decapitadas y se expuso
ampliamente el cerebro mediante
craneotomia. EIl cerebro se cort6 a través de
la sustancia blanca subcortical entre la
corteza y el tdlamo utilizando una hoja de
bisturi, se dividi6 en tres bloques, que fueron
cortados por separado: uno conteniendo el
hemisferio derecho, otro conteniendo el
hemisferio izquierdo y un tercero el
diencéfalo. Seguidamente, se introdujeron
en una solucién de fijacién (la misma que la
utilizada en la perfusion) durante 24 horas,
seguidamente los fragmentos se sumergieron
en una solucién de crioprotecciéon que

contenfa un 20% de sacarosa en tampdn
fosfato 0,1 M, a 4 °C. Transcurridas 4-6
horas, fue sustituida por una solucién mas
concentrada, con un 30% de sacarosa en
tampon fosfato 0,1 M también a 4 °C, hasta
que las piezas se encontraban
completamente sumergidas.

Corte del tejido

El material inyectado con
inyecciones simples fue cortado
coronalmente, el grosor de los cortes fue de
60 um. En el caso de las inyecciones dobles
se realizaron tres bloques de tejido, los dos
hemisferios que fueron cortados
tangencialmente y el diencéfalo coronal-
mente. En el caso de los dos bloques de los
hemisferios derecho e izquierdo se
recogieron todos los cortes hasta que
aparecié la sustancia blanca. Y en el caso
del diencéfalo cada serie estaba formada por
cortes alternos separados entre si 120 um.

En ambos casos para el corte del
tejido utilizamos un microtomo de
deslizamiento. Los cortes se recogieron y
fueron sumergidos en tamp6n fosfato 0,1 M,
a4°C.

Revelado de los trazadores

Antes de proceder a su revelado
comprobamos mediante un microscopio de
fluorescencia (Zeiss mod. HBO 100 W/2,
Axiophot, West Germany) la localizacién de
la inyeccién y la extension del marcaje, en el
caso de error esto nos evitaria los procesos
sucesivos.
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En primer lugar se procedi6 al
revelado del DB+DF. Este trazador fue
revelado utilizando el complejo Avidina-
Biotina-Peroxidasa, mediante el “Kit” ABC
Elite de Vector (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Transcurrido el tiempo
de incubacién con el complejo, éste se
revel6 mediante la utilizacién de DAB como
cromégeno e intensificando la reaccién con
metales pesados (niquel-cobalto). Una vez
finalizada la reaccién, se llevaron a cabo
técnicas  inmunocitoquimicas para el
revelado del DTR y se procedié a la
incubacién de las secciones en el anticuerpo
primario policlonal (hecho en conejo) anti-
tetrametil-rodamina  (Molecular  Probes,
Eugene, OR) a una concentracién de
(1:12.000) durante la noche, a 4 °C. Tras
finalizar la incubacién las secciones se
lavaron varias veces en tampén TBS-Tx a
pH.7.,6 conteniendo Tris 0,05M, CINa 9%, y
triton X-100 al 0,5% en agua destilada.
Seguidamente se procedi6 a la incubacion de
las secciones en el anticuerpo secundario
anti-conejo biotinilado hecho en cabra
(Vector, Burlingame, CA) diluido 1:200 en
tampon TBS-Tx, durante la noche, a 4 °C vy,
tras varios lavados, las secciones se
revelaron con el complejo Avidina-Biotina-
Peroxidasa mediante el “Kit” ABC Elite de
Vector. Transcurrido el tiempo de
incubacién del complejo, se revelé mediante
la utilizacion de DAB como cromégeno.
Una vez finalizada la reaccidn se procedid al
montaje y a la deshidratacién de los cortes
mediante alcoholes de 70° 96°, 100° vy
Xilol, finalmente se cubrieron con Eukitt.
Andlisis de los resultados

Dibujo e ilustracion

En el presente trabajo se ilustran los
resultados de treinta y dos animales que han
sido tratados con diferentes técnicas: técnica
de Nissl, las técnicas enzimdticas para
acetilcolinesterasa, citocromo-oxidasa, Yy
NADPH-diaforasa, las técnicas
inmunocitoquimicas para las proteinas
ligadoras de calcio: calbindina, calretinina y
parvoalbimina, y la técnica inmuno-
citoquimica para c-fos. Concretamente, se
han ilustrado dos animales por técnica, cada
animal  perteneciente a un  grupo
experimental distinto, es decir un animal

control y un animal cocleotomizado en el
periodo postnatal temprano, del cual se
ilustra tanto su lado ipsi- como contralateral
al oido lesionado.

En el presente trabajo se han
analizado los resultados obtenidos en doce
de los animales utilizados en los
experimentos de trazado con WGA-HRP.
Estos datos se han empleado para el contaje
de las neuronas marcadas retrégradamente
en el hemisferio contralateral a la inyeccién
de WGA-HRP, y se pueden observar en las
gréficas realizadas a tal efecto y en los
dibujos correspondientes a dos animales, un
animal control y un animal cocleotomizado
del cual se ilustra tanto su lado ipsi- como su
lado contralateral a la lesion.

Los casos de inyecciones simples
con BDA se utilizaron para confirmar los
resultados de las inyecciones de WGA-HRP
y de las inyecciones dobles, y no se ilustran
en este trabajo.

En el caso de las inyecciones dobles
se ilustran los resultados de ocho casos de
los treinta y un animales utilizados en las
inyecciones de  trazadores dobles.
Concretamente  ilustramos cuatro casos
coronales de los diecisiete animales
inyectados con trazadores dobles que han
sido cortados de forma coronal, los restantes
sirvieron para confirmar los datos aqui
presentados sin que aportaran nUEvVos
hallazgos.

De los catorce casos cortados
tangencialmente, en el presente estudio se
ilustran cuatro, los diez restantes sirvieron
para confirmar los datos aqui presentados.

En todos los experimentos en los
cuales hubo inyeccién de trazadores se llevo
a cabo un control de la zona de inyeccidn,
con el fin de comprobar que la difusién del
trazador en la zona de inyeccién no
sobrepasara los limites del 4rea cortical o
talamica elegida, ni invadiera la substancia
blanca subcortical. También en todos los
casos, tanto en los que se inyectdé WGA-
HRP como aquellos en los que se realizaron
inyecciones de BDA o inyecciones de doble
trazado, las inyecciones fueron restringidas
y nunca penetraron hasta la sustancia blanca
subcortical, si bien todas las inyecciones
comprendian las seis capas corticales. Esto
se pudo comprobar mediante la
reconstruccién de la zona de la inyeccién a
partir de los dibujos de los cortes coronales,
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en los que aparece el halo de difusion del
trazador revelado con la DAB (ver figura 6).
En el caso de las inyecciones de doble
trazado la localizacién de la inyeccién y la
extension del marcaje, fue comprobada
mediante la utilizacién de un microscopio de
fluorescencia.

Dado que el cuerpo geniculado
medial establece conexiones diferentes,
cualitativa y cuantitativamente, con las
distintas dreas corticales auditivas, la
observacion del marcaje retrégrado que
presentaban las divisiones dorsal, ventral y
medial de aquel tras inyectar el trazador
WGA-HRP, permiti6 verificar que las
inyecciones implicaban unicamente al drea
deseada.  Todos los resultados a este
respecto  se  compararon con  los
conocimientos actuales sobre las conexiones
talamo-corticales y corroboraron que, en
cada experimento, el trazador no difundié
mas alla de los limites del area elegida. En
el caso de los experimentos con BDA, las
inyecciones fueron mucho menores, con lo
que no se corria el riesgo de que incluyeran
mads de un 4rea cortical.

El trazador WGA-HRP precipita en
forma de cristales tras ser revelado mediante
la reaccién histoquimica antes descrita, por
ello, tanto el marcaje retrégrado como
anterégrado pudieron ser mejor identificados
mediante microscopia de campo oscuro y
luz polarizada. Sin embargo, el andlisis del
transporte del BDA se realizé utilizando
microscopia de campo oscuro, de campo
claro y de contraste de interferencia
diferencial de Nomarski, no siendo util en
este caso la utilizacién de luz polarizada. De
igual modo, en el caso de las inyecciones de
doble trazado, el marcaje retrégrado y
anterégrado se analiz6 utilizando
microscopia de campo oscuro, campo claro
y de contraste de interferencia diferencial de
Nomarski.

Los dibujos en los que aparece
representada la zona de inyeccidon se
realizaron con un microscopio Optico en
campo claro, con la ayuda de una cdmara
Idcida y utilizando un objetivo Leica PL
Fluotar de 1,6x, A.N. 0,05. Por otro lado,
los dibujos que reflejan la distribucién del
marcaje en la corteza fueron realizados
utilizando un objetivo PL Fluotar de 10x,
A.N. 0,30, bajo luz polarizada, eligiendo los
cortes mas representativos para su

ilustracion. El nivel anteroposterior de los
cortes seleccionados, fue determinado
mediante la comparacién anatémica con los
niveles ilustrados en el atlas estereotdxico
del cerebro de la rata de Paxinos (1986).
Composicion de figuras

Todos los dibujos realizados fueron
escaneados (Agfa Scanner) y posteriormente
tratados digitalmente para realizar las
composiciones  finales  mediante el
programas de tratamiento de imagen Adobe
Photoshop 7.0.

Fotografia

Las fotografias fueron realizadas
mediante una cdmara fotografica digital
(Nikon DXM1200) acoplada a un
microscopio estereoscopico Leica MZ APO,
o bien a un microscopio 6ptico Leica DMRB
y en microscopia de campo claro.

Las imdgenes fueron editadas
grificamente  mediante el  programa
informatico Adobe Photoshop 7.0. Las
planchas fotograficas finales se compusieron
con Adobe Photoshop 7.0. Las impresiones
finales se realizaron en una impresora a
color por sublimacién (Fargo Pictura 310e).
Los datos originales no han sido alterados ni
en forma ni en contenido mediante ninguno
de estos procedimientos.

Analisis estadistico

Con el fin de analizar las diferencias
de tamafio entre los diferentes ntcleos de la
via auditiva, se procedi6 a la medicién de
sus areas con el programa Analisys (Soft
Imaging  System  GmbH,  Miinster,
Alemania). Las medidas fueron expresadas
en um’x10°. En el caso de la corteza
cerebral auditiva, se procedié a la medicién
de su grosor total y al grosor de las
diferentes capas corticales individualmente,
también mediante el programa Analisys.
Las medidas fueron expresadas en um. Los
datos para cada caso fueron representados
por el valor medio + la desviacion estandar
de la media. Al tratarse de muestras
pequefias e independientes utilizamos la
prueba estadistica ¢ de Student, para valorar
la significancia de las diferencias
encontradas entre los diferentes grupos de
animales. Para llevar a cabo el andlisis
estadistico, seleccionamos tres medidas de
cada caso. Las mediciones se han realizado
en diferentes niveles rostrocaudales,
seleccionando los mismos niveles en cada
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caso. Para corregir las posibles diferencias
que introducen ciertas variables extrafias y
que pudieran estar afectando nuestros
resultados, hemos utilizado un modelo de
andlisis de regresion lineal simple como es
el analisis de covarianza (ANCOVA). Este
andlisis estadistico nos permite estimar en
qué medida las diferentes variables de
confusion, bien solas o en combinacién de
dos o més de ellas, puedan estar influyendo
en la naturaleza de los resultados (Kim y
Kohout, 1975).

Para analizar las alteraciones en la
expresion de c-fos, se procedié al contaje del
numero de neuronas positivas para c-fos a lo
largo de la via auditiva. Los datos fueron
expresados en nimero de neuronas por mm?’
y, en el caso de algunos nicleos
concretamente en los nicleos mds caudales
de la via, se procedié al contaje del nimero
de neuronas totales debido a la drastica
reduccién del tamafio de los mismos. Los
datos para cada caso fueron representados
por el valor medio + la desviacién estdndar
de la media. Para llevar a cabo el andlisis
estadistico utilizamos la prueba estadistica ¢
de Student. El contaje se realizd en
diferentes niveles rostrocaudales,
seleccionando los mismos niveles en cada
caso. Como en los casos anteriores, para
controlar las posibles diferencias que
introducen las variables extrafas y que
pudieran afectar a nuestros resultados,
hemos utilizado el andlisis de covarianza
(ANCOVA).

Con el fin de analizar la distribucién
laminar de las neuronas retrégradas en el
hemisferio contralateral a la inyeccién, se
procedié al contaje del niimero de neuronas
marcadas retrégradamente en las distintas
capas de la corteza cerebral auditiva. Los
datos fueron expresados en ndmero de
neuronas totales. Los datos para cada caso
fueron representados por el valor medio + la
desviacion estdndar de la media. Del mismo
modo que en los casos anteriores utilizamos
la prueba estadistica ¢t de Student para
comprobar si las diferencias encontradas
entre los  diferentes  grupos  eran
significativas. ~ En este andlisis hemos
seleccionado 4 medidas de cada caso. El
contaje se ha realizado eligiendo los mismos
niveles rostrocaudales, en los diferentes
casos. Como en los casos anteriores y con el
mismo objetivo, utilizamos el andlisis de
covarianza (ANCOVA).

Para analizar el grado de
solapamiento entre las aferencias callosas y
las talamo-corticales se procedié a la
medicion de las dreas solapadas entre ambos
sistemas de conexiones con el programa
Analisys. Las medidas fueron expresadas en
um’x10°. Los datos para cada caso fueron
representados por el valor medio + la
desviacion estandar de la media. Para el
andlisis estadistico también utilizamos la
prueba estadistica ¢ de Student, de este modo
podemos justificar la significancia de las
diferencias encontradas entre los diferentes
grupos experimentales. Seleccionamos 3
medidas de cada caso. Las mediciones se
han realizado en diferentes niveles
rostrocaudales, siempre eligiendo los
mismos niveles en los diferentes casos.
Como en el resto de los casos analizados
utilizamos el andlisis de covarianza
(ANCOVA).
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RESULTADOS

CONTROL DE LOS EFECTOS DE
LA LESION SOBRE LA ViA
AUDITIVA CENTRAL

Determinacion del periodo critico

A diferencia de la sordera bilateral,
la cocleotomia unilateral produce un
desequilibrio de las vias auditivas ipsi- y
contralaterales, que afecta de forma
diferente a los distintos niicleos de relevo a
lo largo de la via auditiva central. La
deaferentizacién unilateral en el periodo
postnatal temprano produjo una reduccién
en el tamafio de los nicleos auditivos que
procesan informaciéon procedente de la
coclea lesionada. Es de especial relevancia
que estos cambios patoldgicos, asi como los
explicados mas adelante, s6lo fueron
evidentes si la cocleotomia se llevaba a cabo
entre los dias PO y P6, sin diferencias
apreciables entre estos dias. Por el
contrario, las cocleotomias realizadas entre
P7 y P20 no produjeron efectos destacables
en ninguno de los pardmetros estudiados a lo
largo de la via auditiva.

Alteraciones en el tamafio. Técnica de
Nissl (Figs. 8-12; grafica fig.13; tabla
fig.14)

Las alteraciones globales en la via
auditiva fueron el resultado de una
disminucién en el tamafio v,
especialmente, en la densidad neuronal.
La disminucién mds notable se observé en
los nucleos mas caudales en la via, es
decir, aquellos que se encuentran mds
préximos al receptor auditivo,
especialmente los nicleos cocleares. Por
ello, se utilizé6 como medida del grado de
éxito en la deaferentizacién auditiva el
grado de reduccién en el tamafio de los
nucleos cocleares. Unicamente  se
consideraron como vélidos para nuestro
estudio los animales experimentales que
presentaban una reduccién en el volumen
de los niucleos cocleares superior a un
20%.

Nucleos cocleares

El nicleo coclear estd formado por
dos nucleos: el nicleo coclear dorsal y el
nicleo coclear ventral, este udltimo estd
dividido en dos porciones una anterior

(anteroventral) y otra posterior (postero-
ventral). EI nidcleo coclear dorsal presenta
una apariencia laminar y se pueden discernir
tres capas y un nucleo central. En su parte
mas dorsal se encuentra la capa I, capa
molecular o superficial, con wuna baja
densidad celular, seguida en direccién
ventral de la capa II, capa intermedia o de
células fusiformes, la cual presenta una alta
densidad neuronal, con neuronas de todos
los tamaios, la regién mds ventral la ocupa
la capa profunda o polimérfica cuya
densidad de empaquetamiento celular es
menor que en la capa II, pero la prevalencia
de neuronas grandes y pequefias es mayor.
El nicleo coclear ventral estd rodeado por
una capa de células pequeiias y estd formado
por una coleccion heterogénea de células de
distinto tamafio con una variada densidad de
empaquetamiento.

En el estudio de las secciones
tefiidas con la técnica de Nissl en animales
cocleotomizados en el periodo postnatal
temprano, se realizaron medidas
cuantitativas, y se observé que la
cocleotomia unilateral producia una drastica
reducciéon en el tamafio de los ntcleos
cocleares, tanto dorsal como ventral,
ipsilaterales al oido lesionado (Fig. 8),
mientras que los contralaterales eran
normales, con una morfologia similar a la de
los animales controles, descrita con
anterioridad.

En concreto, los nucleos cocleares
ipsilaterales a la lesiébn presentaron una
reduccién media de su tamafio del 59% [53-
65%] (Fig. 13A), aproximadamente, con
respecto a los animales controles. Las
reducciones en el volumen fueron mas
evidentes en el nucleo coclear anteroventral
ipsilateral a la céclea lesionada.

Complejo olivar superior

En el complejo olivar superior de la
rata podemos discernir cuatro nucleos
principales, el nicleo lateral de la oliva
superior, el nidcleo medial de la oliva
superior, el nicleo medial del cuerpo
trapezoide y el nicleo paraolivar superior.
Estos nucleos estdn rodeados de un drea
celular difusa que se conocen como regién
periolivar.  El nucleo lateral de la oliva
superior se diferencia facilmente con Ia
técnica de Nissl, ya que presenta forma de
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“S” orientada horizontalmente y se localiza
en el borde lateral del complejo olivar
superior. El nicleo medial de la oliva
superior esta situado entre el nicleo lateral
de la oliva superior y el nicleo medial del
cuerpo trapezoide. El niicleo medial del
cuerpo trapezoide ocupa la parte mas medial
del complejo olivar superior, estd situado
entre fasciculos de fibras en el cuerpo
trapezoide. El nicleo paraolivar superior es
un nucleo facilmente visible en las
preparaciones de Nissl, ya que presenta
forma triangular y se localiza en la parte
medial del complejo olivar superior.

En los animales experimentales
observamos que la  deaferentizacion
unilateral produjo una alteracién en el
tamafio y en la morfologia del niicleo lateral
olivar superior ipsilateral al oido lesionado
(Fig. 9). El ndcleo lateral de la oliva
superior ipsilateral a la lesiones se redujo de
media un 33% [20-50%] (Fig. 13B),
aproximadamente, con respecto a los
animales controles. El resto de niicleos del
complejo olivar superior tanto ipsi-como
contralaterales a la lesion no presentaron
cambios significativos con respecto a los
animales controles.

Coliculo inferior

El coliculo inferior esta formado por
un nucleo central, una corteza externa y una
corteza dorsal.  El nicleo central del
coliculo inferior presenta una organizacién
laminar. La lamina estd compuesta por el
soma y dendritas de las células principales,
las neuronas en forma de disco. La ldmina
también estd formada por otro tipo celular,
las neuronas en forma de estrella. La
corteza externa del coliculo inferior rodea al
nucleo central del coliculo inferior, lateral,
ventral y rostralmente, en su parte lateral se
definen tres capas, la capa I que es una
continuacion de la cdpsula fibrodentritica de
la corteza dorsal del coliculo inferior, la
capa Il que estd formada por neuronas de
tamafio pequefio o mediano, y la capa III que
es la capa de mayor tamafio y estd formada
por neuronas de tamafio medio, y por células
multipolares grandes que se localizan
especialmente ventromedial y rostralmente.
La corteza dorsal del coliculo inferior
bordea la parte dorsomedial y caudal del
nucleo central del coliculo inferior, presenta
tres capas, la capa mas superficial, capa I, es

la capsula fibrocelular que se continua con la
corteza externa del coliculo inferior, estd
formada por neuronas pequefias que se
encuentran dispersas por toda la capa, la
capa mds profunda es la capa II, es la de
mayor grosor y estd formada por neuronas
de tamafio medio y pequefio, sobre todo
neuronas multipolares, estas dos capas
juntas constituyen un tercio del grosor de la
corteza dorsal del coliculo inferior. La capa
III, también contiene neuronas de tamafio
medio y pequefio.

La  deaferentizaciéon  periférica
unilateral produjo una disminucién en el
tamafio del nucleo central del coliculo
inferior (Fig. 10) contralateral a la lesion.
La reduccién del tamafio fue
aproximadamente de un 34% [27-40%] (Fig.
13C), con respecto a los animales controles.
Por el contrario el nicleo central del coliculo
inferior ipsilateral a la lesion era normal y su
morfologia era muy similar a la de los
animales controles.

Cuerpo geniculado medial

El cuerpo geniculado medial se
divide en tres nucleos: El nidcleo ventral, el
dorsal y el medial. La divisién ventral, es la
region mds prominente, constituye el 70%
del cuerpo geniculado medial, las secciones
de Nissl muestran una forma ovoide
compuesta por células de gran tamafio,
marcadas intensamente para la reaccién y
con una alta densidad celular. La divisidn
dorsal presenta una baja densidad celular y
las células se marcan débilmente. La
divisién medial es la mas pequefia de las tres
regiones, presenta una densidad celular
ligeramente superior al niicleo dorsal y
contiene una poblacion neuronal diversa en
la cual se mezclan células intensamente
marcadas con células mds pequefias y con
menor intensidad de la tincién.

A nivel talamico, el cuerpo
geniculado medial (Fig. 11) contralateral al
oido lesionado presentaba una reduccion en
su tamafio, menos drastica que en los
nicleos mas caudales de la via auditiva pero
considerable, la reduccién consistia en un
18% [13-21%] (Fig 13D), con respecto a los
animales controles. El cuerpo geniculado
medial ipsilateral a la lesién no mostrd
diferencias con respecto a los animales
controles.

El resto de nicleos de la via

41



Resultados

auditiva, tanto ipsi- como contralaterales a la
céclea lesionada no mostraron cambios
significativos.

Corteza cerebral auditiva

La corteza cerebral auditiva se
divide en tres dreas: El drea auditiva
primaria (Tel), y dos &reas secundarias
(Te2 y Te3). El estudio de nuestros
resultados se ha basado en el area auditiva
primaria (Tel), la cual segun las secciones
teflidas con el método de Nissl nos revela
que esta formada por seis capas.

La capa I se extiende unas 113 um
aproximadamente bajo la superficie pial, y
contiene muy pocas neuronas.

La capa II tiene un espesor de unas
101 um. Contiene pequeflas neuronas
polimérficas densamente empaquetadas. El
limite entre las capas II-IIl es dificil de
establecer, aunque en ¢él se observan
neuronas de mayor tamafio y una ligera
disminucién del empaquetamiento celular.

La capa III tiene un espesor de 374
wm. Se caracteriza por la heterogeneidad
de la forma de sus células, asi como en la
orientacion y formas de sus darboles
axonicos y dentriticos. Contiene neuronas
piramidales y de axén local, como las
neuronas en cesto y las de candelabro.

La capa IV tiene un espesor de 111
wm. Fundamentalmente, contiene neuronas
estrelladas espinosas de pequefio tamafio,
distinguiéndose de las neuronas de capa III
y V, las cuales son mucho mayores.
También contienen neuronas de axén local
como las neuronas bipolares y las de doble
penacho.

La capa V tiene un espesor de unas
304 um. Se diferencia de la capa IV por un
sensible aumento del tamafio de las células
y una disminucion de la densidad neuronal.
Las grandes neuronas piramidales de esta
capa son mds numerosas en la subcapa més
profunda. Las neuronas de axén local
tipicas de esta capa, como en capa III, son
las neuronas en cesto y las de candelabro.

La capa VI tiene un espesor de unas
384  pm. Contiene neuronas muy
empaquetadas de contorno aplanado.
Observamos tanto neuronas piramidales
como no piramidales. Las neuronas no
piramidales de  axén local  maés
caracteristicas de esta capa son las neuronas

de Martinotti de axén descendente.

Tras producirse la deaferentizacion
periférica unilateral en el periodo postnatal
temprano, se pudo apreciar que la
cocleotomia unilateral producia altera-
ciones fédcilmente evidenciables en la
corteza contralateral al oido lesionado (Fig.
12), mientras que la corteza ipsilateral era
enteramente normal. De hecho, en cortes
tefiidos con el método de Nissl se apreci
una reduccién en el grosor de la corteza
auditiva contralateral a la lesién del 7%
aproximadamente [4-8%] (Fig. 13E), asi
como una desestructuracion de la
laminacién cortical, por lo que las capas
que la componen aparecian con limites
menos claros, especialmente la capa IV,
que presentaba una escasa diferenciacion.
En cuanto al grosor de las capas corticales,
las capas Il y IV (Fig. 13F) presentaban un
menor espesor que las de los animales
controles, mientras que las ipsilaterales a la
lesién no mostraban cambios significativos.
Alteraciones en la expresion de las
enzimas. Acetilcolinesterasa,
citocromo-oxidasa, NADPH-diaforasa
(Figs. 15-29; Tabla fig. 30)

Aparte de las diferencias de tamaiio,
el andlisis de la expresiéon de las enzimas
acetilcolinesterasa, citocromo-oxidasa Yy
NADPH-diaforasa a lo largo de los nicleos
de la via auditiva mostré que la cocleotomia
unilateral en el periodo postnatal temprano
producia una disminucién de la reactividad
de varias enzimas en nucleos auditivos
especificos.

Niicleos cocleares

El andlisis de la expresion de la
acetilcolinesterasa en los niicleos cocleares
de los animales controles manifiesta que la
reactividad para dicha enzima es
especialmente intensa en el nicleo coclear
dorsal. En los animales experimentales,
observamos que la cocleotomia unilateral
periférica producida en el periodo postnatal
temprano mostraba una reduccién en la
expresion de la acetilcolinesterasa en los
nicleos cocleares ipsilaterales a la cdclea
lesionada (Fig. 15).

La reactividad para la citocromo-
oxidasa en los nicleos cocleares de los
animales controles se localiza en el ndcleo
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coclear dorsal y en el niicleo coclear ventral,
tanto en su porcién anterior como en su
porcion posterior. La reactividad de la
citocromo-oxidasa en  los  animales
experimentales (Fig. 16) no presentaba
ninguna variacién con respecto a los
animales controles.

La reactividad de la NADPH-
diaforasa se localiza principalmente en el
nicleo coclear ventral. La reactividad de la
NADPH-diaforasa en los  animales
experimentales (Fig. 17) no presentaba
ninguna variacién con respecto a los
animales controles.

Complejo olivar superior

El andlisis de la expresiéon de la
enzima acetilcolinesterasa en el complejo
olivar superior de los animales controles
revela que el marcaje para la
acetilcolinesterasa se localiza principalmente
en el nicleo lateral de la oliva superior y en
la region periolivar; esta tltima presenta una
menor intensidad en la tincién de la enzima.
La cocleotomia unilateral periférica
producida en el periodo postnatal temprano
mostraba una reduccion en la expresion de la
acetilcolinesterasa en el nicleo lateral de la
oliva superior ipsilateral a la cdclea
lesionada (Fig. 18).

En el caso de la citocromo-oxidasa
observamos que la reactividad de 1la
citocromo-oxidasa se localiza en el nicleo
lateral de la oliva superior, en el nicleo
paraolivar superior y en el nicleo medial del
cuerpo trapezoide, este ultimo es el que
contiene sobre todo células marcadas
positivamente para la citocromo-oxidasa.
Tras producirse la cocleotomia la reactividad
para la citocromo-oxidasa se redujo
ipsilateralmente en el ndcleo lateral de la
oliva superior (Fig. 19).

La actividad de la NADPH-
diaforasa se distribuye fundamentalmente
en el nicleo lateral de la oliva superior, en el
nicleo paraolivar superior y en el nicleo
medial del cuerpo trapezoide. La mayor
densidad de células positivas para la
NADPH-diaforasa aparece en el nicleo
medial del cuerpo trapezoide. En los
animales experimentales pudimos observar
como la cocleotomia unilateral producia una

reduccion de la enzima en el nicleo
paraolivar superior y en el nicleo medial del
cuerpo trapezoide contralaterales a la cdclea
lesionada (Fig. 20).

El resto de nucleos que forman parte
del complejo olivar superior, tanto ipsi-
como contralaterales a la lesién no
mostraron cambios significativos en la
expresion de las diferentes enzimas
analizadas.

Coliculo inferior

El estudio enzimatico del coliculo
inferior indica que la reactividad de la
acetilcolinesterasa se distribuye
fundamentalmente en el nidcleo central del
coliculo inferior. Mientras que las cortezas
externa y dorsal del coliculo inferior
presentan un marcaje menos intenso. Tras
analizar los efectos de la deaferentizacion
observamos como la actividad de la enzima
se vio reducida principalmente en el nicleo
central del coliculo inferior contralateral a la
lesion (Fig. 21).

En el caso de la citocromo-oxidasa,
en el nicleo central del coliculo inferior
aparece una banda de marcaje para la
citocromo-oxidasa, la corteza externa
presenta una intensidad de la tincién
moderada, con una mayor concentracién
enzimadtica en la capa II. La corteza dorsal
presenta baja reactividad para la citocromo-
oxidasa. Al analizar los casos de los
animales experimentales observamos que la
reduccién de la expresion de la enzima fue
notable en nidcleo central del coliculo
inferior contralateral a la lesion (Fig. 22).

El andlisis de la distribucién de la
NADPH-diaforasa indica que la enzima se
encuentra con una elevada densidad en las
cortezas dorsal y externa del coliculo
inferior, mientras que el niucleo central del
coliculo inferior presenta una intensidad de
la tincion ligeramente menor. El anilisis de
la NADPH-diaforasa tras la cocleotomia
periférica unilateral en el periodo postnatal
temprano, mostraba una reduccidn ligera de
su actividad en el nicleo central del coliculo
inferior contralateral a la lesion (Fig. 23).
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Cuerpo geniculado medial

A nivel talamico, la
acetilcolinesterasa se distribuye
principalmente en el nicleo ventral del
cuerpo geniculado medial. Cuando
producimos una ablacién coclear unilateral
en el periodo postnatal temprano

encontramos alteraciones en la expresion de
la acetilcolinesterasa. Concretamente
observamos una leve disminucién en la
expresion de su reactividad en el nicleo
ventral del cuerpo geniculado medial
contralateral a la lesion (Fig. 24).

En el caso de la citocromo-oxidasa
el nicleo que presenta mayor intensidad de
la tincién es el nicleo ventral del cuerpo
geniculado medial, los nicleos medial y
dorsal también se marcan pero mas
débilmente, sobre todo el dorsal que
presenta la mds baja intensidad de actividad
para la citocromo-oxidasa de todos los
ndcleos auditivos. Tras el andlisis de la
citocromo-oxidasa en animales experimen-
tales observamos como su actividad se vio
reducida en el nidcleo ventral del cuerpo
geniculado medial contralateral a la lesion
(Fig. 25).

En el caso de la NADPH-diaforasa
se tifien principalmente las células de la
parte dorsal del nicleo suprageniculado y de
la parte basal del nicleo medial del cuerpo
geniculado medial. La presencia de los
somas positivos para la NADPH-diaforasa
se limita a su tercio caudal. En los animales
experimentales se observaron cambios en la
expresion de la  NADPH-diaforasa,
concretamente se produjo una disminucién
de la intensidad de la tincién de la NADPH-
diaforasa en el nidcleo ventral del cuerpo
geniculado medial contralateral a la lesion
(Fig. 26).

Los otros niicleos de la via central
auditiva, tanto ipsi- como contralaterales a la
coclea lesionada, no mostraron cambios
significativos en la expresiéon de las
diferentes enzimas analizadas.

Corteza cerebral auditiva

El estudio de la corteza cerebral
auditiva con técnicas enzimdaticas muestra

que la cocleotomia unilateral no sélo
produce alteraciones citoarquitecténicas en
la corteza cerebral auditiva contralateral al
oido lesionado, sino que también se
observaron cambios neuroquimicos en la
corteza.

El andlisis neuroquimico de la
corteza cerebral auditiva mediante la técnica
histoquimica de la acetilcolinesterasa,
indica que el patrén de expresion de la
acetilcolinesterasa consiste en una banda
densa en las capas IlIb y IV. Tras
producirse una ablacion coclear unilateral en
el periodo postnatal temprano, se observo
una disminuciéon de la intensidad del
marcaje en la corteza cerebral auditiva
contralateral a la cbclea lesionada,
especificamente en el neuropilo de las capas
IIT y IV, que constituyen el destino de las
proyecciones tdlamo-corticales (Fig. 27).

El andlisis de la citocromo-oxidasa
en animales controles indica que la
reactividad de la citocromo-oxidasa se
distribuye en todas las capas corticales,
destacando una banda de mayor intensidad
en la capa IV. Tras producirse una lesién en
la coclea se ponia de manifiesto una
disminucién de la intensidad de la tincién en
la corteza contralateral a la lesion,
concretamente en las capas IIb y IV
(receptoras talamicas) (Fig. 28).

En el caso de la NADPH-diaforasa,
las células positivas aparecen dispersas entre
las capas II-VI de la corteza auditiva
primaria. La capa IV presenta una banda de
mayor intensidad. Del mismo modo que en
el caso anterior, en el andlisis de la NADPH-
diaforasa en la corteza cerebral auditiva
contralateral a la coclea lesionada
encontramos una reduccion en la intensidad
del marcaje especificamente en las capas III
y IV (Fig. 29).

Alteraciones en la expresion de
proteinas ligadoras de Calcio.
Calbindina, Calretinina y
Parvoalbimina (Figs. 31-37; Tabla
fig. 38)

El andlisis de las proteinas ligadoras
de calcio a lo largo de los diferentes nicleos
que forman parte de la via auditiva mostré
cambios en la expresiéon de determinadas
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proteinas ligadoras de calcio en algunos
ntcleos de la via auditiva.

Nucleos cocleares

El andlisis de los casos controles
mediante inmunocitoquimica para
calbindina, manifiesta que la mayor
poblacién de células Cb positivas ocupaban
principalmente la porcidén posterior del
nucleo coclear ventral. El nicleo coclear
dorsal también presenta células marcadas
para la calbindina; las neuronas de pequefio
tamafio se encuentran en sus capas
superficiales y las neuronas de mayor
tamafio en sus capas mas profundas. El
estudio de los casos experimentales
manifestd que, tanto los nucleos cocleares
que reciben informacién procedente del oido
lesionado, como los que reciben informacién
del oido no alterado, presentaban el mismo
nimero de neuronas positivas, con
morfologia y localizacién laminar similares.

En el caso de la calretinina, en los
animales controles, los somas inmu-
norreactivos se localizan en el drea ventral
del ndcleo coclear posteroventral. En el
nucleo coclear dorsal las neuronas positivas
para la Cr se sitdan en las capas mads
profundas, e incluso algunos somas de
menor tamafio se encuentran en la capa II.
En el ndcleo coclear anteroventral las
neuronas Cr positivas son obvias en el drea
dorsolateral de la raiz del nervio auditivo,
mientras que las dreas mds rostrales y mads
dorsales no tienen células marcadas para la
Cr. Sin embargo, en la capa superficial
(capa celular granular) del nicleo coclear
anteroventral se observan pequefios somas
Cr positivos. La inmunorreactividad para la
calretinina en el neuropilo se encuentra en
las capas mas profundas del nicleo coclear
dorsal (capa II) y es muy intensa en las
fibras de la porcién anterior del nicleo
coclear ventral. Del mismo modo que en el
caso anterior, el andlisis de la expresion de
la calretinina en los animales experimentales
nos indicé que la actividad de la calretinina
no mostraba cambios notables en los niicleos
cocleares dorsal y ventral tanto ipsi- como
contralaterales a la cdclea lesionada.

Los somas inmunoreactivos para la
parvoalbimina se localizan principalmente
en la capa I del nicleo coclear dorsal. Un

gran nimero de somas marcados para la Pv
se distribuyen tanto en el 4rea ventral del
nicleo coclear posteroventral como en el
nucleo coclear anteroventral. El marcaje del
neuropilo es muy intenso en el nicleo
coclear ventral tanto en su divisién
anteroventral como en la posteroventral. En
contraste, el nucleo coclear dorsal se tifie
débilmente. También aparece inmu-
norreactividad para la parvoalbimina en el
nervio auditivo. El andlisis de la expresion
de la parvoalbimina en los animales
experimentales manifestd6 una evidente
reduccién en la expresion de la enzima en el
neuropilo del nicleo coclear ventral
ipsilateral a la lesion (Fig. 31).
Complejo olivar superior

El andlisis de la expresion de la
calbindina en los animales controles
muestra que la reactividad de la proteina es
muy intensa en el neuropilo del nicleo
lateral de la oliva superior, y en el nicleo
paraolivar  superior. Las neuronas
inmunopositivas para la Cb aparecen en el
ntcleo medial del cuerpo trapezoide. En el
caso de los animales experimentales, se
observé una disminucion en la intensidad de
la tincién en el neuropilo del nicleo
paraolivar superior contralateral a la lesién
(Fig. 32). Asimismo se hizo patente una
reduccion en el ndmero de neuronas
positivas para la Cb en el niicleo medial del
cuerpo trapezoide contralateral a la lesion.

Los somas positivos para la
calretinina en los animales controles se
distribuyen fundamentalmente en el nicleo
medial del cuerpo trapezoide y unos pocos
somas se localizan en el drea periolivar. El
neuropilo del nidcleo medial del cuerpo
trapezoide se encuentra intensamente
marcado para la calretinina, e incluso se
pueden observar terminales axénicos. La
expresion de la calretinina tras producirse
una ablacién periférica unilateral en el
periodo postnatal temprano no mostraba
variaciones en ningin ntcleo del complejo
olivar  superior tanto  ipsi- como
contralaterales a la lesidn.

Los resultados obtenidos tras el
andlisis de la reactividad de |Ia
parvoalbimina en los animales controles
indicaba que todos los nicleos del complejo
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olivar superior contenian elevada
inmunorreactividad para la parvoalbimina.
La mayor densidad en los somas
parvoalbimina positivos aparecia en niicleo
medial del cuerpo trapezoide, el nicleo
paraolivar superior, y el niicleo lateral de la
oliva superior. También se marcan, aunque
con menor intensidad, algunos somas en el
nicleo medial de la oliva superior y en las
areas periolivares. El neuropilo se marca
muy intensamente en todos los nicleos del
complejo olivar superior, aunque los nicleos
que presentan mayor intensidad de la tincién
son el nicleo lateral de la oliva superior y el
nicleo medial de la oliva superior. En el
caso de los animales experimentales
observamos que la reactividad para la
parvoalbimina se vio reducida en el
neuropilo del nicleo lateral de la oliva
superior ipsilateral a la lesion (Fig 33).

El resto de nicleos del complejo
olivar  superior tanto  ipsi- como
contralaterales a la lesibn no mostraron
cambios significativos en la expresion de las
proteinas ligadoras de calcio analizadas.

Coliculo inferior

El andlisis de la expresiéon de la
calbindina en los animales controles indica
que el nicleo central del coliculo inferior
presenta baja intensidad de la tincién y un
escaso numero de células calbindina
positivas, en contraste con la intensa
inmunorreactividad de la proteina en las
cortezas dorsal y externa del -coliculo
inferior. El andlisis de la calbindina en los
animales experimentales nos indicé que la
expresion de dicha enzima no presentaba
cambios significativos en su expresion en el
ndcleo central del coliculo inferior tanto
ipsi- como contralateral a la lesion.

En los animales controles, el
marcaje para la calretinina, tanto en somas
como en el neuropilo, se encuentra
exclusivamente en las capas I y II de la
corteza dorsal y de la corteza externa del
coliculo inferior. Sin embargo en el niicleo
central del coliculo inferior no aparece
marcaje para la calretinina. Del mismo
modo que en el caso de la calbindina el
estudio del coliculo inferior en los animales
experimentales mostraba que la expresion
para la calretinina no se vio alterada en el

ntcleo central del coliculo inferior, ni ipsi-
ni contralateralmente a la ciclea lesionada.

Tras el estudio de la reactividad de
la parvoalbtimina tanto en el soma como en
el neuropilo en los animales controles
observamos cémo la actividad para la
parvoalbimina se encuentra principalmente
en el nidcleo central del coliculo inferior y en
las capas II-III de la corteza dorsal del
coliculo inferior, y de la corteza externa del
coliculo inferior. Asi, tinicamente la capa I
de la corteza dorsal del coliculo inferior y de
la corteza externa del coliculo inferior se
encuentra  desprovista de  elementos
inmunorreactivos para la parvoalbimina. El
andlisis de la expresion de la parvoalbiimina
en el coliculo inferior de los animales
deaferentizados en el periodo postnatal
temprano no mostraba cambios
significativos con respecto a los animales
controles.

Cuerpo geniculado medial

En los animales controles analizados
observamos que todos los nicleos del
cuerpo geniculado medial contienen marcaje
para la calbindina. El nicleo ventral del
cuerpo geniculado medial es el nicleo que
presenta un marcaje mas débil, la
inmunorreactividad en este nidcleo incluye
somas positivos para la calbindina y un
marcaje difuso en el neuropilo. El niicleo
dorsal del cuerpo geniculado medial es el
nicleo mas densamente tefiido, la mayor
concentracién de marcaje aparece en la parte
dorsal y con una reduccién en la parte
ventral. En este niicleo tanto el soma como
el neuropilo son inmunorreactivos para la
calbindina, y a pesar de la gran cantidad de
proteina difusa algunas dentritas son
visibles. En el nicleo medial del cuerpo
geniculado medial la intensidad de la tincién
varia de moderada a fuerte en la mitad
medial y es mas débil en la mitad lateral, la
regién posterior presenta un marcaje mas
tenue. La inmunorreactividad en el nicleo
medial del cuerpo geniculado medial incluye
tanto somas positivos como intensidad de
marcaje en el neuropilo. El estudio de la
expresion de la calbindina en los animales
experimentales mostraba una disminucién
en la intensidad de la tincién en todas las
divisiones del cuerpo geniculado medial
contralateral a la lesion (Fig. 34).
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En los animales controles el marcaje
para la  calretinina se  localiza
principalmente en los nucleos dorsal y
medial del cuerpo geniculado medial,
mientras que la divisién ventral se
caracteriza por la falta de
inmunorreactividad. Tras estudiar la
inmunorreactividad en los  animales
experimentales no se apreciaban diferencias
significativas entre el cuerpo geniculado
medial ipsi- y contralateral a la lesion.

En el caso de la parvoalbiumina, en
los animales controles el marcaje es intenso
en el nidcleo ventral del cuerpo geniculado
medial, y de hecho, este nicleo es uno de los
nicleos mas intensamente marcados para la
parvoalbimina en la via auditiva. Esta
tinciéon no incluye somas, sélo fibras y
axones terminales. En el nicleo dorsal la
intensidad del neuropilo es moderada,
claramente méis baja que en el nicleo
ventral. Dentro del ndcleo dorsal del cuerpo
geniculado  medial hay  diferencias,
especificamente en la parte ventral, que se
encuentra en el borde con el nicleo ventral
del cuerpo geniculado medial, donde
presenta mayor intensidad de marcaje,
aunque los somas no se tifien. En el nicleo
medial del cuerpo geniculado medial la parte
lateral se marca intensamente para la Pv,
mientras que la parte medial presenta un
marcaje moderado. La mayoria del marcaje
incluye fibras, sin embargo también
encontramos un débil marcaje en el soma del
nucleo medial del cuerpo geniculado medial
posterior. En el caso de la parvoalbimina en
los animales experimentales no se
apreciaban diferencias significativas entre el
cuerpo  geniculado medial ipsi- |y
contralateral a la lesion.

Corteza cerebral auditiva

Mediante  la  utilizacién  de
inmunocitoquimica para calbindina en los
animales controles se observa mayor
intensidad de marcaje en el neuropilo de las
capas I-Ill. Se observan dos tipos de
neuronas calbindina positivas, las primeras
se tifien moderadamente, son relativamente
mas pequefias y estdin mds densamente
empaquetadas, estas neuronas se encuentran
en las capas II-III. La segunda clase de
células presenta un soma marcado mas

intensamente con dentritas claramente
marcadas y presenta una variedad de
morfologias no piramidales, estas neuronas
se distribuyen en las capas corticales II-VI,
con un incremento en su concentracion en la
capa V. En la capa VI se observa un
marcaje menos intenso para la calbindina.
Por ultimo, en la capa I aparecen pocos
somas ovales tefiidos débilmente. La
inmunocitoquimica para calbindina en los
animales experimentales mostré6 que en la
corteza cerebral auditiva contralateral al
ofdo lesionado se observaba una
disminucién en la densidad de neuronas
positivas para la calbindina y una reduccién
de la intensidad del marcaje del neuropilo en
las capas I-11I, V y VIb. (Fig. 35).

La inmunocitoquimica para
calretinina en los animales controles
muestra que las neuronas calretinina
positivas estidn presentes en todas las capas
corticales, pero son predominantes en las
capas II-III. Las capas que presentan mayor
intensidad de marcaje para la calretinina son
las capas V y VIb. La inmunocitoquimica
para  calretinina en los  animales
experimentales mostré que ambas cortezas
presentaban el mismo nimero de neuronas
positivas, con morfologia y localizacién
laminar similares. Sin embargo, en la
corteza cerebral auditiva contralateral al
oido lesionado se observaba una
disminucién de la intensidad del marcaje del
neuropilo en las capa VIb (Fig. 36).

En los animales controles la
inmunocitoquimica para la parvoalbimina
muestra que en la capa I la intensidad de
tincién de la parvoalbimina es baja, por el
contrario, en el resto de capas corticales el
marcaje es muy intenso. La mayor
intensidad de marcaje se encuentra en la
parte media e inferior de la capa V, en las
capas III-IV y VI. Las células marcadas
estdn bastante dispersas y aparecen en las
capas II-VI, con morfologias diversas.
Muchas de estas células se tifien
intensamente y tienen formas no piramidales
sin  dendritas  apicales, tipicas de
interneuronas, aunque también observamos
células positivas para parvoalbiimina en las
capas infragranulares profundas que si
exhiben una soma triangular. Del mismo
modo que en el resto de las proteinas
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ligadoras de calcio estudiadas en los
animales experimentales, en la corteza
cerebral auditiva contralateral al oido
lesionado también se produjeron cambios en
la expresion de la parvoalbimina, y en este
caso se observaba una disminucién de la
intensidad del marcaje del neuropilo en
general y mds especificamente se observaba
la desaparicién de la banda de marcaje en la
capa cortical IV (Fig. 37).

Alteraciones en la expresion de c-fos
(Figs. 39-43; graficas figs. 44, 45, 46;
tabla fig. 47)

Los resultados obtenidos en el
anélisis de la expresion de las enzimas, y las
proteinas ligadoras de calcio han sido
confirmados  por  técnicas  inmuno-
citoquimicas para la expresion de c-fos. El
andlisis de la expresién de c-fos a lo largo de
la via auditiva ascendente mostré6 que la
deaferentizacion periférica unilateral en el
periodo postnatal temprano produce una
alteracién en el nimero de neuronas c-fos
positivas.

Nicleos cocleares

En el caso de los nucleos cocleares,
el andlisis de la expresion de c-fos en los
animales controles expuestos a un estimulo
sonoro (ver material y métodos) muestra que
las células inmunorreactivas para el c-fos
estan ampliamente distribuidas en el niicleo
coclear dorsal, en el que las neuronas se
sitdan a lo largo del eje dorsomedial a
ventrolateral, con un predominio en las
capas mas superficiales del niicleo. En el
ndcleo coclear ventral, las neuronas
positivas para c-fos se limitan a su porcién
posterior. La deaferentizaciéon periférica
unilateral produjo una reduccién en el
nimero de neuronas c-fos positivas en el
ntcleo coclear dorsal y ventral ipsilaterales a
la lesién (Fig. 39), la reduccion fue del 47%
con respecto a los animales controles. Sin
embargo, el nicleo coclear dorsal y ventral
contralaterales a la lesién tnicamente
presentaron una reduccién del 3% (Fig.
44A) (este dato se obtuvo utilizando el
nimero total de neuronas, en lugar de la
densidad neuronal para un drea determinada
debido a la dréstica reduccidn del tamafio de
los nicleos).

Complejo olivar superior

Las neuronas inmunorreactivas para
c-fos se distribuyen en los diferentes nicleos
del complejo olivar superior, con un
predominio en el nicleo medial del cuerpo
trapezoide. Las neuronas positivas para c-
fos se extienden en el borde del nucleo
lateral de la oliva superior, en el nicleo
paraolivar superior, en el nicleo medial de
la oliva superior y en la regién periolivar.
Tras producirse una cocleotomia unilateral
pudimos observar cémo el nicleo lateral de
la oliva superior ipsilateral (Fig. 40)
presentaba una morfologia alterada, con
Iimites menos claros y una disminucién en el
nimero de neuronas c-fos positivas,
aproximadamente del 64% con respecto a
los animales controles (Fig. 44B). En el
ntcleo medial de la oliva superior ipsilateral
observamos una disminucién en la
inmunorreactividad para el c-fos, un 17%
con respecto a los animales controles (Fig
44C). El nicleo medial del cuerpo
trapezoide ipsilateral a la lesion (Fig 40)
también presentaba una reduccién del 30%
aproximadamente en el nimero de neuronas
c-fos positivas con respecto a los animales
controles (Fig 44D), mientras que en el
ndcleo lateral de la oliva superior, nicleo
medial de la oliva superior, y el ntcleo
medial del cuerpo trapezoide contralaterales
a la lesibn no aparecian alteraciones
significativas con respecto a los animales
controles (1%, 3% y 7% repectivamente).
Sin embargo, en el lado contralateral a la
lesién observamos que el niicleo paraolivar
superior presentaba una disminucién en el
nimero de neuronas c-fos positivas, en
concreto la reduccién consistié en un 16%,
mientras que en el lado ipsilateral la
reduccion en el nimero de neuronas c-fos
positivas fue del 5% (este dato se obtuvo
utilizando el ndmero total de neuronas, en
lugar de la densidad neuronal para un area
determinada debido a la drastica reduccién
del tamafio del nidcleo paraolivar superior
(Fig. 45A)).

Coliculo inferior

El andlisis del c-fos en el nicleo
central del coliculo inferior manifiesta que
las neuronas c-fos positivas se distribuyen
en el nidcleo central del coliculo inferior y en
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las cortezas dorsal y externa del coliculo
inferior. La inmunocitoquimica para c-fos
en animales experimentales mostraba una
reduccién en el nimero de neuronas c-fos
positivas en todos los niicleos del coliculo
inferior contralateral a la lesion (Fig. 41) con
una disminucién de aproximadamente 66%
con respecto al control, mientras que en el
lado ipsilateral a la lesién la reduccion fue
de aproximadamente 11% (Fig. 45B).
Cuerpo geniculado medial

A nivel taldmico, observamos que
las neuronas inmunorreactivas para c-fos se
localizan principalmente en el niicleo medial
y ntcleo dorsal del cuerpo geniculado
medial, mientras que el nicleo ventral
presenta muchas menos. En los animales
experimentales observamos una reduccién
en el nimero de neuronas c-fos positivas en
el ndcleo ventral del cuerpo geniculado
medial contralateral a la lesién (Fig. 42), con
una reduccién del 21% con respecto a los
animales no cocleotomizados, mientras que
en el lado ipsilateral a la lesion la reduccién
no fue significativa (1%). La reduccion en
el nidcleo ventral del cuerpo geniculado
medial contralateral era menor a la
encontrada en los nicleos inferiores de la via
auditiva, pero significativa (Fig. 45C).

El resto de nicleos de la via auditiva
analizados con técnicas inmunocitoquimicas
para la expresién de c-fos, tanto ipsi- como
contralaterales a la cdclea lesionada, no
mostraron cambios significativos.

Corteza cerebral auditiva

El andlisis de la expresién de c-fos
en la corteza cerebral auditiva muestra que
las neuronas inmunorreactivas para el c-fos
se distribuyen en todas las capas corticales, a
excepcion de la capa més superficial, la capa
I, que apenas presenta células c-fos
positivas. La capa que presenta mayor
nimero de neuronas positivas para el c-fos
es la capa IV. La inmunocitoquimica para c-
fos en animales que habian sido
deaferentizados en el periodo postnatal
temprano mostraba una  considerable
disminucién en el nimero de neuronas c-fos
positivas en todas las capas corticales, pero
principalmente en las capas II, Il y IV (Fig.
43). Concretamente, la capa II presentaba

una reduccién en el nimero de neuronas c-
fos positivas del 72%, la capa III, del 79%,
la capa IV del 57% y por ultimo, las capas V
y VI presentaron una disminucién de
neuronas algo menor, en concreto la capa V
present6 una reduccién del 33% y por dltimo
la capa VI del 28% (Fig. 46). Por el
contrario, en la corteza cerebral auditiva
ipsilateral a la cdclea lesionada todos los
parametros estudiados fueron normales.

Tomando en conjunto todos estos
datos se puede concluir que la
deaferentizacion periférica unilateral resulta
en alteraciones globales en el desarrollo de
la corteza cerebral auditiva, reflejadas no
s6lo en alteraciones a largo plazo de la
citoarquitectura cortical, sino también de
circuitos neurales altamente especificos
desde el punto de vista neuroquimico,
reflejados en cambios en la expresion de
determinadas enzimas, proteinas ligadoras
de calcio y marcadores neuronales en capas
concretas de la corteza cerebral auditiva que
recibirfan, en circunstancias normales, la
informacién procedente del oido lesionado.
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Conexiones tdlamo-corticales y
conexiones cortico-corticales
interhemisféricas
Conexiones tdlamo-corticales

En primer lugar analizamos las
conexiones tdlamo-corticales, procedentes
de las inyecciones en el nucleo ventral del
cuerpo geniculado medial, en la corteza
homolateral al lugar de la inyeccion.

Control de la zona de inyeccion

Las inyecciones en el nicleo ventral
del cuerpo geniculado medial no invadieron
los nudcleos adyacentes y las neuronas
callosas marcadas retrogradamente se
encontraban concentradas en el drea Tel
(drea auditiva primaria). Este patrén de
marcaje coincide con estudios previos (Fig.
48).

Animales controles

El patrén normal de distribucién de
los axones talamo-corticales auditivos,
observado en los cortes coronales de los
animales controles consistia en tres parches
que se extendian a lo largo del eje rostro-
caudal de la corteza cerebral auditiva. Los
dos parches mas dorsales se situaban en el
area auditiva primaria (Tel) y, el mads
ventral se extendia en el 4rea auditiva de
asociacion (Te3) (Fig. 49A). Los parches
aparecian separados por zonas de marcaje
menos intenso (Fig 49B). Los tres parches
se extendian dorsoventralmente entre 300-
500 wm. La distancia entre los parches
variaba entre 400-500 um (Fig. 49C). En
cuanto a la extension mediolateral era de
300 um aproximadamente, la extension de
los  diferentes parches no  variaba
significativamente, sin embargo el parche
mdas ventral era el que presentaba menor
extension mediolateral (Fig. 49D).

Los axones tdlamo-corticales en el
hemisferio homolateral al talamo inyectado
ocupaban principalmente las capas corticales
IlIb y IV. Algunos fasciculos de axones
alcanzaban el borde de las capas II y III.
Ademads, en algunos casos aparecian axones
en la mitad externa de la capa I, que se
extendian tangencialmente largas distancias

(Fig. 50).
Animales cocleotomizados

Sin embargo, en los animales
inyectados en el tdlamo contralateral a la
lesién y que por lo tanto reciben informacién
procedente del oido lesionado, se habia
producido una alteracién del patréon de
distribucién de los axones tdlamo-corticales
auditivos 'y, se podia ver un patrén
claramente anormal. En la mayoria de los
casos analizados los parches de axones
tdlamo-corticales se extendian  rostro-
caudalmente ocupando una extensiéon mayor
a lo largo del eje dorsoventral de la corteza
cerebral auditiva, en comparaciéon con los
animales controles, concretamente, los
parches se  extendian, 1200 wm
aproximadamente (Fig 51A). La densidad
de los botones sindpticos en los animales
experimentales era similar a la encontrada
en animales controles.

Los parches estaban separados por
regiones de marcaje menos intenso, O
incluso en muchos niveles rostrocaudales
analizados la presencia de marcaje era
practicamente inexistente. La distancia
entre los parches, era alrededor de 500 pum
(Fig 51B). En cuanto a la extension
mediolateral no habia diferencias con
respecto a los animales controles, la
extension era de 300 um (Fig. 51D).

En cuanto a la distribucién laminar
de los axones tdlamo-corticales no
presentaban diferencias con respecto a los
animales controles. Los axones tdlamo-
corticales se localizaban en las capas
corticales IIIb y IV.  Algunos axones
llegaban hasta el borde de las capas 11 y 111
Incluso en algunos casos aparecian axones
en la mitad externa de la capa I (Fig. 52).

Analisis del patrén talamo-

cortical en secciones tangenciales

Con el fin de verificar los resultados
obtenidos en las secciones coronales y de
revelar detalles topograficos del patrén
tdlamo-cortical que no pueden ser aportados
en los cortes coronales, nosotros
examinamos las  conexiones tdlamo-
corticales en secciones tangenciales de
animales controles y animales cocleo-
tomizados. En las secciones tangenciales de
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ambos grupos de animales, se mantenian las
caracteristicas o rasgos principales del
patrén  tdlamo-cortical ~ descrito  con
anterioridad y ademads se aportaban nuevos
datos topogréaficos mas especificos (Ver el
epigrafe “Inyecciones de doble trazado.
Topografia y grado de solapamiento entre
ambos sistemas de conexiones”).
Conexiones cortico-corticales

En segundo lugar analizamos las
conexiones cortico-corticales, procedentes
de las inyecciones en la corteza cerebral
auditiva (Tel), en el lado opuesto al lugar de
la inyeccion.

Control de la zona de inyeccion

Las inyecciones en Tel no
invadieron la sustancia blanca ni los campos
corticales adyacentes. Las neuronas
taldmicas marcadas retrégradamente se
encontraban concentradas en el nicleo
ventral del cuerpo geniculado medial. Este
patrén de marcaje coincide con estudios
previos (Fig. 54).

Animales controles

El patron normal de distribucién de
los axones callosos auditivos, observado en
los cortes coronales de los animales
controles consistia en dos columnas
separadas y bien definidas que se extendian
rostrocaudalmente. La columna dorsal se
localizaba en la regién correspondiente al
area auditiva primaria (Tel), y la columna
ventral se encontraba en el area auditiva de
asociacion (Te3), esta columna de marcaje
era mucho menos densa que la columna
dorsal (Fig. 55A). El marcaje anterégrado,
reflejo de la distribucién contralateral de los
axones callosos auditivos, nunca aparecia en
dreas no auditivas de la corteza cerebral.
Las bandas se separaban por zonas sin
marcaje 0 con un marcaje muy tenue, la
distancia entre ambas bandas era de
1000 um aproximadamente. La extension
dorsoventral variaba entre 400-500 um (Fig.
55B).

En cuanto a la distribucién laminar
de los axones talamo-corticales, los axones
callosos en la corteza contralateral a la
inyecciéon se extendian mediolateralmente
ocupando la totalidad de las capas corticales
(Fig. 56).

Animales cocleotomizados

Sin embargo, en el lado contralateral
a la lesiébn, y que por tanto recibe
informacién procedente del oido lesionado,
se habia producido una alteracién en el
patrén de distribucién de las conexiones
cortico-corticales, en estos casos, aparecian
bandas cértico-corticales que se extendian a
lo largo del eje rostro-caudal. Este marcaje
anterégrado, nunca aparecia en dreas no
auditivas de la corteza cerebral. Las bandas
se encontraban separadas por zonas de
marcaje menos intenso, la distancia entre las
distintas bandas variaba dependiendo del
nivel rostrocaudal (Fig. 57A). La extensioén
dorsoventral variaba, dependiendo de la
banda y de su localizacion a lo largo del eje
rostrocaudal (Fig. 57B). En algunos casos
aparecian bandas mds extensas de lo normal
(Fig 57D) y bandas con una localizacién
claramente anormal (Fig. 57C).

En cuanto a la distribucién laminar
de los axones callosos en la corteza
contralateral a la inyeccién, no habia
diferencias con respecto a los animales
controles. Los axones callosos se extendian
mediolateralmente ocupando la totalidad de
las capas corticales (Fig. 58).

Analisis del patron calloso en

secciones tangenciales

Para  verificar los  resultados
obtenidos en las secciones coronales y con el
fin de revelar detalles topograficos del
patrén calloso que no se pueden obtener con
los cortes coronales, nosotros examinamos
las conexiones callosas en secciones
tangenciales de animales controles y
animales que han sido cocleotomizados y
que, posteriormente, al igual que en los
casos coronales han sido inyectados en la
corteza cerebral auditiva (Tel) ipsilateral a
la lesion. En las secciones tangenciales
tanto de los animales controles como de los
animales cocleotomizados, se mantenian las
caracteristicas o rasgos principales del
patrén calloso descrito en los cortes
coronales y ademds aparecian nuevos datos
(ver el epigrafe “Inyecciones de doble
trazado. Topografia 'y grado de
solapamiento entre ambos sistemas de
conexiones”).
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Distribucion laminar de las
neuronas callosas. Inyecciones de
WGA-HRP

Los resultados de las inyecciones
realizadas con WGA-HRP en la corteza
cerebral auditiva (Tel) en animales
controles y en experimentales inyectados en
el lado ipsi- o contralateral a la lesion,
indicaron que existia una diferencia notable
en la distribucion laminar de las conexiones
cortico-corticales interhemisféricas en la
corteza cerebral auditiva entre los animales
controles y los animales cocleotomizados.

En primer lugar, y con respecto a la
distribucién laminar del marcaje retrégrado,
en el caso de los animales controles éste se
extendia a lo largo del eje rostro-caudal en la
corteza  cerebral auditiva, = ocupando
mediolateralmente una extension de 250-350
um. El mayor porcentaje de las neuronas
origen de la  proyecciéon  auditiva
interhemisférica, un 61%, se localizaban en
la capa III, el 39% restante se distribuia
entre las capas II, IV y V, de la siguiente
manera, un 24% en la capa V, un 10 % en
capa II, y por ultimo un 5% en la capa IV
(Fig. 6, Fig. 60).

En los animales experimentales
inyectados en el lado derecho, anémalo y
que por lo tanto analizamos la corteza que
recibe informacién del oido intacto, las
neuronas origen de la proyecciéon en la
corteza auditiva izquierda se extendian a lo
largo del eje rostro-caudal, ocupando una
extension mediolateral de 250 a 300 pm al
igual que en los animales controles. Asi
mismo, las neuronas callosas se localizaban
principalmente en la capa III, en la cual
presentaba el 61% del total, en la capa V
encontramos el 34%, en la capa IV el 4% y
en la capa II el 2% restante (Fig. 6, Fig. 60).

Por dltimo, en los animales
experimentales que han sido inyectados en
la corteza izquierda, normal, y que por lo
tanto analizamos la corteza que recibe
informaciéon de la coéclea lesionada, las
neuronas marcadas retrégradamente en la
corteza derecha, anomala, formaban grupos
con una extension mediolateral de 400 a 550
pum. La mayoria de neuronas origen de la
proyeccidn en la corteza auditiva derecha se

encontraban entre las capas corticales III, IV
y V y su distribucién presentaba diferencias
con respecto a los animales controles y a los
que han sido inyectados en la corteza
anémala. Concretamente en la capa III
aparecian el 48% de las neuronas, y en la
capa V el 45%, cabe resaltar que en este
caso la distribucién de las neuronas era mds
similar entre ambas capas que en el caso de
los animales controles. Ademas,
observamos que en la capa cortical II el
porcentaje de neuronas marcadas era mucho
menor, s6lo un 0,3%. Sin embargo, el dato
mas destacable es que, con mucha
frecuencia, aparecian bastantes neuronas
localizadas ectépicamente en la capa cortical
IV, en un porcentaje algo mas alto que en
los animales controles, un 6%. En este caso,
podemos observar una reduccién en el
nimero de neuronas marcadas en las capas
I y I y un aumento en capas mas
profundas, IV y V (Fig. 6, Fig. 60).

Las diferencias en el nidmero de
neuronas marcadas retrogradamente, entre
los animales controles y los animales
experimentales que han sido inyectados en
la corteza derecha, andmala, ha sido
analizada estadisticamente, mediante la
prueba estadistica ¢ de Student. El resultado
obtenido nos indica que no existian
diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de las capas corticales analizadas.
Inyecciones de BDA

Los resultados obtenidos mediante
las inyecciones de BDA, confirmaban y
corroboraban los resultados conseguidos con
los trazadores descritos anteriormente, tanto
en los animales controles como en los
animales cocleotomizados.

Inyecciones de doble trazado.

Topografia y Grado de solapamiento
entre ambos sistemas de conexiones

La interaccién e interdigitacion de
las aferencias talamo-corticales con las
aferencias cortico-corticales Inter-
hemisféricas en la corteza cerebral auditiva,
se obtuvo mediante el andlisis de las
secciones tangenciales.

Los resultados obtenidos de las
inyecciones de doble trazado realizadas en
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animales controles y en animales
cocleotomizados aportaron que existian
diferencias notables en la interdigitacion de
las conexiones taldmicas y las callosas entre
ambos grupos de animales.

En primer lugar y con respecto a la
localizacion del marcaje retrogrado y
anterégrado en el caso de los animales
controles observamos que, tanto el marcaje
retrogrado como el anterdégrado, se
encontraban segregados. Cada sistema de
conexiones se fragmentaba en parches que
se intercalaban unos con otros. En el drea
auditiva primaria (Tel) podemos distinguir
dos parches taldmicos, el parche mds ventral
en algunos niveles de profundidad se
encontraba fragmentado en dos, sin
embargo, en otros aparecia formando una
unica banda. Dicho parche se encontraba
flanqueado por dos bandas callosas, una
situada dorsal y la otra ventral.  Sin
embargo, aparecian algunas variaciones,
concretamente, la presencia de una banda
extra tdlamo-cortical, pequefia y de baja
densidad de botones sindpticos, que se
localizaba dorsalmente (Fig. 61B) en
algunos animales, pero no en otros (Fig.
61H) y por otro lado, la presencia de una
banda extra callosa localizada
ventrocaudalmente en algunos casos (Fig.
61J). Los parches taldmicos se extendian
dorsoventralmente 130 um  aproxi-
madamente. Los parches callosos se
extendian dorsoventralmente 110 um
aproximadamente. Los parches callosos se
intercalaban con los parches tdlamo-
corticales y entre ellos aparecian regiones
vacias y pequefnas zonas de solapamiento
(Fig. 61; 62). Las areas solapadas, las cuales
recibian entradas taldmicas y callosas se
correspondian dnicamente con un 2% del
area total (Fig. 65A). En el area auditiva de
asociacion (Te3) aparecian dos parches, uno
talamico y otro calloso, que se disponian
rostrocaudalmente, y esta distribuciéon se
repetia en todos los casos analizados.

Por otra parte, en el plano tangencial
pudimos observar que las neuronas callosas
marcadas retrogradamente se segregaron
formando grupos, estos con frecuencia
coincidian espacialmente con los terminales
ax6nicos de los axones  callosos
contralaterales (Fig. 61), especialmente en
parches mas superficiales, sin embargo,
aparecian células marcadas fuera de los

parches de terminales axénicas y parches de
terminales sin  neuronas marcadas
retrogradamente, especialmente en cortes
mas profundos. Concretamente el grado de
coincidencia era del 67% (Fig 66A).

Las neuronas cdrtico-taldmicas
también formaban parches que con
frecuencia se solapaban con los terminales
axonicos de los axones talamicos,
principalmente en cortes mas profundos,
aunque la coincidencia no era completa y
aparecian parches de terminales axdnicas sin
neuronas origen de la proyeccién y dichas
neuronas fuera de los parches,
fundamentalmente en cortes mds
superficiales. El grado de coincidencia, era
aproximadamente de un 44% (Fig. 66B).

Sin  embargo, los  animales
cocleotomizados no seguian el patrén de
distribucién descrito en los animales
controles, presentaban un patrén
completamente distinto al encontrado en los
animales controles. Dicho patrén se
encontraba alterado tanto en la topografia
como en la localizacién de los parches. En
cuanto a los axones tdlamo-corticales
presentaban una extensiéon mucho mayor que
en los animales controles, concretamente en
la mayoria de los casos analizados aparecian
dos parches que se extendian 400 um
aproximadamente (Fig 63H), que al igual
que en los cortes coronales ocupaban casi 3
veces mdas la extensién presente en los
animales controles. En el caso de los
parches callosos presentan una localizacién
diferente con respecto a los animales
controles y una extension variable (140 pum
aproximadamente), y con frecuencia
aparecian solapados con los parches
taldmicos (Fig 63; 64).

En la corteza contralateral a la lesién
observamos una alteracién en el grado de
solapamiento entre ambos sistemas de
proyecciones: en este caso los axones
talamo-corticales se solapaban con los
axones callosos formando regiones
mayores que en los animales controles
(Fig. 63; 64). El mosaico estaba formado
principalmente por dos parches tdlamo-
corticales mayores a los encontrados en los
animales controles y que rodeaban a una
regiéon central de solapamiento que no
existia en los animales controles (Fig. 63;
64). Asimismo, observamos una
superposiciéon entre ambos sistemas de
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proyecciones, los axones callosos y los
axones talamo-corticales se solapaban
hasta alcanzar algo mas del 23% de su
area total (Fig. 65A).

En cuanto a la segregacién de las
neuronas callosas y  cortico-taldmicas
encontramos una gran variabilidad en los
resultados, en algunos casos las neuronas
callosas coincidian espacialmente con las
terminaciones axdnicas de los axones
callosos contralaterales (Fig 63), de un modo
similar a los controles, siendo el grado de
coincidencia del 70% aproximadamente
DISCUSION

El presente estudio es el primero en
el que se analizan los efectos de la ablacién
coclear unilateral en el periodo postnatal
temprano mediante diferentes técnicas
histoquimicas para enzimas,
inmunocitoquimica para proteinas ligadoras
de calcio e inmunocitoquimica para c-fos a
lo largo de la via auditiva de la rata. Asi,
nuestros resultados permiten profundizar en
la comprension de los mecanismos de
formacion de los circuitos neurales que
vehiculan la informacién sensorial a la
corteza cerebral y que, por ello, determinan
la organizacién funcional de la misma vy,
ademas, conocer cuales son los cambios
plasticos que pueden sufrir como
consecuencia de lesiones periféricas.
Nuestros resultados también nos permiten
conocer con exactitud la extensiéon y
gravedad de la degeneracién cortical
auditiva en lesiones unilaterales del receptor
durante el desarrollo, asi como la
dependencia que estos cambios tienen con
respecto a la edad en la que se produce la
lesion.

Por otra parte, nuestro estudio
analiza los efectos de la ablacién coclear
unilateral en la organizacién topografica de
las proyecciones talamo-corticales y callosas
auditivas, tanto en ratas controles como en
ratas deaferentizadas en el periodo postnatal
temprano.

Control de los efectos de la lesion sobrE

la via auditiva central

En la literatura se puede encontrar
una gran cantidad de trabajos sobre los
efectos de la deaferentizacién periférica
unilateral, sin embargo los trabajos

(Fig. 63B-F, 66A), sin embargo, en otros
casos se pierde por completo la reciprocidad
como en el caso ilustrado en la figura (Fig.
63H-L, 66A)

En cuanto a las neuronas cortico-
taldmicas también aparecian resultados de
gran variabilidad, las neuronas cortico-
taldmicas ocupaban la misma regién que los
terminales axonicos de los axones tdlamo-
corticales, en un grado de coincidencia que
varia entre el 75% hasta sélo el 23% (Fig.
63, 66B).

existentes, en general, se fundamentan en el
sistema visual, mientras que la
deaferentizacion en el sistema auditivo es un
campo menos explorado. Ademds, los
trabajos realizados en el sistema auditivo se
han desarrollado en otras especies animales.
Dentro de los estudios realizados en rata, la
mayoria se realizan en la etapa adulta, y
pocos estudios se han basado en el estadio
postnatal temprano. Los resultados de
nuestro trabajo muestran por primera vez los
cambios producidos por la deaferentizacion
unilateral periférica en la edad temprana en
todos los nicleos de relevo de la via
auditiva, con diferentes técnicas
histoquimicas para enzimas, inmuno-
citoquimica para proteinas ligadoras de
calcio, e inmunocitoquimica para c-fos. De
este modo ampliamos el conocimiento sobre
los cambios o alteraciones que sufre la via
auditiva tras una deaferentizacion.
Consideraciones metodologicas

Con el fin de realizar un control de
los efectos de la lesion a lo largo de la via
auditiva hemos elegido diferentes técnicas
enzimdticas, proteinas ligadoras de calcio y
marcadores neuronales.

La técnica de Nissl ha sido utilizada
como control citoarquitecténico de los
diferentes nidcleos y nos ha permitido
analizar las posibles variaciones en el
tamafio de los nicleos auditivos, de este
modo queremos confirmar que todos los
animales experimentales usados en nuestro
estudio han sido correctamente deprivados.

Las diferentes técnicas de
visualizacién de la acetilcolinesterasa han
sido estudiadas extensivamente durante las
dltimas décadas (Silver, 1974; Butcher,
1983) como una herramienta para la
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localizacion de las estructuras que contienen
acetilcolina y para la deteccién especifica de
fibras y células. De este modo, podemos
obtener una determinacién semicuantitava
de la actividad enzimadtica regional.

Trabajos realizados en los ultimos
afios, encuentran una relacion entre la
citocromo-oxidasa y la actividad neuronal
(Kageyama y Wong Riley, 1982; Wong
Riley y Carroll, 1984; Mjaatredt y Wong
Riley, 1991) por lo que la citocromo-oxidasa
ha sido considerada como un marcador
histoquimico muy util para mostrar la
actividad neuronal en varias estructuras
cerebrales bajo condiciones experimentales
(Wong-Riley, 1979; Wong-Riley y Welt,
1980; Horton y Hubel, 1981; Kageyama y
Wong-Riley, 1982; Humphrey y
Hendrickson, 1983). EIl empleo de esta
técnica ha demostrado que el nivel de
actividad de la citocromo-oxidasa varia en
los diferentes nucleos, aumentando en zonas
metabdlicamente activas y disminuyendo en
zonas de bajo nivel de actividad (Wong-
Riley, 1976; Wong-Riley et al., 1978).

Desde que se demostrdé que la 6xido
nitrico sintetasa presentaba la misma
localizacién que las poblaciones neuronales
positivas para NADPH-diaforasa, la
histoquimica para esta enzima ha sido
extensivamente utilizada como marcador de
moléculas que producen Oxido nitrico
(Dawson, 1991; Hope et al., 1991). El éxido
nitrico actia como un mensajero retrégrado
en la plasticidad sindptica, actuando en el
refinamiento y estabilizaciéon de las
terminales aferentes y contribuyendo de este
modo a la formacion de mapas sensoriales y
a la induccién de los cambios a largo plazo
(Daniel et al.,, 1993; Dawson y Zinder,
1994; Son et al., 1996; Holscher, 1997; Mize
y Lo, 2000; Prast y Philippu, 2001).
Ademds, se piensa que estd implicado en el
procesamiento auditivo (Herbert et al., 1991;
Rivier y Clarke, 1997). La NADPH-
diaforasa en el sistema nervioso central se
localiza en las estructuras corticales y
subcorticales y su distribucién presenta
diferentes grados de coincidencia con otros
neurotransmisores y neuromoduladores en
varias regiones del sistema nervioso (Vicent
y Kimura, 1992; Spike et al., 1993; Rodrigo
et al., 1994; Szabd, 1996). Recientemente,

se ha demostrado que los niveles de
NADPH-diaforasa son dindmicos y que en
condiciones experimentales pueden
presentar un aumento o disminucién de su
concentracion.

La parvoalbumina (Pv; Heizmann,
1984), la calretinina (Cr; Rogers, 1987), y
la calbindina (Cb; Bredderman y
Wasserman, 1974) son proteinas ligadoras
de calcio y por lo tanto estan implicadas en
la homeostasis del calcio intracelular. Los
iones de calcio estdn implicados en varios
aspectos de la funcién neuronal, tales como
crecimiento, maduracién, liberacion de
transmisores y plasticidad sindptica (Ghosh
y Greenberg, 1995). La mayoria de las
actividades neuronales requieren un control
preciso de la concentracién de calcio
intracelular, y este control es realizado por
varios elementos neuronales entre los cuales
destacan las proteinas ligadoras de calcio.

En diversos sistemas sensoriales, al
realizarse una deprivacién se obtiene una
gran heterogeneidad en la respuesta de la
expresion de las proteinas ligadoras de
calcio. Algunos trabajos, muestran cambios
en la expresion de calbindina, calretinina,
parvoalbimina en estas condiciones, sin
embargo, en algunos casos los resultados
son diferentes o incluso  opuestos
dependiendo del sistema sensorial alterado y
de la estructura examinada (Tigges y Tigges,
1991; Cellerino et al.,1992; Mize et al.,
1992; Raussel et al., 1992; Schmidt-Kastner
et al.,1992; Arai et al.,1993; Blumcke et
al.,1994; Gutierrez y Cusick, 1994; Sans et
al., 1995; Caicedo et al.,1997). Los
resultados concernientes a una inmu-
norreactividad positiva se contrastan de
estructura a estructura en un sistema dado y
los efectos no son consistentes en los
diferentes estudios. De este modo, no
podemos encontrar un denominador comdun.

Uno de los métodos clésicos para el
estudio de la localizaciéon anatémica de la
actividad neuronal en el sistema nervioso
central utilizado hasta el momento ha sido la
2-desoxiglucosa (2-DG) (ej. Kennedy et al.,
1975; Sokoloff et al., 1977). Sin embargo,
actualmente, la expresion del gen c-fos ha
sido ampliamente aceptada como un
marcador bioquimico de la actividad
neuronal (Sagar y Sharp, 1993; ver la
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revision de Kovacs, 1998). A pesar de las
grandes diferencias en los componentes
celulares marcados por la 2-desoxiglucosa y
la expresion del c-fos, los dos métodos han
mostrado detalles muy similares acerca de la
actividad en el sistema auditivo central. Los
paradigmas de estimulacién requeridos para
evocar una respuesta son similares para
ambos métodos, aunque la 2-desoxiglucosa
puede ser varios 6rdenes de magnitud mas
sensible a la estimulaciéon acustica, las
principales desventajas de la 2-DG son (1) la
extrema dificultad en la identificacién de las
neuronas que empiezan a activarse y (2) la
incapacidad para distinguir entre la actividad
sindptica excitatoria y la inhibitoria (Ej.
Nudo y Masterton., 1986).

Sin embargo, la expresién del c-fos
parece ideal para el mapeo de la actividad
individual de neuronas en el sistema
auditivo central. Ademads, es un buen
método no sélo para mostrar la funcién
normal en el sistema auditivo central, sino
también para mostrar las patologias que
pueden resultar de la pérdida de la audicién
periférica (Luo et al., 1999).
Determinacion del periodo critico

Las entradas aferentes ejercen una
importante funciéon en el mantenimiento y
desarrollo del sistema nervioso central
(Bornstein, 1989; Shatz, 1990; Armstrong y
Montminy, 1993). Existen evidencias cada
vez ~mayores que sugieren que las
conexiones del SNC pueden sufrir
reorganizacién en los animales adultos
(Kaas, 1991; Rausell et al., 1992; Recanzone
et al.,, 1993). En distintas especies y en
varios sistemas sensoriales, se ha
demostrado que existe un periodo critico
durante el desarrollo en el cual las
conexiones sindpticas criticas para la
supervivencia neuronal se estan
estableciendo (Brunjes y Borror, 1983;
Durham y Woolsey, 1984; Farbman et al.,
1988; Hashisaki y Rubel, 1989; Moore,
1990), por lo que la supresion o los cambios
producidos en la actividad neural aferente
tienen en este periodo efectos especialmente
dramaticos en la funcién y en la estructura
neuronal madura (Hubel y Wiesel, 1970;
Van der Loos y Woolsey, 1973; Brunjes,
1994).

En el presente estudio establecemos
la edad en la que el sistema auditivo
presenta una mayor sensibilidad a la lesién

del receptor auditivo. FEl resultado es una
alteracion en el desarrollo del mismo cuando
realizamos la cocleotomia en el periodo
postnatal temprano.  Concretamente, las
cocleotomias realizadas en los dias
postnatales PO-P6 producen una alteracién
en el desarrollo normal del sistema, mientras
que las cocleotomias realizadas en el dia
postnatal 6 o posteriores no impiden que el
sistema se desarrolle normalmente. Una vez
obtuvimos este resultado, en nuestro estudio
las ablaciones cocleares se han restringido a
los 6 primeros dias de vida, cuando las
estructuras auditivas centrales y periféricas
estan en proceso de maduracion estructural y
funcional. En este tiempo es cuando el
desarrollo normal de la via auditiva es
especialmente vulnerable a la alteracién de
las entradas periféricas.

Nuestros  resultados sobre la
cronologia del periodo critico para el
desarrollo normal del sistema auditivo
corroboran los estudios previos en la via
auditiva (Okoyama et al., 1995; Gabriel et
al., 2000), asi como en otros sistemas
sensoriales, como el sistema visual (Rothblat
y Hayes, 1982; Olavarria y Van Sluyters,
1985).

Alteraciones en el tamaio, la
expresion de las enzimas y proteinas
ligadoras de calcio y c-fos en los
diferentes nicleos de la via auditiva

Nuestros resultados muestran que
aunque la deaferentizacién periférica
unilateral en el periodo postnatal temprano
produjo cambios en los nicleos de la via
auditiva que procesan  informacién
procedente de la céclea lesionada, no todos
los nicleos se alteraron de la misma
manera, sino que la alteracién mds notable
se observd en los nicleos mds caudales de
la via, es decir, aquellos que se encuentran
mds proximos al receptor auditivo,
especialmente los nicleos cocleares.

El andlisis de la expresion de las
enzimas, proteinas ligadoras de calcio y el
marcador neuronal a lo largo de la via
auditiva nos indica que la deaferentizacion
periférica unilateral en el periodo postnatal
temprano resulta en alteraciones globales
en el desarrollo de la via auditiva,
reflejadas no sélo en alteraciones a largo
plazo de la citoarquitectura, sino también
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de circuitos neuronales altamente
especificos desde el punto de vista
neuroquimico, reflejados en cambios en la
expresion de determinadas enzimas,
proteinas ligadoras de calcio y marcadores
neuronales, en nucleos concretos de la via
auditiva que recibirian, en circunstancias
normales, la informacién procedente del
oido lesionado.
Nucleos cocleares

La ablacién coclear unilateral resulta
en una reduccién significativa del volumen
del ndcleo coclear ipsilateral a la lesion.
Aunque las diferentes divisiones del nicleo
coclear parecen afectarse en grados
distintos, como se ha descrito en estudios
previos (Trune, 1982; Moore y Kowalchuk,
1988), los porcentajes presentados en
nuestro estudio reflejan la reduccién en el
volumen total. Estos resultados estidn en
concordancia con otros estudios realizados
en el sistema auditivo (raton: Trune 1982;
hurén: Moore y Kowalchuck, 1988; rata:
Gabriele et al.,, 2000). Ademas de la
reduccion de volumen, el nucleo coclear
ipsilateral a la cdclea lesionada presenta una
reducciébn en la expresion de la
acetilcolinesterasa. Sin embargo, con
citocromo-oxidasa y NADPH-diaforasa no
se observan cambios en la intensidad de la
tincién. En cuanto a las proteinas ligadoras
de calcio, en nuestro estudio no se
observaron cambios en la expresion de la
calbindina ni en la expresion de la
calretinina en los nidcleos cocleares tras la
ablacién, pero si en la expresion de la
parvoalbimina. La expresion de la
actividad para c-fos se vio reducida en el
nicleo coclear dorsal y nicleo coclear
ventral ipsilaterales al oido lesionado, los
cuales son deaferentizados por la ablacién.

Nuestros resultados referentes a la
acetilcolinesterasa estin apoyados por
estudios previos (Godfrey et al., 1983).

En cuanto a las proteinas ligadoras
de calcio, en la literatura nos encontramos
con una enorme heterogeneidad en la
respuesta de la calbindina a Ia
deaferentizacién, Forster e Illing (2000),
encuentran un aumento en el ndmero de
fibras inmunorreactivas para la calbindina en
la subdivisiéon ventral del nicleo coclear
ipsilateral a la lesién. Por otra parte, Philpot
y colaboradores (1997) observan que la

expresion para la calbindina disminuye en el
bulbo olfativo, tras una deprivacién
unilateral olfatoria.

En el caso de la calretinina,
estudios previos apoyan nuestros resultados
(Parks y Winsky, 1997). Sin embargo,
existen otros estudios en los cuales se
obtienen resultados diferentes, y la
expresion de la calretinina se ve reducida en
el nicleo coclear después de producir una
ablacion coclear o deprivacién auditiva
(Winsky y Jacobowitz, 1995; Stack y Code,
2000).

Nuestros resultados en la expresion
de la parvoalbimina corroboran los
estudios previos realizados en otros sistemas
sensoriales, como el sistema olfativo
(Philpot et al., 1997).

La heterogeneidad en la respuesta de
las proteinas ligadoras de calcio a la
deaferentizacién nos indica que no hay un
solo mecanismo para la regulaciéon de su
expresion sino que propiedades intrinsecas
de las poblaciones celulares, tales como el
origen, o los patrones de conexion, podrian
determinar esta respuesta. Otra de las
razones de la gran variedad en la respuesta
de la Cb y de la Cr la podemos encontrar en
los aspectos metodolégicos, los cuales
pueden influir en las modificaciones de la

deteccion  inmunocitoquimica de las
proteinas ligadoras de calcio. Cambios
producidos  por  enmascaramiento O
desenmascaramiento de epitopos,

variaciones en la redistribucién de las
proteinas o modificaciones de  sus
volimenes, podrian ser algunas de las
razones por las cuales observamos
diferencias en la inmunocitoquimica para la
expresion de proteinas ligadoras de calcio
(Caicedo et al., 1997). Ademas, la
conformacion de las proteinas ligadoras de
calcio depende de la concentracion de
calcio, y a elevadas concentraciones del
mismo, las proteinas muestran una
conformacién que es facilmente reconocida
por los anticuerpos (Winsky y Kiuznicki,
1996). Tras una deaferentizacién se
producen cambios en la inmunorreactividad
de las proteinas, estos cambios se deben, al
menos en parte, a los cambios de
conformaciéon relacionados con modi-
ficaciones en la concentraciéon de calcio
intracelular.

En cuanto al c-fos, los resultados
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obtenidos en nuestro estudio estdn en
concordancia con los trabajos realizados por
Wolf et al (1983) con otro marcador
neuronal, como la 2-DG, en los cuales la
incorporacién de la 2-desoxiglucosa se
reduce en el nucleo coclear dorsal y en el
nicleo coclear ventral ipsilaterales a la
ablacién. Sin embargo, en ambos casos la
actividad neuronal no se perdi6 por
completo, sino que sobrevivié en gran parte
en el nucleo coclear dorsal,
independientemente  del  tiempo  de
supervivencia.
Complejo olivar superior

En los cortes tefiidos con la técnica
de Nissl se pudo apreciar cémo la
deaferentizacién coclear unilateral produjo
una alteracion en la morfologia y en el
tamafio del nicleo lateral de la oliva superior
ipsilateral al oido lesionado. Aparte de la
reduccién de tamafio, en dicho nucleo
observamos una reduccién en la expresion
de acetilcolinesterasa, citocromo-oxidasa,
parvoalbimina y c-fos, sin embargo el
resto de las técnicas no mostraron cambios
apreciables en el mismo. El nicleo
paraolivar superior contralateral a la céclea
lesionada presenta una reduccién en la
expresion de la calbindina y de c-fos. El
nicleo medial del cuerpo trapezoide
contralateral a la lesién presenta una
reduccion en la expresion de la NADPH-
diaforasa, tanto en las neuronas como en el
neuropilo, y en el nimero de neuronas
positivas para c-fos.

Por tanto, nuestra hipétesis se
corrobora, al alterarse de manera especifica,
nicleos concretos del complejo olivar
superior, al igual como sucedia en los
nucleos cocleares.

Los resultados obtenidos para la
acetilcolinesterasa estdn en concordancia
con trabajos previos (Godfrey et al., 1983).
En el caso de la citocromo-oxidasa,
estudios previos realizados en otros sistemas
sensoriales, como por ejemplo el visual,
apoyan nuestros resultados, mostrando que
la enucleacién unilateral produce una
drastica reduccién en los niveles de
actividad de la citocromo-oxidasa a través
de la via retino-cortical (mono: Horton y
Hubel, 1981; Horton, 1984; Wong-Riley y
Caroll, 1984; Wong Riley et al., 1989;
Hevner y Wong-Riley, 1990; Wong Riley et

al., 1994; Nie y Wong-Riley, 1996b; gato:
Wong-Riley, 1979; Wong-Riley y Riley,
1983; Kageyama y Wong-Riley, 1986a, b;
Luo et al., 1991; rata: Land, 1987; Zhang et
al., 1996; Sukekawa, 1997; musarana:
Wong-Riley y Norton, 1988; marsupial
Didelphys aurita: Vargas et al., 2001).
Otros estudios realizados en el sistema
somatosensorial, también corroboran
nuestros resultados (ratén: Wong-Riley y
Welt, 1980; Yip et al., 1987; rata: Fujii et
al., 1993).

Sin embargo, a diferencia de nuestro
trabajo, otros estudios, como el de Hyde y
Durham (1990) apuntan cambios rapidos y
demuestran una respuesta bifdsica en la
actividad de la citocromo-oxidasa, de este
modo, tras producir una ablacién coclear
unilateral en el pollo, en primer lugar
observan un aumento prematuro de la
actividad de la citocromo-oxidasa, seguido
de una reduccion de dicha actividad que se
mantiene un largo periodo de tiempo, y que
se observa a los tres dias de quitar la coclea.
Por ello es posible que un aumento
transitorio ocurra también en nuestro sistema
pero a tiempos mds tempranos que a los que
hemos realizado el estudio ya que nuestros
resultados provienen de un estudio a largo
plazo (con un tiempo de supervivencia de 1-
3 meses). La reduccion de la actividad de la
citocromo-oxidasa a largo plazo
probablemente provenga de la reduccion de
la actividad fisioldgica en las neuronas de la
via auditiva. Este resultado estd en
concordancia con las medidas de la
actividad metabdlica en los ntcleos
auditivos tras eliminar la céclea, de modo
semejante a como sucede en estudios de
deaferentizacion  en  otros  sistemas
sensoriales (Kupfer, 1963; Kupfer y Palmer,
1964; Wong Riley et al., 1978; Wong Riley,
1979; Wong Riley y Riley, 1983; Yip et al.,
1987).

En cuanto a las proteinas ligadoras
de calcio, el nucleo lateral de la oliva
superior no presenta cambios en la actividad
de la calbindina, sin embargo a diferencia
de nuestros resultados Forster e Illing (2000)
observan un aumento en el nimero de
neuronas Cb positivas en el niicleo lateral de
la oliva superior contralateral a la céclea
lesionada tras producir una cocleotomia en
ratas adultas.

La ablacién periférica unilateral no
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provoca cambios apreciables en los niveles de
la actividad de la calretinina en los nicleos
del complejo olivar superior. Aunque varios
estudios han evaluado la distribucién de la
calretinina en el complejo olivar superior de
varias especies (Baimbridge et al., 1992;
Winsky y Jacobowitz, 1995; Caicedo et al.,
1996; Lohmann y Friauf, 1996; Caicedo et
al., 1997; Parks et al., 1997; Zettel et al.,
1997; Henkel y Brunson-Bechtold, 1998;
Kubke et al, 1999; Kubke y Carr, 2000;
Snack y Code, 2000), s6lo hay dos trabajos
que describen los efectos de la ablacion
coclear unilateral en la expresién de la
calretinina (cobaya: Winsky y Jacobowitz,
1995; hurén: Alvarado et al., 2004). Winsky
y Jacobowitz (1995) observan una leve
reduccion en el neuropilo del nicleo lateral
de la oliva superior. Estos resultados estan en
concordancia con el estudio de Alvarado et
al., 2004, que ademds observa una reduccién
en la inmunorreactividad de la Cr en el
neuropilo del nucleo lateral de la oliva
superior bilateralmente.  Sin embargo, a
diferencia de los estudios previos no
apreciamos cambios significativos en la
inmunorreactividad de la calretinina en el
neuropilo del nucleo lateral de la oliva
superior ni ipsi- ni contralateralmente, esto
podria ser debido a que los estudios previos
fueron realizados en otras especies animales,
las cuales presentan un patrén distinto del
establecimiento de las conexiones y ademas
estos estudios produjeron las deaferentizacion
en tiempos distintos a los descritos en nuestro
estudio. Por otro lado, es dificil determinar
una posible disminucién en el neuropilo del
ntcleo lateral de la oliva superior en la rata,
ya que el nicleo lateral de la oliva superior,
no presenta inmunorreactividad para la
calretinina, ni neuronas calretinina-positivas.
El  patron de distribucion de la
inmunorreactividad para la calretinina
encontrado en el presente estudio en animales
controles es coherente con las descripciones
de estudios previos (Lohmann y Friauf,
1996).
Coliculo inferior

El andlisis de las preparaciones de
Nissl nos indica que el nicleo central del
coliculo inferior contralateral se redujo
como consecuencia de la ablacién coclear
unilateral en el periodo postnatal temprano.
Ademas de la reduccién de tamarfo, el

estudio enzimdtico del coliculo inferior
mostrd que tras la ablacidn coclear unilateral
la actividad de la acetilcolinesterasa,
citocromo-oxidasa, NADPH-diaforasa se
redujo significativamente. El nicleo central
del coliculo inferior contralateral a la lesién
también  presenta una reducciéon en el
nimero de neuronas c-fos positivas. Sin
embargo, la expresion de la calbindina,
calretinina y parvoalbimina no presentan
cambios apreciables en su expresion.

En general, debido a la escasez de
estudios realizados en el sistema auditivo,
hemos apoyado nuestros resultados en
estudios realizados principalmente en el
sistema visual, considerando que la
comparacién directa de los resultados, no es
posible debido a que se trata de dos sistemas
sensoriales distintos.

Los resultados obtenidos para la
citocromo-oxidasa estin apoyados por
trabajos realizados en otros sistemas
sensoriales, como el sistema visual
(Sukekawa, 1987; Zhang et al., 1996), en los
cuales la deaferentizacion producia una
disminucién de la citocromo-oxidasa en los
ndcleos de la via visual. Los resultados
obtenidos para la NADPH-diaforasa estin
apoyados por estudios desarrollados en el
sistema visual (Zhang et al., 1996; Tenorio
et al., 1998).

El andlisis de la ablacion coclear
para la calbindina esta en concordancia con
estudios realizados en el sistema visual (Luo
et al., 1990; Mize y Luo, 1992; Lane et al.,
1996). A diferencia de nuestros resultados,
Forster e Illing (2000) indican un aumento
de las neuras Cb positivas en el coliculo
inferior contralateral a la lesi6on.  Sin
embargo, con estos datos no podemos
establecer comparaciones ya que no se
refieren a animales cocleotomizados en el
periodo postnatal temprano, sino a animales
cocleotomizados en el periodo adulto.

Sin embargo, nuestros resultados
obtenidos mediante inmunocitoquimica para
calretinina no coinciden con estudios
anteriores. Estudios en el sistema auditivo
del huron, Fuentes-Santamaria y
colaboradores (2003) indican que la
inmunorreactividad para la calretinina fue
mayor en el nicleo central del coliculo
inferior contralateral a la lesién que en el
ipsilateral tras sufrir una ablacién unilateral
en el periodo postnatal temprano, aunque

59



Discusion

estos cambios no eran estadisticamente
significativos. Es posible que estas
pequefias diferencias se deban a las
diferencias entre las distintas especies,
variaciones en la edad de deprivacion,
tiempo de supervivencia y/o el efecto de la
deprivacion en la distribucion intracelular de
las proteinas ligadoras de calcio a diferentes
niveles del sistema auditivo.

El andlisis de la expresién de la
parvoalbimina corrobora los estudios
previos (Mize y Luo, 1992). Sin embargo,
otros  autores  presentan  resultados
distintos; asi por ejemplo, si bien Schmidt-
Kastner y sus colaboradores (1992) y Lane
y sus colaboradores (1996) muestran un
aumento en el ndmero de células
parvoalbimina positivas, Barker y Dreher
(1998) por el contrario, observan una
disminucién en el ndmero de células
inmunopositivas para la parvoalbimina y
Hada y sus colaboradores (1999) observan
que el neuropilo muestra una disminucién
en la expresién de parvoalbumina. Estos
resultados siguen apoyando la
heterogeneidad en la respuesta de las
proteinas ligadoras de calcio.

Nuestros  resultados  obtenidos
mediante inmunocitoquimica para c-fos
estdn apoyados por trabajos previos
(Woolf et al, 1983; Luo et al., 1999).

Cuerpo geniculado medial

Cuando producimos una ablacién
periférica unilateral en el periodo postnatal
temprano, observamos c6mo a nivel
taldmico se produce una reduccién en el
tamafio del nicleo ventral del cuerpo
geniculado medial; asimismo se produce una
reduccion de la actividad de la
acetilcolinesterasa, citocromo-oxidasa,
NADPH-diaforasa, calbindina, y una
reduccién en el nimero de neuronas c-fos
positivas. Sin embargo no se aprecian
alteraciones significativas en la expresion de
la calretinina y de la parvoalbiimina.

Los resultados obtenidos con la
técnica de la acetilcolinestrasa estin
apoyados por estudios realizados en el
sistema auditivo (Robertson et al., 1991) y
en otros sistemas sensoriales, como el
sistema visual (Robertson et al., 1989). Los
resultados conseguidos en nuestro estudio
para la citocromo-oxidasa estin apoyados
por estudios realizados en otros sistemas

sensoriales, como el sistema visual
(Sukekawa, 1987; Zhang et al., 1996). Los
resultados obtenidos para la NADPH-
diaforasa estdn apoyados por trabajos
ejecutados en el sistema visual (Zhang et al.,
1996).

Los datos obtenidos para Ia
calbindina estdn en concordancia con
estudios realizados en el sistema visual
(Mize et al., 1992; Schmidt-Kastner et al.,
1992). Sin embargo, Gutiérrez y Cusick
(1994) encuentran un aumento en la
expresion de la calbindina en las capas
deaferentizadas del cuerpo geniculado
lateral tras producirse una enucleacién. La
comparacién de nuestros resultados con los
descritos por Gutiérrez y Cusick (1994)
resulta complicada, ya que se trata de dos
sistemas sensoriales completamente
distintos, y el cuerpo geniculado lateral en el
sistema visual no ocupa la misma posicién
que el nicleo ventral del cuerpo geniculado
medial en el sistema auditivo. Ademas,
presentan  condiciones  experimentales
distintas, por lo que las diferencias
encontradas también podrian deberse a
diferencias en el periodo de supervivencia
y/o a diferencias técnicas que afectan a la
sensibilidad de los métodos usados. En
general, la heterogeneidad de los resultados
se puede explicar por distintos motivos,
entre los que cabe destacar los aspectos
metoddlogicos, las propiedades intrinsecas
de las poblaciones neuronales, los patrones
de conexiones de los distintos circuitos
neuronales y las variaciones en los niveles
de calcio intracelular.

Del mismo modo, los resultados
conseguidos con el andlisis de la
parvoalbimina estan apoyados
parcialmente por trabajos previos realizados
en el sistema visual del mono, sugiriendo
que la tincién neuronal para la
parvoalbimina no se encuentra afectada por
la lesién, sin embargo, si se ha observado
una reduccién en las fibras parvoalbimina-
positivas, que en nuestro caso no apreciamos
(Tigges y Tigres, 1991, Mize et al., 1992b;
Tigges y Tigres, 1993; Gutierrez y Cusick,
1994). La comparacién de nuestros
resultados con los descritos previamente
resulta complicada ya que estamos
comparando dos especies distintas y dos
sistemas sensoriales diferentes.

Los resultados alcanzados con
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inmunocitoquimica  para c-fos  estdn
parcialmente apoyados por los trabajos de
Luo (1999) los cuales apuntan que todos los
nucleos del cuerpo geniculado medial, se
encuentran alterados por la deaferentizacion.
En nuestro caso el nicleo dorsal del cuerpo
geniculado medial y el nucleo medial del
cuerpo geniculado medial no se encuentran
alterados por la ablacién coclear unilateral.
Corteza cerebral auditiva

En los cortes tefiidos con el método
de Nissl se aprecia una reduccién en el
grosor de la corteza auditiva contralateral a
la  lesi6én, asi como una ligera
desestructuracion de la laminacién cortical.
Especificamente, las capas corticales III y
IV de la corteza auditiva contralateral a la
lesién presentan menor grosor que los
animales controles.

Ademas, observamos una reduccion
de la intensidad de tincion de la
acetilcolinesterasa, citocromo-oxidasa,
NADPH-diaforasa y parvoalbiimina en
las capas corticales IIIb y IV de la corteza
contralateral a la coclea lesionada. La
expresion de la calbindina se reduce en el
neuropilo de las capas corticales II-III, V y
VIb de la corteza auditiva contralateral a la
lesién, y la calretinina presenta una
reduccién en su reactividad en las capas
corticales V y VIb. El nimero de neuronas
c-fos positivas se reduce en todas las capas
corticales, pero esta reduccién es mas
acusada en las capas I, Il y IV.

Experimentos recientes en otros
sistemas  sensoriales apoyan  nuestros
resultados con la técnica para la
acetilcolinesterasa, asi por ejemplo, en el
sistema visual (Robertson et al., 1985, 1987,
1988).

Los resultados conseguidos para la
calbindina en nuestro estudio apoyan los
estudios previos en otros sistemas
sensoriales, como el sistema visual
(Cellerino et al., 1992; Blumcke et al.,
1994).

Los resultados obtenidos para la
parvoalbimina estan apoyados por trabajos
desarrollados en el sistema visual (Cellerino
et al., 1992). Actualmente existen muchos
trabajos de deaferentizacién realizados en la
corteza visual, no sélo en ratas sino también
en otros mamiferos mas desarrollados, como
es el caso del mono, y los datos obtenidos

apoyan nuestros resultados (Blumcke et al.,
1994; Gutiérrez y Cusick, 1994; Garder et
al., 1996).

Nissl

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano produce una
reducciéon en el tamafio de los ntcleos
cocleares, nticleo lateral de la oliva superior
ipsilaterales a la lesion y controlateralmente
en el ndcleo central del coliculo inferior, el
nucleo ventral del cuerpo geniculado medial
y el drea auditiva primaria (Tel).

La reduccién del nicleo coclear
ipsilateral a la lesién se podria explicar ya
que la destruccién del oido interno induce
una degeneracién del nervio coclear y de sus
terminales, que inervan las neuronas del
nucleo coclear ipsilateral (Moore, 1986). La
reduccién de volumen es mds notable en el
ndcleo coclear anteroventral, ya que las
células del nicleo coclear anteroventral
reciben solamente entradas excitatorias
desde la cdclea ipsilateral via el octavo par
craneal (Born, 1969; Parks y Rubel, 1978).
La reduccién en el tamafio del nuicleo lateral
de la oliva superior puede deberse, al menos
en parte, a una reduccién en las aferencias
que proceden del nicleo coclear afectado.
El nidcleo lateral de la oliva superior
responde a la estimulacion ipsilateral del
nucleo coclear que se encuentra alterado por
la deprivacién. Estas observaciones estan
apoyadas por estudios previos que muestran
que el nucleo lateral de la oliva superior
recibe proyecciones bilaterales del nicleo
coclear anteroventral (Harrison e Irvin,
1966b). La proyeccion ipsilateral es directa
y excitatoria (Warr, 1966). La proyeccién
contralateral atraviesa la linea media hasta el
nicleo medial del cuerpo trapezoide, que
actia como estacién de relevo y envia una
proyeccioén inhibitoria al nicleo lateral de la
oliva superior de su mismo lado (Moore y
Caspary, 1983; Saint Marie et al., 1989;
Adams y Mugnaini, 1990). Las entradas
desde los dos sitios llegan a las neuronas del
nicleo lateral de la oliva superior
simultdneamente (Irvine, 1986). Como
consecuencia, las neuronas del nucleo lateral
de la oliva superior son excitadas por el
ipsilateral 'y son inhibidas por el
contralateral y en este caso el niicleo coclear
ipsilateral se encuentra alterado por la
ablacion.
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Segiin el conocimiento de las
conexiones entre el coliculo inferior y el
resto de nucleos de la via auditiva, es
conocido que las neuronas del nicleo central
del coliculo inferior se encuentran bajo la
influencia de los centros inferiores, de forma
que el nicleo central del coliculo inferior
recibe informacién de los nicleos cocleares
tanto dorsal como ventral contralaterales
(Beyerl, 1978; Coleman y Clereci, 1987,
Bajo et al.,, 1993; Merchan et al., 1994;
Gonzélez-Hernandez et al., 1996; Merchan y
Berbel, 1996; Oliver et al., 1999; Malmierca
et al., 1999a, b), es decir, aquellos que estdn
alterados por la lesién. Otra de las
principales proyecciones que llegan al
nicleo central del coliculo inferior procede
del nidcleo lateral de la oliva superior; estas
son proyecciones bilaterales, pero segin
estudios previos la mayoria de las
proyecciones ipsilaterales son inhibitorias
(Glendenning y Baker, 1988, Saint-Marie et
al., 1989; Saint-Marie y Baker, 1990) y las
proyecciones contralaterales son excitatorias
(Saint-Marie et al., 1989; Saint-Marie y
Baker, 1990). Las  proyecciones
contralaterales que son excitatorias, serian
las que salen del nicleo lateral de la oliva
superior ipsilateral a la lesion y que llegan al
ndcleo central del coliculo inferior
contralateral y que es el que se encuentra
alterado segtin nuestros resultados.

Otra de las proyecciones que recibe
el nidcleo central del coliculo inferior y que
también estd alterada seria la que va desde el
nucleo paraolivar superior hasta el nicleo
central del coliculo inferior, esta conexion es
ipsilateral (Faye-Lund, 1986; Friauf vy
Kandler, 1990; Saldafia y Berrebi, 2000), y
sigue apoyando nuestros resultados ya que
en nuestro caso el nicleo paraolivar superior
contralateral estd alterado y por lo tanto las
proyecciones que salen del nicleo paraolivar
superior también presentan una alteracidn,
por lo que la informacién que envian al
ntcleo central del coliculo inferior ipsilateral
se encuentra alterada. Como resultado de la
llegada de dichas proyecciones alteradas al
ndcleo central del coliculo inferior,
observamos una reduccién del nicleo central
del coliculo inferior contralateral a la céclea
lesionada. La corteza dorsal y la corteza
externa, no presentan cambios relevantes en
su andlisis, ya que estas cortezas reciben
informacién principalmente de la via no

lemniscal, es decir, reciben informacion
procedente de las  estructuras no
estrictamente auditivas.

El nicleo ventral del cuerpo
geniculado medial también se encuentra
alterado, ya que la proyeccién principal que
recibe este nicleo proviene del nicleo
central del coliculo inferior ipsilateral
(LeDoux et al., 1987; Gonzélez-Hernandez
et al., 1991; Peruzzi et al.,, 1997), el cual
también se encuentra alterado y por lo tanto
el nimero de “inputs” que llegan al niicleo
ventral del cuerpo geniculado medial es
menor. La reduccién en el tamafio del
nucleo ventral del cuerpo geniculado medial
es menor que en otros nicleos de la via ya
que el nicleo ventral del cuerpo geniculado
medial también recibe una proyeccidon
cruzada desde el nidcleo central del coliculo
inferior contralateral (Chernock y Winer,
2001), aunque esta proyeccién sea menor.
El nicleo dorsal del cuerpo geniculado
medial y el nicleo medial del cuerpo
geniculado medial no se encuentran
alterados, ya que los mismos reciben
entradas de la via no lemniscal,
concretamente el nicleo dorsal del cuerpo
geniculado medial recibe informacién de la
corteza externa y de la corteza dorsal del
coliculo inferior, y el ndcleo medial del
cuerpo geniculado medial recibe
proyecciones principalmente de la corteza
externa del coliculo inferior, que no se
encuentra alterada por la deprivacion.

La reduccién en el grosor de la
corteza auditiva se debe a que las
conexiones que llegan a la corteza cerebral
auditiva desde centros inferiores de la via los
cuales también se encuentran alterados por
la deprivaciéon. Es bien conocido que la
corteza cerebral auditiva (Tel) se encuentra
reciprocamente conectada con el CGMv
(Ryugo y Killackey, 1974; Willard y Ryugo,
1983; Games y Winer, 1988; Winer, 1985;
Winer y Larue, 1987; Roger y Arnault,
1989; Arnault y Roger, 1990; Clerici y
Coleman, 1990; Shi y Cassell, 1997; Winer
et al.,, 1999c). Las fibras talamo-corticales
terminan en las capas IIIb y IV (Ryugo y
Killackey, 1974; Ryugo y Weinberger,
1976; Vaughan, 1983; Mitani et al., 1985;
Romanski y LeDoux, 1993a). Por ello, es
I6gico pensar que las capas de la corteza
contralateral estén alteradas, ya que reciben
informacién procedente del nicleo ventral
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del cuerpo geniculado medial ipsilateral, que
también estd alterado. Tel también recibe
una débil proyeccion desde los nicleos
dorsal y medial del cuerpo geniculado
medial (Roger y Arnault, 1989). Las areas
auditivas secundarias (Te2 y Te3) no
presentan alteraciones tras la ablacion
coclear unilateral, ya que Te2 recibe
proyecciones desde los nicleos dorsal y
medial del cuerpo geniculado medial y Te3
recibe proyecciones sélo desde el medial
(Arnault y Roger, 1990; Clereci y Coleman,
1990; Winer et al., 1999c¢).
Acetilcolinesterasa

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano produce una
disminucién en la expresiéon de la
acetilcolinesterasa en los nucleos cocleares,
nicleo lateral de la oliva superior
ipsilaterales a la lesién y contralateralmente
en el ndcleo central del coliculo inferior, el
nucleo ventral del cuerpo geniculado medial
y en las capas IlIb y IV de la corteza
cerebral auditiva.

Una posible explicacion a estos
resultados la encontramos en el estudio de
las conexiones (ver apartado ‘“Nissl”). En
este caso podria ser que la ablacién coclear
unilateral produjera una degeneracion
parcial en los nicleos que reciben
informacién procedente del oido lesionado,
dicha alteraciéon seria producida como
consecuencia de recibir entradas de los
nicleos que se encuentran alterados por la
deprivaciéon, y se manifestaria en una
pérdida de un gran nimero de neuronas,
atrofia de las neuronas restantes y una
disminucién en la capacidad de las neuronas
de sintetizar acetilcolinesterasa.

Nuestros resultados sugieren que la
reducciéon de la acetilcolinesterasa en la
corteza cerebral auditiva, concretamente en
las capas IIIb y IV se podria explicar por una
combinacion de estos tres factores a lo largo
de los nucleos de la via auditiva que se
encuentran alterados por la deaferentizacion.

Citocromo-oxidasa

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano no produce
cambios en la expresiéon de la citocromo-
oxidasa en los nicleos cocleares ni ipsi- ni
contralaterales, sin embargo, podemos

observar una disminucién en la intensidad
de la tincién para la citocromo-oxidasa en el
ntcleo lateral de la oliva superior ipsilateral
a la lesion y controlateralmente en el nicleo
central del coliculo inferior, el ndcleo
ventral del cuerpo geniculado medial y en
las capas corticales IIIb y IV de la corteza
cerebra auditiva.

La falta de cambios en la tincién de
la citocromo-oxidasa en los nucleos
cocleares, a diferencia de otras enzimas,
como por ejemplo la acetilcolinesterasa,
podria deberse a que la actividad metabdlica
de las neuronas del nidcleo coclear no
depende de las entradas actsticas. Otra
posible explicaciéon seria que no todas las
neuronas positivas para la citocromo-
oxidasa son excitadas exclusivamente por
aferencias que provienen de la coclea
lesionada, sino que son activados por otras
vias que no son afectadas por la ablacién
coclear. La presencia de actividad para la
citocromo-oxidasa en el nicleo coclear
ipsilateral se podria explicar porque las
neuronas del nidcleo coclear dorsal pueden
ser excitadas por el oido contralateral.
Evidencias de esta estimulacion contralateral
fueron aportadas por Vischer y sus
colaboradores (1994) y Brown y Liu (1995).
Ademas, registros electrofisioldgicos en el
nicleo coclear dorsal nos han aportado
evidencias de estimulacién contralateral
tanto excitatoria como inhibitoria (Mast,
1970; Young y Brownell, 1976). La
existencia de posibles vias originadas en el
ndcleo coclear dorsal podria apoyar este
fenémeno. Asi, por ejemplo, existe una
proyeccion directa desde el niicleo coclear
contralateral hasta el nucleo coclear dorsal
ipsilateral (Cant y Gaston, 1982; Shore et
al., 1992) y proyecciones indirectas desde el
nicleo periolivar (bilaterales) y desde el
coliculo inferior ipsilateral (Aitkin, 1986;
Irving, 1986; Cant, 1992). Algunos autores
(Wenthold, 1987; Benson y Potashner, 1990;
Saint Marie et al., 1993; Ostapoff et al.,
1997) piensan que las proyecciones desde el
nicleo periolivar podrian ser inhibitorias,
mientras que otros piensan que tienen un
caracter excitatorio (Ostapoff et al., 1997).
Sin embargo, la principal entrada excitatoria
al nucleo coclear dorsal probablemente se
origine en el coliculo inferior (Caicedo y
Herbert, 1993; Saldana, 1993).

La razén de la disminucién de la
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intensidad de la tincién en los niicleos de la
via auditiva que reciben informacién
procedente del oido lesionado, la podemos
encontrar en su sistema de conexiones (ver
apartado “Nissl”). La reduccién en la
sintesis de citocromo-oxidasa nos indica una
disminucién en la demanda de energia
producida por muerte neuronal y por
cambios degenerativos en los axones y
terminales sindpticos de los nicleos
inferiores de la via auditiva afectados por la
lesion. Por ejemplo, en el nicleo
magnocelular del pollo se produce la muerte
de aproximadamente el 25% de las neuronas
y las neuronas que sobreviven presentan una
disminucién en el tamafio del soma (Born y
Rubel, 1985). Por ello, la disminucion de la
actividad de la  citocromo-oxidasa
probablemente se deba a una reduccién en el
tamafio del soma, y a una reduccién en la
capacidad de sintesis de la citocromo-
oxidasa, por lo que los axones que salen de
ellas presentan una degeneracién parcial,
que se traduce en alteraciones en los nicleos
que inervan.

Estos nicleos que forman parte de la
via auditiva presentan neuronas alteradas
tanto desde el punto de vista cuantitativo
como cualitativo, y sus axones se encuentran
degenerados, por lo que es l6gico pensar que
la informacion que dichos axones transmiten
a la corteza se encuentre también alterada, y
el resultado sea una disminucién de la
actividad metabdlica y, por lo tanto, de una
pérdida en la reactividad de la citocromo-
oxidasa.

NADPH-diaforasa

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano no produce
cambios en la expresion de la NADPH-
diaforasa en los nicleos cocleares ni ipsi- ni
contralaterales a la lesién, sin embargo,
podemos observar una disminucién en la
intensidad de la tincién para la misma en el
nicleo paraolivar superior, el nicleo medial
del cuerpo trapezoide, en el nicleo central
del coliculo inferior, el nidcleo ventral del
cuerpo geniculado medial y en las capas
corticales IIIb y IV de la corteza cerebral
auditiva, contralaterales a la lesion.

La falta de cambios en la tincién de
la NADPH-diaforasa en los nucleos
cocleares, al igual que en el caso de la
citocromo-oxidasa se debe a que no todas las

neuronas positivas para la oxido nitrico
sintetasa son excitadas exclusivamente por
“inputs” que provienen de la cdclea
lesionada, sino que son activadas por otras
vias que no son afectadas por la ablacién
coclear. La presencia de actividad para la
NADPH-diaforasa en el nticleo coclear
ipsilateral se podria explicar por el estado de
las conexiones (ver apartado “Citocromo-
oxidasa”).

La ablaciéon coclear unilateral
realizada en el periodo postnatal temprano
produce una disminucién de la actividad de
la NADPH-diaforasa en el niicleo medial del
cuerpo trapezoide contralateral a la lesion, la
explicacién de que este nucleo se encuentre
alterado por la ablaciéon la podemos
encontrar en su sistema de conexiones, ya
que se encuentra inervado
contralateralmente por el nicleo coclear
anteroventral (Warr, 1966; Van Noort, 1969;
Harrison y Feldman, 1970), que es el niicleo
que recibe informacién procedente de la
coclea lesionada.

Otro de los nicleos del complejo
olivar superior que se encuentra alterado por
la deaferentizacion periférica unilateral es el
nucleo paraolivar superior contralateral a la
lesion, esto se podria explicar porque a pesar
de que el nicleo paraolivar superior reciba
proyecciones bilaterales desde el nicleo
coclear ventral (Friauf y Ostwald, 1988), y
en un principio podamos pensar que deberia
encontrarse alterado en ambos lados, recibe
una proyeccion ipsilateral importante desde
el nicleo medial del cuerpo trapezoide
(Banks y Smith, 1992; Sommer et al., 1993)
que también se encuentra alterado. Estos
cambios son comprensibles y pueden estar
relacionados con la eliminacién de las
proyecciones cocleares a los diferentes
nucleos de la via alterados.

La ablaciéon reduce la NADPH-
diaforasa en las estructuras que reciben
informacion de la céclea lesionada, este
hecho estd asociado a la disminucién de la
demanda de la energia en los nicleos
deaferentizados.  La disminuciéon de la
NADPH-diaforasa puede estar relacionada
con la abolicién de la influencia de las vias
glutamatérgicas. Se ha sugerido que la
oxido nitrico sintetasa puede estar localizada
en las neuronas postsindpticas las cuales
reciben sindpsis glutamatérgicas excitatorias
(Garthwaite, 1991). Las proyecciones de los
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nicleos cocleares hacia el resto de niicleos
de la via auditiva podrian  ser
glutamatérgicas (Ottersen y Store-Mathisen,
1984; Godfrey et al., 1988; Caspary y
Faingold, 1989; Glendenning et al., 1991;
Helfert et al., 1992; Petralia y Wenthold,
1992; Wu y Nelly, 1992). Se ha demostrado
que lesiones en la corteza cerebral visual
disminuyen los niveles de glutamato de las
fibras degeneradas y de sus terminales,
acompaiiado de una reduccién de la sintesis
de glutamato en las neuronas postsindpticas
(Jeon et al., 1997). Del mismo modo podria
ser que la ablacién periférica unilateral
redujera los niveles de glutamato en las
estructuras auditivas subcorticales asociado
a una disminucién en la demanda de energia
en los centros auditivos deaferentizados. La
reduccién de la NADPH-diaforasa puede
estar relacionada no sélo con la disminucién
de la descarga de glutamato en las
proyecciones deaferentizadas por la lesion,
sino ademds con la reduccién en la sintesis
de glutamato en las células postsindpticas
deaferentizadas parcialmente.

Como hemos ido observando a lo
largo de la via auditiva los cambios en la
citocromo-oxidasa son paralelos a los
cambios observados en la NADPH-
diaforasa, por lo que estos resultados nos
sugieren que estos cambios se deben a una
disminucién de la actividad neuronal y del
consumo metabolico.

Calbindina

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano no produce
cambios en la expresion de la calbindina en
los nucleos cocleares ni en el nicleo central
del coliculo ni ipsi- ni contralaterales a la
lesion la lesidén, sin embargo, podemos
observar una disminucién en la intensidad
de la tincién para la misma en el nicleo
paraolivar superior, el nicleo medial del
cuerpo trapezoide, en todas las divisiones
del cuerpo geniculado medial y en las capas
corticales I-III, V y VIb de la corteza
cerebral auditiva, contralaterales a la lesion.

Nuestros resultados muestran que
los nicleos cocleares no sufren cambios tras
la deaferentizacién ya que no todas las
neuronas positivas para la Cb reciben
proyecciones desde la céclea lesionada sino
que son activadas por vias que no estin
afectadas por la lesién, por ejemplo, el

ndcleo coclear dorsal recibe entradas
excitatorias desde el nucleo coclear dorsal
contralateral, el cual no se afecta por la
lesion.

La disminucién en la expresion de la
calbindina en el nicleo paraolivar superior y
en el nicleo medial del cuerpo trapezoide
contralaterales a la lesién se explica una vez
mas por su sistema de conexiones (ver
apartado “NADPH-diaforasa™).

Debido a que después de una
ablacion periférica unilateral se produce una
disminucién de las neuronas calbindina
positivas y de las fibras que salen de los
nucleos denervados, es posible que cambios
en la inmunorreactividad de la calbindina, en
los nicleos denervados, se reflejen en sus
proyecciones en otros nucleos de la via
auditiva 'y, por lo tanto, en la
inmunorreactividad del neuropilo.  Otro
mecanismo posible para explicar la
reduccion en la inmunorreactividad de la
calbindina podria ser que fuera el resultado
de una reduccién en las dendritas de las
neuronas de los nicleos afectados. La
eliminacion de la céclea induce una
selectiva pérdida o contracciéon de las
dendritas que reciben proyecciones desde el
nicleo denervado (Tucci et al.,, 2001).
Finalmente, el declive de la
inmunorreactividad para la calbindina en el
neuropilo de los nicleos alterados podria ser
el resultado de una combinacién de la
contraccién dendritica y axdnica. Por ello,
el nimero de neuronas se encuentra
reducido y las neuronas que quedan han
perdido la capacidad para sintetizar
calbindina.

La calbindina se expresa
principalmente en las capas de la corteza
auditiva primaria dominadas por conexiones
intracorticales (Sequier et al., 1990). Las
capas II-III son las capas corticales que
presentan alta concentracion de calbindina
en los animales controles, estas capas son las
que reciben mayor cantidad de las entradas
intracorticales y contienen células que
proyectan a una gran variedad de dianas
corticales (Willard y Ryugo, 1983; Ruttgers
et al., 1990; Hofstetters y Ehret, 1992). La
otra banda de marcaje intenso para la
calbindina es la capa V, la cual
probablemente  contiene  células  que
proyectan a la corteza contralateral (Games
y Winer, 1988).
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La pérdida de las fibras
inmunorreactivas para la calbindina puede
ser debida a la perdida de las neuronas
intrinsecas de las zonas corticales
deaferentizadas que proyectan a las capas
afectadas

Calretinina

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano no produce
cambios en la expresién de la calretinina en
ningin nucleo de la via auditiva, a excepcién
de la corteza cerebral auditiva, que presenta
una reduccion en la expresion de la
calretinina en el neuropilo de la capa VIb.

La falta de cambios en los niicleos
que forman parte de la via auditiva podria
deberse a que su expresion es independiente
de la funcionabilidad de la céclea en el
periodo postnatal temprano, ya que se sabe
que la Cr aparece en estadios muy
tempranos del desarrollo prenatal. Otra
posible explicacién a la falta de cambios en
la Cr, podria deberse a que muchas células
Cr positivas reciben informacion procedente
de vias alternativas, y no exclusivamente de
la céclea lesionada, asi como, por los
procesos de compensacién que tienen lugar
a lo largo de la via auditiva.

Sin embargo, no conocemos el
porque de la reduccién en la expresion de la
calretinina en la capa cortical VI de la
corteza cerebral auditiva, este hecho podria
deberse a una especial sensibilidad de las
neuronas de la corteza auditiva a la
deaferentizacién periférica, que no obedece
a su sistema de conexiones.

Parvoalbimina

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano produce una
reduccion en la expresion de la
parvoalbimina en los nicleos cocleares, y
en el nidcleo lateral de la oliva superior
ipsilaterales a la lesién, y en la corteza
cerebral auditiva contralateral a la lesion,
concretamente en las capas IIIb y I'V.

La reduccién de la reactividad para
la parvoalbtiimina en los niicleos que reciben
informacién de la cdclea lesionada podria
ser el resultado de una pérdida en la
inmunorreactividad de la parvoalbimina en
los axones que salen de los nicleos
deprivados.

En general, la pérdida de la tincidn
para la Pv podria deberse a la pérdida de los
axones cocleares, por lo que el contenido de
la Pv puede ser menor en las células de los
ndcleos que reciben informacién de la
céclea lesionada. En este caso menos
cantidad de Pv se transportaria hacia los
terminales axdénicos de las neuronas de los
ntcleos afectados o quizas el epitopo que se
une al calcio que es reconocido por el
anticuerpo monoclonal podria ser incapaz de
unirse a los terminales axénicos.

Que no se altere la expresion de la
Pv en el nicleo central del coliculo inferior
y en el nicleo ventral del cuerpo geniculado
medial nos podria indicar que las células
activas para la Pv no sélo reciben
informacién de los nicleos alterados por la
lesién sino que ademds reciben “inputs”
procedentes de otras vias alternativas y que
evitan la disminucién de la actividad de la
enzima.

Esta reducciéon puede representar
una pérdida de la inmunorreactividad de la
parvoalbimina en los axones del ntcleo
ventral del cuerpo geniculado medial, cuyas
dianas especificas son las capas IIIb-IV.
Esta teoria esta apoyada por la
especificacion laminar de la pérdida, ya que
las capas afectadas son aquellas que reciben
los axones taldmicos.

C-fos

La ablacién coclear unilateral en el
periodo postnatal temprano produce una
reduccién en el nimero de neuronas c-fos
positivas en los nucleos coleares, nicleo
lateral de la oliva superior, nicleo medial de
la oliva superior y nicleo medial del cuerpo
trapezoide ipsilaterales a la lesion, en el
nicleo paraolivar superior, nicleo central
del coliculo inferior, ndcleo ventral del
cuerpo geniculado medial, y en la corteza
cerebral auditiva, contralaterales a la lesion.

La presencia de actividad para el c-
fos en los nicleos cocleares una vez mas se
podria explicar gracias a la distribucién de
sus conexiones (ver apartado “Citocromo-
oxidasa”).

La expresion de neuronas positivas
para c-fos no varia en el nicleo lateral de la
oliva superior, nicleo medial de la oliva
superior y ndcleo medial del cuerpo
trapezoide contralaterales y tampoco varia
en el nidcleo paraolivar superior ipsilateral,
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por lo que una posible explicacion podria ser
que el nidcleo lateral de la oliva superior,
nicleo medial de la oliva superior y el
nicleo medial del cuerpo trapezoide
respondan a una estimulacion ipsilateral y el
nucleo paraolivar superior responda a una
estimulacién contralateral. Los estudios de
trazadores nos indican que el nucleo lateral
de la oliva superior esta reciprocamente
conectado con el nucleo coclear ventral
ipsilateral (Friauf y Ostwald, 1988), el
nicleo medial de la oliva superior estd
conectado bilateralmente con el nucleo
coclear ventral (Friauf y Ostwald, 1988), el
nucleo paraolivar superior estd conectado
bilateralmente  (cobaya: Thompson y
Thompson, 1991; Schofield, 1995;
Thompson y Schofield, 2000). Por tltimo,
el nicleo medial del cuerpo trapezoide esta
conectado con el nucleo coclear ventral
contralateral (Young et al., 1988a).

Por ello, el resultado mas
sorprendente es que exista
inmunorreactividad para c-fos en el niicleo
medial del cuerpo trapezoide contralateral,
incluso  durante largos periodos de
supervivencia. Una explicacién podria ser
que la ablacion y, por lo tanto, la
deprivacion resultante, desenmascaren la

influencia de entradas no auditivas hacia el
nicleo medial del cuerpo trapezoide,
entradas que  podrian  haber  sido
normalmente suprimidas por actividad
espontdnea en la via intacta. El efecto de la
activacion del nucleo medial del cuerpo
trapezoide en estructuras superiores de la via
auditiva es muy complicado, porque sus
neuronas son principalmente inhibitorias
(Caspary y Finlayson, 1991) y son un
importante componente temprano de las vias
binaurales responsables de la localizacién
del sonido. Sin embargo, una de las
principales dianas del nicleo medial del
cuerpo trapezoide, el nicleo lateral de la
oliva superior del mismo lado, esta
tonotépicamente activado bajo la misma
ablacién y las mismas condiciones de
estimulacién, sugiriendo que si estas
neuronas se encuentran ampliamente
activadas, ésta activacion seria insuficiente
para completar la inhibicién de las neuronas
del ntcleo lateral de la oliva superior (Luo el
al., 1999).

Una posible explicacion a Ia
reduccion en el nimero de neuronas c-fos
positivas en el resto de nicleos de la via que
se encuentran afectados por la lesidn la
podemos encontrar en los estudios de
conexiones (ver apartado “Nissl”).
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Organizacién topogréfica de las
proyecciones talamocorticales y callosas
auditivas

El resultado del andlisis de los
efectos de la ablacion coclear unilateral en el
periodo  postnatal temprano en la
organizacion topografica de las
proyecciones talamo-corticales y callosas
auditivas, nos indica que la corteza cerebral
auditiva contralateral, es decir aquella que
recibe informacion procedente del oido
lesionado presenta alteraciones tanto en el
patrén de distribuciéon de las conexiones
tdlamo-corticales como callosas.
Consideraciones metodologicas

Los datos obtenidos al analizar los
casos demuestran que hay una constancia en
las caracteristicas o rasgos principales entre
los animales controles y los experimentales.
Sin embargo, hemos encontrado pequefias
diferencias en el patrén de distribucidon de
las proyecciones cortico-corticales y tdlamo-
corticales entre individuos de cada uno de
los grupos, control y experimental. Las
diferencias encontradas se aprecian tanto en
la extension del marcaje, como en la
densidad de axones y neuronas marcadas.
Estas diferencias no parecen ser debidas al
tamafio de las inyecciones, por dos razones.
En primer lugar, el volumen de Ilas
inyecciones de trazador (BDA+DF, DTR)
realizadas fue el mismo, 0.46 l, establecido
considerando la capacidad de difusién del
trazador y que éste no debia extenderse a
areas adyacentes. En segundo lugar, en
todos los casos la inyeccién cubrié un
minimo de dos tercios del area elegida.
Tampoco deben ser debidas al método de
inyeccién, ya que en todos los casos
analizados la inyeccién de los trazadores se
realiz6 mediante presion. Las diferencias
encontradas tampoco pueden ser debidas a la
concentracion de trazador ya que no varié en
ninglin caso. Las variaciones encontradas
tampoco deberian deberse a diferencias en la
absorcion y transporte del trazador.

Otra de las razones de esta
variabilidad  podria  deberse a las
coordenadas  estereotdxicas establecidas
segin el atlas estereotdxico (Paxinos y
Watson, 1998) para las inyecciones, tanto en

la corteza cerebral auditiva como en el
ntcleo ventral del cuerpo geniculado medial,
pero en todos los casos analizados en
nuestro estudio las coordenadas son
semejantes (incluyendo la profundidad de
las mismas).

La edad a la cual se realiza la
cocleotomia es un factor muy importante,
pero lo descartamos como posible causa de
las diferencias en el patron de distribucién
de las conexiones, ya que previamente
establecimos el periodo critico a partir del
cual las cocleotomias no producian ningin
efecto en el desarrollo normal de las
conexiones, por lo que los casos que hemos
utilizado son aquellos cocleotomizados
dentro del periodo critico PO-P6, en el que,
seglin nuestros propios resultados, no hay
diferencias apreciables entre estos dias. El
periodo de supervivencia del animal
(comprendido entre el dia que se realiza la
inyeccion y el dia que el animal es

perfundido) también es de especial
relevancia, y  pequefias  diferencias
encontradas entre los animales

cocleotomizados en la formacién del patrén
de conexiones cdrtico-corticales y taldmo-
corticales podrian ser debidas a un tiempo de
supervivencia insuficiente para que los
axones lleguen a la corteza contralateral y se
distribuyan correctamente. Estos casos que
se caracterizaban por tener un periodo de
supervivencia muy corto, realizados al
principio del estudio, fueron desestimados.

En cuanto al corte del tejido no se
observan diferencias ya que todos los casos
fueron cortados a 60 wm.

En consecuencia, la explicacion mas
plausible es que la variabilidad entre los
resultados es debida a una ligera variabilidad
anatomica entre animales distintos.
Conexiones talamo-corticales

El patrén de organizaciéon de las
proyecciones tdlamo-corticales auditivas ha
sido descrito previamente utilizando técnicas
de degeneracién axdnica (rata: Vaughan,
1983; Cipolloni y Keller, 1989; ratén: Frost
y Caviness, 1980; gato: Sousa-Pinto, 1973a;
mono: Mesulan y Pandya, 1973) o
utilizando  métodos  autorradiograficos
(musarafia arboricola: Oliver y Hall,
1978b). Aunque estas técnicas han servido
para revelar los patrones bésicos de
organizaciéon de las conexiones tdlamo-
corticales en otros sistemas sensoriales,

68



Discusion

como por ejemplo, en el caso del sistema
visual (Jones, 1983), presentan una serie de
limitaciones. En primer lugar, los métodos
de degeneracién dependen de la seleccion
apropiada del periodo de supervivencia, asi
como de la distincién entre las fibras
normales y las patoldgicas (Morest, 1975a).
En  segundo  lugar, las  técnicas
autorradiograficas proporcionan muy poca
informacién acerca de la morfologia de los
terminales axoénicos (rata: Winer y Laure,
1987), y no revelan todas las conexiones con
igual sensibilidad y eficacia (Sousa-Pinto y
Reis, 1975). De este modo, ninguno de
estos métodos nos permite obtener
resultados rigurosos sobre las diferencias y
semejanzas de la via tdlamo-cortical.

Muchos detalles en la descripcién de
las fibras tdlamo-corticales han sido
estudiados en la corteza visual (mono:
Blasdel y Lund, 1983), en la corteza
somatosensorial (gato: Landry y Deschenes,
1981), y en la corteza motora (rata:
Aumann et al., 1988), pero el sistema
auditivo ha recibido menos atencion.

En contraste con otros sistemas
sensoriales, hay remarcablemente pocos
estudios de las vias tdlamo-corticales
auditivas  realizados  con  trazadores
axopldsmicos. Existen estudios contados
sobre el patron de conectividad de las
proyecciones tdlamo-corticales auditivas
mediante técnicas de transporte axénico en
diferentes especies (rata: Le Doux et al.,
1985; Winer y Larue, 1987; gato: Winer et
al., 1977; Imig y Morel, 1983; Middlebrooks
y Zook, 1983; Morel e Imig, 1987; conejo:
de Venecia y McMullen, 1994; Cetas et al.,
1999; primate: Hashikawa et al., 1995;
Hackett et al., 1998). Los estudios de
transporte axdnico en el sistema auditivo se
han centrado principalmente en el conejo (de
Venecia y McMullen, 1994) y en el mono
(Hashikawa et al., 1995). Por ello, en el
presente estudio analizamos el sistema
talamo-cortical mediante la inyeccién de
trazadores altamente sensibles y especificos
(BDA+DF y DTR). Con estos métodos
podemos revelar diferencias laminares y los
patrones caracteristicos de cada drea, que
con los métodos antiguos no se podian
discernir.

El desarrollo y mantenimiento de las
conexiones tdlamo-corticales parece
depender de los niveles normales de

excitacion de la periferia auditiva. Asi, una
lesion en la coéclea puede alterar la
organizaciéon de los mapas corticales en
animales adultos (Robertson y Irvin, 1989;
Rajan et al., 1993), efecto que resulta mas
notable cuando la lesion se lleva a cabo en el
periodo postnatal temprano (Harrison et al.,
1991). Por ello, el presente estudio es el
primero que describe el patrén de
conexiones de los axones talamo-corticales
auditivos en condiciones normales en ratas y
el patréon de distribucion de los axones
tdlamo-corticales tras haberse producido una
cocleotomia en el periodo postnatal
temprano.
Patron de distribucion de las

conexiones talamo-corticales en
animales adultos controles

Las conexiones entre el CGM y la
corteza auditiva se segregaron en bandas que
se extendian a lo largo del eje rostrocaudal.
Los resultados de nuestro trabajo corroboran
los previos realizados en otras especies
(gato: Andersen et al., 1980; Merzenich et
al., 1982; Huang y Winer, 2000; Stanton y
Harrison, 2000; conejo: McMullen y de
Venecia, 1993; de Venecia y McMullen,
1994; mono: Hashikawa et al., 1992). La
distribucién parcheada de las conexiones
tdlamo-corticales también es caracteristica
de los sistemas visual y somatosensorial
(Lorente de N6, 1922; Hubel y Wiesel,
1972). Esto nos indica que la segregacion
en bandas de las proyecciones tdlamo-
corticales estd altamente conservada en las
diferentes especies estudiadas, y en los
distintos sistemas sensoriales. Estos
resultados contrastan con la hipétesis de una
organizacién punto a punto propuesta por
algunos autores (Bradner y Redies, 1990;
Romanski y LeDoux, 1993), ya que la
distribucién de los axones tdlamo-corticales
sugiere que este sistema presenta un alto
grado de convergencia y divergencia
(Merzenich et al., 1982; Merzenich y
Jenkins, 1984).

En un andlisis mdas exhaustivo,
observamos que las bandas de marcaje
tdlamo-corticales ocuparon principalmente
el drea auditiva primaria (Tel) y, ademas,
aparecian pequefias regiones de marcaje en
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el area de asociacion (Te3), como se ha
descrito previamente (Patterson, 1977,
Scheel, 1988; Roger y Arnault, 1989;
Romanski y LeDoux, 1993b). Ademas,
observamos que existen similitudes que se
mantienen en las diferentes especies. Asi en
nuestro caso observamos que los parches
aparecian separados por zonas de marcaje
menos intenso como se ha descrito en el
gato (Sousa y Pinto, 1973a; Peterson y
Winer, 1988, 1993; Huang y Winer, 2000).
Sin embargo, otros pardmetros, como el
ndmero de bandas o su extension, no eran
idénticos a los resultados de los estudios
realizados en gatos (Huang y Winer, 2000),
diferencias probablemente debidas a que el
cerebro de gato presenta un mayor tamafio y
complejidad.
Desarrollo del patrén talamo-

cortical en animales controles

Actualmente, no se conoce nada
acerca del tiempo preciso del desarrollo
embrionario de las conexiones tdlamo-
corticales auditivas en algunas especies
(Cant, 1998). Los unicos estudios que
existen hasta el momento en rata, se basan
en el desarrollo de las conexiones del nicleo
coclear (Kandler y Friauf, 1993), y en el
desarrollo del coliculo inferior (Gabriele et
al., 2000a). Estos estudios apuntan que las
proyecciones desde el nicleo coclear hasta
el coliculo inferior se forman entre E15-E17.
Entre E18 y P5 se forman las colaterales de
los nudcleos cocleares y entre P5 y P14
aparecen las estructuras maduras. Las fibras
del lemnisco lateral contralateral llegan al
coliculo inferior alrededor del dia E19 y se
diferencian entre P4 y P12.

Un estudio realizado en ratén indica
que en el dia E13.5 las fibras procedentes
del coliculo inferior empiezan a invadir el
cuerpo geniculado medial. Las neuronas del
cuerpo  geniculado medial proyectan
reciproca y especificamente a la corteza
cerebral auditiva sobre el dia 14.5. A partir
de E16.5 hasta PO se produce un aumento en
la complejidad axénica y a partir de PO
contintia el proceso de maduracién. La
progresién temporal de las conexiones en el
caso de las ratas coincide con el desarrollo
en el raton, asumiendo 1 o 2 dias de retraso
(Gurung y Fritzsch, 2004).

Todas las conexiones entre los
nicleos cocleares y el resto de nicleos de la
via auditiva se establecen antes del
nacimiento, en ausencia de un patrén de
estimulacién sensorial (Cant, 1998; Rubel y
Fritzsch, 2002). Numerosos estudios
indican que la organizacién inicial de los
patrones de proyeccion en la via auditiva se
pueden originar en ausencia de un
estimulacion acustica inicial (Kandler y
Friauf, 1993; Cant, 1998; Gabriecle et al
2000a; Leake et al., 2002; Rubel y Fritzsch,
2002).

Sin embargo, el desarrollo mads
refinado de la organizacién de los patrones
de proyecciéon en el sistema auditivo
dependen de la actividad neural aferente en
el recién nacido (Gabriele et al., 2000b;
Leake et al, 2002; Rubel y Fritzsch, 2002).
De hecho, en el caso del sistema visual,
Hiibener y Bonhoeffer (1999) demostraron
que la actividad espontanea y los gradientes
moleculares contribuyen a la formacién del
patrén inicial que ocurre en ausencia de
experiencia visual, por ejemplo, en el caso
de la formacién de columnas de dominancia
ocular.  Puede ser que estos mismos
mecanismos de desarrollo influyan en la
formacion de patrones de proyeccion en el
sistema auditivo, antes de comenzar a oir.
Evidencias cada vez mayores, sugieren que
una descarga ritmica espontanea, similar a la
que fue descrita en la retina (Galli y Maffei,
1988; Meister et al., 1991; Wong et al.,
1993; Feller et al.,1996,1997), est4 presente
en varios niveles del sistema auditivo antes
del comienzo de la audiciéon (Romand y
Ehret, 1990; Riibsamen y Schifer, 1990;
Gummer y Mark, 1994; Lippe, 1994, Kotak
y Sanes, 1995; Lippe, 1995; Kros et
al.,1998; Jones y Jones, 2000).

Patron de distribucion de las

conexiones talamo-corticales en
animales adultos cocleotomizados en
el periodo postnatal temprano

En estos animales cocleotomizados
el patrén de distribucién de las conexiones
talamo-corticales en la corteza contralateral
a la coéclea lesionada, presentaba
alteraciones con respecto a los animales
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controles. Concretamente, si bien los axones
talamo-corticales siguen segregandose en
bandas de orientacién rostrocaudal, se
produce una variacién con respecto a los
animales controles en la localizacién de las
bandas y en la extensién de las mismas (en
los animales experimentales las bandas se
extienden 3 veces mds que en los controles).
De este modo, de nuestros resultados
podemos inferir que la via auditiva puede
mantener algunos principios bdasicos de su
conectividad atin en ausencia de la actividad
neural aferente, como la segregacién de
algunas proyecciones.  Estos resultados
estdn en concordancia con estudios previos
realizados en gato (Stanton y Harrison,
2000).  Sin embargo, la presencia de
anomalias en el patrén indica que el correcto
funcionamiento del receptor es necesario
para la distribucién fina de las conexiones
tdlamo-corticales.

Estudios realizados en  otros
sistemas sensoriales, como el
somatosensorial, apoyan nuestros resultados.
Asi, Jensen y Killackey (1987) han
demostrado que, tras seccionar el nervio
infraorbital, se produce un patrén alterado de
las conexiones tdlamo-corticales, que sigue
organizado en bandas, pero mas extensas y
amorfas.

En la literatura se puede encontrar
una gran cantidad de trabajos sobre la
plasticidad de las cortezas somatosensorial,
visual y motora. Sin embargo, el estudio de
la plasticidad en la corteza cerebral auditiva
ha sido un campo poco explorado. El primer
trabajo en que se estudi6 la plasticidad en la
corteza cerebral auditiva fue el realizado por
Robertson e Irvine (1989) en el cual, tras
realizar una lesién periférica unilateral
restringida (en la porciéon de la céclea
sensible a las frecuencias medias-altas) en
animales adultos, se observé que la regién
de la corteza auditiva contralateral a la
lesién en la cual tales frecuencias estarian
normalmente representadas, fue parcial-
mente ocupada por la representacién de
frecuencias adyacentes a las frecuencias que
se habian perdido con la lesi6on. A
diferencia de este disefio experimental, en
nuestro estudio hemos producido una
destruccién masiva de la céclea, por lo que
no quedan zonas cercanas a la lesién que
proyecten a la corteza. No obstante, no
podemos descartar que en el hemisferio

contralateral a la cdclea lesionada persista
alguna representacion de frecuencias de los
estimulos  sonoros, informacién  que
provendria de nicleos no alterados por la
lesién, a través de las miuiltiples vias
cruzadas, subcorticales y callosa, que existen
en la via auditiva.

Sin embargo, el desarrollo de
conexiones precisas en el sistema nervioso
central de los mamiferos requiere de la
actividad neural aferente, y existen
evidencias de que tanto un patrén sincrénico
de actividad aferente, como la coincidencia
de actividad de la aferencia y la célula diana,
son necesarios para la especificacidon de la
conectividad neuronal en algunos sistemas
sensoriales, como por ejemplo el visual (ver
la revision de Singer, 1995).

Un estudio realizado en el sistema
auditivo mediante ablaciones cocleares en
estadios tempranos del desarrollo también
apoya esta idea (Gabriele et al., 2000b). Los
resultados del mismo apuntan a que la
ablacién coclear unilateral altera el
desarrollo normal de los patrones de
segregacion de los axones aferentes que al
coliculo inferior llegan desde el nucleo
dorsal del Iemnisco lateral (NDLL). Asi, en
los animales cocleotomizados aparece una
asimetria en el patrén de segregacion y en la
densidad relativa de las proyecciones
marcadas en uno y otro coliculo, en
contraste con la simetria normalmente
encontrada en los animales controles.
Concretamente, las fibras que llegan desde
el NDLL no deprivado (funcional) son
capaces de segregarse en bandas en el
coliculo inferior contralateral, si deprivado
(anormal), mientras que los axones que
llegan procedentes del NDLL deprivado
(disfuncional) al coliculo inferior no
deprivado (normal), no se segregan. Estos
resultados sugieren que la segregaciéon en
bandas de las proyecciones aferentes al
coliculo inferior parece depender de la
actividad presindptica (la actividad en el
NDLL). Por el contrario, la normalidad de
la actividad aferente parece no ser suficiente
para determinar otro de los pardmetros del
patrén de conexiones, la densidad de las
proyecciones, ya que las més densas son las
que terminan en el coliculo inferior normal
desde el NDLL deprivado, mientras que las
que acaban en el coliculo inferior alterado
desde un NDLL no deprivado, son mucho
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mas escasas. Por ello, estos resultados
sugieren que el medio postsinaptico
(actividad eléctrica de las células del
coliculo inferior) determina la densidad
relativa de las proyecciones a las dianas.

Un estudio realizado en el sistema
visual aporta evidencias de que la
correlacién entre la actividad cortical y la
actividad aferente regula el crecimiento y la
retracciéon de las fibras tdlamo-corticales
(Hata el al., 1999). Este hecho nos indica
que la correcta formacién de los diferentes
aspectos de la organizacién aferente no se
basa simplemente en la cantidad de
actividad neural aferente sino en la
correlaciéon entre la actividad pre- y
postsinaptica. De hecho, se ha demostrado
que la correlacion entre la actividad pre- y
postsindptica es necesaria para la correcta
segregacion de las columnas de dominancia
ocular en el desarrollo del sistema visual
(Stryker, 1984; Stryker y Harris, 1986;
Constantine-Paton et al., 1990; Shatz.,
1990), resultados que han sido corroborados
en la corteza somatosensorial (Schlaggar et
al., 1993).

En nuestro estudio, los terminales de
los axones procedentes del nicleo ventral
del cuerpo geniculado medial deprivado
presentan alteraciones en su topografia en la
corteza cerebral auditiva, concretamente
observamos una expansion tangencial del
territorio donde las conexiones tdlamo-
corticales terminan. Asi, nuestros resultados
sugieren que la topografia de las aferencias a
la corteza cerebral auditiva parece depender
de la actividad presindptica (actividad en el
tallamo). De este modo, nuestros resultados
corroboran la hipdtesis propuesta por
Gabriele et al (2000b), en cuanto a la
capacidad de segregacidn de las aferencias.

Existen evidencias en el sistema
visual de que el bloqueo de la actividad
neuronal en los gatos recién nacidos o la
reduccién de la misma altera la morfologia
de las arborizaciones axonicas
retinogeniculadas (ver la revision de
Garraghty y Sur, 1993). Manipulaciones
similares también alteran la extension de las
arborizaciones tdlamo-corticales y, asi, las
arborizaciones que reciben informacién
procedente del ojo deprivado se encogen,
mientras que las que proceden del ojo no
deprivado se expanden en la corteza
(Antonini y Stryker, 1993a, b). Consistente

con esta expansion de las aferencias tdlamo-
corticales, las células corticales son
dominadas por el ojo no deprivado (Shatz,
1990; Goodman y Shatz, 1993). Cuando las
células  postsindpticas  se  inactivan
farmacoldgicamente, se observa como las
respuestas visuales son dominadas por el ojo
deprivado y las arborizaciones procedentes
del mismo son mas extendidas en la corteza
(Reiter y Stryker, 1988; Hata y Stryker,
1994), de este modo, cuando las células
corticales estdn inhibidas las entradas menos
activas llegan a ser dominantes. Estos
experimentos muestran que la actividad
postsinaptica en células corticales actia
conjuntamente con la actividad presinaptica
para modificar la fuerza de las entradas
sindpticas y la extensioén de las conexiones
tdlamo-corticales. Asi, estos experimentos
apuntan que el refinamiento de las
conexiones dependiente de la actividad es
semejante a un proceso Hebbiano, mediante
la coincidencia entre la actividad pre- y
postsindptica. Asimismo, en nuestro caso la
expansion de las conexiones tilamo-
corticales podria ser debida a una alteracion
en dicho refinamiento, como consecuencia
de la falta de actividad neural aferente
apropiada en la corteza contralateral a la
lesion.

Durante el desarrollo, los axones
que se originan o terminan en la corteza
cerebral, inicialmente forman ramificaciones
y sinapsis exuberantes que se distribuyen
difusamente y que, posteriormente, sufren
un refinamiento topografico, desapareciendo
una gran cantidad de axones (Innocenti,
1995). La deaferentizacion periférica puede
interferir en este proceso de retraccién y/o
eliminacién de las colaterales axonicas,
haciendo que el proceso de eliminacién de
las mismas no se realice adecuadamente y
quedan dispersas en la corteza, ocupando un
espacio mayor que en condiciones normales.
Esta hipétesis fue sugerida por Levay et al.,
(1980) para explicar las alteraciones
observadas en la segregaciéon de las
columnas de dominancia ocular en la corteza
visual tras la deprivaciéon periférica
unilateral.
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Distribucion laminar de los
axones talamo-corticales

La distribucién laminar de los
axones tdlamo-corticales estd altamente
conservada en las diferentes especies,
sistemas sensoriales y dreas corticales
(Jones, 1985). El patrén de distribucion de
los mismos en la corteza cerebral auditiva de
todas las especies estudiadas hasta el
momento, a excepcion de las aves y reptiles,
es similar al descrito en el gato, en el cual el
principal destino de las conexiones tdlamo-
corticales son las capas IIIb y IV. Tal patrén
ha sido observado en rata, aunque la parte
superficial de la capa III recibe menos
axones tdlamo-corticales que en el gato
(Patterson, 1976; Vaughan, 1983).

En los animales controles, nuestros
resultados  estin de acuerdo  con
descripciones previas en varias especies
(gato: Sousa-Pinto, 1973a; Niimi y Naito,
1974; Peterson y Winer, 1988, 1993;
conejo: McMullen y de Venecia, 1993;
Cetas et al., 1999; mono: Mesulam vy
Pandya, 1973; Jones y Burton, 1976;
musarafia arboricola: Casseday et al,
1976; opossum: Ebner, 1969; rata:
Patterson 1976; Vaughan 1983; Vaughan y
Peters, 1985; Kimura et al., 2003), y en
diferentes sistemas sensoriales (ej. corteza
somatosensorial primaria [Ausé et al.,
2001]). Al igual que en los animales
controles, en los animales deprivados en el
periodo postnatal temprano, los axones
terminan principalmente en las capas
corticales IIIb y IV, algunos fasciculos de
axones alcanzaba el borde de las capas Il y
II, y en algunos casos incluso los axones
llegaban a la mitad externa de la capa I, y se
extendian tangencialmente largas distancias.
Como podemos observar ademds de las
dianas convencionales algunos axones
terminan en capa I. Las proyecciones desde
el ndcleo ventral del cuerpo geniculado
medial hasta la capa I de la corteza auditiva
se han observado también en gatos (Niimi y
Naito, 1974), en conejo (McMullen vy
deVenecia, 1993; Cetas et al., 1999) y en
mono (Hashikawa et al., 1995). En rata
(Kimura et al., 2003), encuentran axones en
capa I ocasionalmente (concretamente en 1/6
de los casos analizados). La distribucion

laminar de los axones talamo-corticales en
animales controles no presentaba diferencias
con el patron obtenido en animales
cocleotomizados en el periodo postnatal
temprano por lo que la informacién
necesaria para especificar las dianas
laminares de los axones tdlamo-corticales se
mantiene tras producirse la cocleotomia
aunque se haya producido una pérdida de
informacién auditiva. En el coliculo
inferior, Gabriele et al (2000b) han apuntado
que la capacidad de las proyecciones
aferentes para reconocer las zonas
terminales apropiadas se mantiene tras
producirse una ablacién en el periodo
postnatal temprano, confirmando de este
modo nuestros resultados.
Conexiones cortico-corticales
interhemisféricas

Los  primeros  estudios que
abordaban el estudio de las conexiones
cortico-corticales  usaron métodos de
degeneracion axodnica (Vaughan y Foundas,
1982; Vaughan y Peters, 1985). Sin
embargo, en el caso de la rata la
identificaciéon de las conexiones cortico-
corticales s6lo fue posible a partir de la
utilizacién de técnicas mds sensibles de
trazado retrogrado y anterégrado. Estas
técnicas permitieron un estudio mas
especifico, aunque todavia no se conoce una
descripciéon detallada de las conexiones
inter- o intrahemisféricas en la corteza
cerebral auditiva de la rata. Por ello, nuestro
trabajo es el primero en el que se describe el
patrén de distribucién de las conexiones
cortico-corticales con todo detalle en cuanto
a su localizacién en la corteza cerebral
auditiva, extension, y distribuciéon laminar
bajo condiciones normales, y tras producirse
una deprivacion.

Patron de distribucion de las

conexiones callosas en animales
adultos controles

El patréon de distribuciéon de las
conexiones callosas en nuestros animales
controles cumple los principios bdsicos de
organizaciéon de las conexiones callosas,
descritos previamente para la rata (Cipollini
y Peters, 1979; Zaborsky y Wolf, 1982;
Vaughan, 1983), y que se cumplen en la
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mayoria de especies animales (hurén: Pallas
y Wright, 1993; Wallace y Harper, 1997;
gato: Imig y Brugge, 1978; macaco: Morel
et al., 1993; rhesus: Pandya y Rosene, 1993;
mono biho: Morel y Kaas, 1992). Sin
embargo, en algunos animales lisencefalicos
como la ardilla, los axones callosos se
distribuyen de manera desigual y no forman
bandas (Luethke et al., 1988).

Asi, estd ampliamente admitido que
el marcaje calloso forma campos terminales
discontinuos que presentan una organizacién
radial, alterndandose regiones de elevada
densidad con regiones de baja densidad de
marcaje axonico, sugiriendo que el sistema
calloso es divergente.

Nuestros resultados corroboran estos
resultados parciales, completandolos con
datos acerca del nudmero de parches,
extension y distancia entre los mismos.

Al igual que en estudios anteriores
(Imig y Brugge, 1978; Kelly y Wong, 1981;
Vaughan, 1983; Code y Winer, 1986), los
parches vistos en el presente estudio estaban
separados por zonas de menor marcaje, lo
cual implica que algunas aferencias callosas,
si bien de forma reducida o atenuada, se
encuentran presentes en las zonas que separan
los parches de marcaje. Sin embargo, no se
conoce exactamente el significado funcional
de las zonas de separacion entre los parches.
Imig y Brugge (1978) en el gato, describieron
que las bandas callosas se superponen con
columnas binaurales que han sido definidas
fisiolégicamente y, de hecho, en el gato las
bandas de denso marcaje de terminales
callosos coinciden con columnas de sumacién
y las bandas no callosas se corresponden con
columnas de supresiéon (ver epigrafe
“Organizaciéon funcional de la corteza
auditiva”).  Las columnas binaurales se
disponen ortogonalmente a las bandas de
isofrecuencia en el gato (Imig y Adrian,
1977, Middlebrooks et al., 1980).

Sin embargo, nosotros no podemos
comparar directamente nuestras zonas de
separaciéon entre los parches con las
columnas de supresién ni nuestros parches
con las columnas de sumacién binaural, ya
que no se aportan datos sobre la anchura de
las columnas. Quizas conexiones cortico-
corticales intrinsecas y/o callosas también
rellenen estas zonas de separaciéon. Un
patrén comparable de superposicién parcial
y de proyecciones parcialmente segregadas

ha sido propuesto para el tronco del encéfalo
auditivo, concretamente en el NCCI del gato
donde, tras producirse una lesién medular,
las aferencias forman bandas gruesas de
degeneracion, separadas por escasas fibras
en degeneracion (Oliver y Morest, 1984).
Quiz4 la dltima proyeccion sea similar a la
zona de marcaje mds débil que observamos
entre los parches.

Desarrollo del patron calloso en

animales normales

En los estudios sobre el desarrollo
del patrén de conexiones callosas se
establece que durante los dias PO a P4, la
distribucién de las proyecciones es difusa y
poco uniforme, en el dia postnatal 6 o 7 ya
empiezan a ser discernibles los rasgos
tempranos del patrén calloso maduro
(Olavarria y Van Sluyters, 1985) y, en el dia
postnatal P12, el patrén calloso aparece
totalmente establecido en los sistemas
auditivo (Gabriel et al., 2000), y visual
(Olavarria y Van Sluyters, 1985) de la rata.

Desarrollo del patron calloso en

animales cocleotomizados en el

periodo postnatal temprano

Las deaferentizaciones realizadas en
los dias P7 o posteriores permiten que el
patrén calloso se desarrolle normalmente ya
que en este estadio del desarrollo postnatal
dicho patrén ya se encuentra estabilizado,
mientras que las cocleotomias realizadas
entre PO y P6 producen anomalias en el
desarrollo del patrén calloso ya que se
realizan antes de que se establezca el patrén
calloso maduro.

Se piensa que la deaferentizacién
periférica unilateral puede alterar el
desarrollo de la organizacién del sistema
deaferentizado, por ejemplo, Rothblat y
Hages (1982) apuntan que la enucleacién
antes de los 10 primeros dias postnatales
estabiliza el desarrollo calloso en un estadio
inmaduro. En el sistema auditivo, Pallas et
al., (1999) han mostrado que la ablacién
coclear en el periodo postnatal temprano del
hurén producia un patrén de distribucién de
las conexiones callosas mds extendido y mas
uniforme que en los animales controles,
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hallazgo que se parece mucho al patrén de
conexiones encontrado en el periodo
postnatal temprano del gato (Feng y Brugge,
1983).

Estudios realizados en el sistema
visual, (Kingsbury et al., 2002) o en el
sistema somatosensorial (Miller et al.,
1991), en los cuales se realizan ablaciones
talamicas en el periodo postnatal temprano
con el fin de reducir las aferencias tdlamo-
corticales, se observa un considerable
aumento de las conexiones cortico-corticales
y una expansion de las mismas en los
animales que han sufrido la ablacién, con
respecto a los animales controles.  Sin
embargo, no sé6lo encontramos alteraciones
en las conexiones callosas cuando
producimos una ablacién en el tilamo, sino
que la ablacién en centros inferiores de la
via también provoca cambios en el patrén de
distribucién de las conexiones callosas.
Algunos estudios llevados a cabo en el
sistema visual (rata: Toldi et al., 1989; gato:
Lund et al., 1978; Innocenti y Frost, 1979;
Berman y Payne, 1983; hamster: Rhoades y
DellaCroce, 1980; Rhoades y Fish, 1983;
ratéon: Olavarria y Van Sluyters, 1984a)
muestran que la enucleacién en el periodo
postnatal temprano resulta en una expansion
de las conexiones callosas.

Por ello, estos resultados demuestran
que las entradas taldmicas son un importante
factor extrinseco en el desarrollo de la
conectividad cortical y que para mantener un
desarrollo normal de las conexiones cortico-
corticales hace falta que las proyecciones
tdlamo-corticales estén intactas. De este
modo, nuestros resultados apoyan la idea de
que la experiencia sensorial es importante en
la organizacion y regionalizacién de la
corteza auditiva. Sin embargo, el hecho de
que nosotros observemos anomalias en las
ratas cocleotomizadas en el periodo
postnatal temprano y que no fueron
observadas en animales normales durante el
desarrollo, nos sugiere que la cocleotomia
no altera el patrén calloso simplemente por
detener el desarrollo normal.

Patron de distribucion de las

conexiones callosas en animales

adultos cocleotomizados en el periodo
postnatal temprano

En los animales cocleotomizados, el
patrén de distribucién de las conexiones
callosas en la corteza contralateral a la lesion
presentaba alteraciones en comparacion con
los animales controles, concretamente, en
algunos casos aparecian bandas mas
extensas de lo normal y bandas con una
localizacién claramente anormal.

La capacidad de segregacion de las
bandas callosas se mantiene en los animales
cocleotomizados en el periodo postnatal
temprano. EI hecho de que la eliminacién
de las proyecciones que salen de la cclea en
estados tempranos del desarrollo no afecte la
segregacion (Crowley y Katz, 1999), nos
indica que dicha segregacion en bandas
alternas durante el desarrollo es un proceso
especifico de la propia corteza. Por ello,
puede decirse que, en general, la estructura
basica de la corteza cerebral es innata, y que
la actividad seria esencial para determinar
los aspectos mas finos y el correcto
mantenimiento de dicha estructura.

Manipulaciones experimentales
(cocleotomias, enucleaciones, etc.) o
alteraciones patoldgicas, s6lo producen
variaciones en determinados parametros
como el ancho, numero de bandas,
periodicidad y otras alteraciones que,
facilmente detectables, nunca implican la
total anulacion del patrén calloso (Hubel y
Wiesel, 1977; LeVay et al., 1980; Mower et
al., 1985; Horton y Hocking, 1998).

Al mismo tiempo que se establece el
patrén calloso también se produce el
establecimiento de  otras  aferencias
corticales, como las talamicas, de este modo,
los axones callosos interactian con los
axones tdlamo-corticales. En condiciones
normales ambos sistemas de conexiones
interactian correctamente dando lugar a un
patrén adulto normal. Sin embargo, en
condiciones de deprivacién, las conexiones
tdlamo-corticales estdn alteradas funcional-
mente ya que no vehiculan la informacién
auditiva habitual. En una competicion
dependiente de actividad, generalmente se
favorecen las entradas activas, haciendo que
éstas sean mds grandes y mds fuertes,
mientras que las entradas menos activas se
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hacen mds pequefias y débiles (Hata et al.,
1999). Lesiones en el tdlamo o en la corteza
cerebral auditiva en adultos producen una
expansion del sistema de conexiones intacto
(Vaughan y Foundas, 1982). En nuestro
caso, las conexiones callosas van a competir
con axones débiles y por lo tanto van a
extenderse y van a ocupar localizaciones
anormales dentro de la corteza cerebral
auditiva.

Debido a la escasez de estudios en el
sistema auditivo, nos hemos basado en los
datos obtenidos en el sistema visual para
apoyar nuestros resultados. De acuerdo con
estudios previos llevados a cabo en
diferentes especies de roedores (Rhoades y
DellaCroce, 1980; Cusick y Lund, 1982;
Rothblat y Hayes, 1982; Rhoades y Fish,
1983; Lund et al., 1984; Olavarria y Van
Sluyters, 1984a) las principales
caracteristicas o rasgos del patrén calloso
presentes en las ratas normales aparecen
también en animales enucleados y ademds
pueden ser reconocidos en ratas que han
nacido sin ojos (Olavarria y Van Sluyters,
1984a). Asi, la informacién requerida para
especificar los rasgos principales del patrén
calloso reside en el S.N.C, pero no esta claro
si es intrinseca o extrinseca a la corteza. Por
ejemplo, las conexiones tdlamo-corticales
pueden proporcionar un conjunto de
instrucciones extrinsecas para generar al
menos una tosca version del patron calloso
normal en ratas que nacen sin los dos ojos.
Por otra parte, hay alteraciones en el patrén
calloso de roedores cuyo desarrollo cursa sin
ojos y la naturaleza de las alteraciones nos
indica que las aferencias retinianas pueden
actuar finamente en el establecimiento de las
conexiones callosas. Mientras que es
posible que procesos intrinsecos de la
corteza puedan estar implicados en la
formacion de las conexiones callosas, los
resultados de estudios previos sugieren que
las entradas subcorticales proporcionan
informacién extrinseca para el desarrollo
calloso. La idea de que las entradas tdlamo-
corticales gufan el desarrollo calloso
también ha sido demostrada en estudios
realizados en el sistema somatosensorial
(Koralek y Killackey, 1990; Schlaggar y
O’leary, 1991). Ademds, hay evidencias
considerables de que  caracteristicas
concretas de la organizacién de la corteza
cerebral auditiva, tales como la arealizacion

de la corteza de mamiferos es controlada en
gran medida por las entradas de axones
talamo-corticales (Lépez-Bendito y Molnér).

En el presente estudio, tras
producirse una ablacién coclear unilateral en
animales jévenes podemos observar cdmo en
la corteza contralateral a la lesién aparecen
bandas con un localizacién anormal. La
aparicion de bandas anormales en los
animales deaferentizados en el periodo
postnatal temprano podria ser debida a la
transmisién de un mapa anémalo a través de
la via céclea-tdlamo-corteza. La idea de que
un mapa andémalo sea transmitido a la corteza
contralateral estd apoyado por estudios
realizados en el sistema visual (hamster:
Finlay et al., 1979; Thompson, 1979;
Rhoades, 1980; rata: Fukuda et al., 1984).

Estas consideraciones junto con la
exuberancia de la via auditiva nos sugieren
que tanto en el tdlamo como en la corteza
que recibe informacién procedente del oido
lesionado puede aparecer un mapa alterado
y, que la presencia de bandas callosas
anormales es un rasgo caracteristico de
dicho mapa. De hecho, ya que las
conexiones callosas normalmente se
concentran a lo largo de representaciones en
el espacio sonoro, la presencia de bandas EE
anormales podria corresponderse con una
representacion aberrante del espacio sonoro
en la corteza cerebral auditiva que recibe
informaciéon procedente de la cdclea
lesionada.

La presencia de bandas con
localizacién anormal en la corteza
contralateral a la lesidon nos hace plantearnos
una serie de preguntas.

Se supone que las neuronas de la
corteza ipsilateral a la lesion proyectan a las
bandas anormales encontradas en el
hemisferio contralateral.

(Como pueden axones de células
callosas normales ser guiados en un
territorio anormal?

La presencia de alteraciones en el
patrén calloso de ratas que han sufrido una
deaferentizacién periférica unilateral podria
derivar de que el tdlamo ipsilateral a la
lesién forma una organizacién normal de las
células callosas en el hemisferio homolateral
y de algin modo estimula las células de
estas regiones para que envien sus axones al
hemisferio opuesto.  Sin embargo, las
regiones callosas en las cuales estos axones
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son enviados podrian ser establecidas por
instrucciones anormales que provienen del
tdlamo deprivado.

El curso de los eventos puede ser el
siguiente: Producimos una deaferentizacién
periférica unilateral en el oido izquierdo, por
lo que se produce una alteracién de la
transmisién de la informacién que llega al
tdlamo contralateral a la céclea lesionada.
Las proyecciones que llegan a este talamo
estdn alteradas desde el punto de vista
cuantitativo y  cualitativo. Como
consecuencia de esta alteracién los axones
no emiten una informacién auditiva
apropiada, por lo que determinan una
organizaciéon incorrecta de la corteza
cerebral auditiva, esta desorganizacién se
refleja tanto en el nimero como en la
localizacién de las neuronas y de los axones
eferentes que se dirigen a la corteza opuesta.

Distribucion laminar de los

axones callosos

En cuanto a la distribuciéon laminar
de los axones callosos, tanto en los animales
controles como en animales
cocleotomizados, los axones callosos
ocupaban la totalidad de las capas corticales.
Los datos obtenidos en nuestro trabajo estdn
en concordancia con estudios previos
realizados en gato (Kelly y Wong, 1981;
Code y Winer, 1986). Nuestros resultados
apuntan que este aspecto de la topografia de
los axones callosos se mantiene tras la
deprivaciéon, lo que implica que la
informacién necesaria para la especificacion
laminar de los axones no se altera tras la
cocleotomia. Como hemos comentado
anteriormente, la capacidad de las
proyecciones aferentes para reconocer las
zonas terminales apropiadas se mantiene tras
la ablacién (Gabriele et al., 2000b).

Distribucién laminar de las

neuronas retrégradas en el hemisferio

contralateral a la inyeccion

La identificaciéon de las neuronas
callosas se intentd, aunque con modestos
resultados, con estudios de degeneracion
(Pines y Maiman, 1939), sin embargo, su
identificacién solo ha sido posible gracias a

la introduccién de los métodos de transporte
retrogrado. Actualmente las neuronas
callosas se estudian mediante la utilizacién
del trazador retr6grado HRP solo o
conjugado con WGA, o con trazadores
fluorescentes en diferentes especies y areas.
Este método complementa las técnicas de
degeneracion que se empleaban con
anterioridad y nos proporciona informacion
especifica sobre la organizacién laminar de
las neuronas callosas.

Como regla general en estudios
anatémicos, la mayor fraccién de neuronas
de proyeccidn callosa se encontré en la capa
I, el resto de las capas corticales también
contribuyen, pero de manera diferente
dependiendo de la especie y del d&rea.
Concretamente en el caso de la rata tras
realizar un estudio previo sobre la
localizacién de las neuronas callosas en la
corteza  cerebral  auditiva  mediante
inyecciones de HRP, se extrajo que la
segunda mayor fraccion de neuronas
callosas se encontraba en la capa V
(Jacobson y Trojanonowski, 1974). En
nuestro trabajo, la distribucién radial de las
neuronas marcadas retrogradamente en la
corteza contralateral a la inyeccidén
corrobora los estudios previos (Jacobson y
Trojanonowski, 1974; Wallace y Harper,
1997). Las neuronas de proyeccion callosa
se encontraban en las capas II-VI, con una
mayor densidad en la capa III y la segunda
mayor concentraciéon en capa V. En
contraste, en la corteza contralateral a la
lesion de los animales cocleotomizados, las
neuronas marcadas retrégradamente se
encontraron principalmente en las capas III,
IV y V. En las capas II y III se produjo una
disminucién en el ndmero de neuronas
marcadas, y en la capa IV y V se produjo un
aumento en el nimero de neuronas marcadas
con respecto a los animales controles. Sin
embargo, ninguno de los cambios obtenidos
es estadisticamente significativo.

Nuestros resultados indican que en
los animales cocleotomizados en el periodo
postnatal temprano, las neuronas marcadas
retrégradamente se localizan en capas mas
profundas de la corteza cerebral auditiva,
este hecho, es interesante desde el punto de
vista del origen laminar de las proyecciones
corticales, ya que éste es un rasgo fiable en
la organizacién cortical, relacionado con el
tiempo en el que las neuronas corticales
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nacen (McConnell y Kaznowski, 1991;
McConnell, 1992). Los cambios en el
origen radial de las proyecciones corticales
han sido descritos bajo condiciones
experimentales distintas. Asi por ejemplo,
en los ratones reeler (Caviness, 1980), en
ratas que han sufrido radiacién con rayos X
durante la neurogénesis (Jensen y Killackey,
1984), en hurones después de injertos
heterocrénicos (McConnel, 1988) o en ratas
hipotiroideas (Berbel et al., 1993), neuronas
destinadas a una capa dada pueden migrar
anormalmente y ser “atrapadas” en una capa
diferente. Mecanismos similares podrian
explicar los cambios obtenidos en la
distribucion radial de las conexiones callosas
en los animales cocleotomizados. Una
posible explicaciéon alternativa a la
distribucién anormal de las neuronas de
proyeccion callosa, podria estar relacionada
con el hecho de que la cocleotomia pueda
interferir en el desarrollo normal de las
conexiones callosas y en el proceso de
estabilizacién y/o eliminacién de los axones
callosos transitorios (Innocenti, 1991).

En la literatura, el estudio de la
localizacién de las neuronas callosas en la
corteza cerebral auditiva tras haberse
realizado una deaferentizacion periférica
unilateral, ha sido un campo poco explorado.
Los trabajos existentes, en general, se
fundamentan en la corteza visual, asi por
ejemplo, los trabajos de Olavarria y sus
colaboradores (1987) apuntan pequeias
diferencias en la densidad celular de las
neuronas callosas en algunas capas, sin
embargo, al igual que en nuestro trabajo
muestran que las diferencias en la
distribucién laminar de las mismas no son
significativas.

Solapamiento entre las aferencias
talamo-corticales y cortico-corticales
en la corteza cerebral auditiva
primaria

Estudios  previos  sobre  las
proyecciones callosas de la corteza cerebral
auditiva han demostrado que, tanto los
campos axonicos terminales, como las
neuronas de origen de los mismos, forman
grupos separados entre si por zonas de
marcaje mucho menos intenso, que se
encuentran ocupadas por axones tdlamo-
corticales (Zaborszky y Wolff, 1982;
Vaughan, 1983). En cortes histologicos

paralelos a la superficie cortical, los
“parches” de marcaje forman bandas
alargadas rostrocaudalmente, perpen-
diculares a las bandas de isofrecuencia. Los
resultados de nuestro estudio en animales
controles corroboran los estudios previos.

Un estudio mads reciente realizado en
mono por Pandya y Rosene (1993) aporta
que ademds, frecuentemente, aparecian
pequefias zonas de solapamiento en la
periferia de las bandas tdlamo-corticales y
callosas. Nuestro trabajo confirma estos
resultados parciales, completandolos con un
estudio mas exhaustivo sobre el grado de
solapamiento entre ambos sistemas de
conexiones. El presente estudio supera las
limitaciones encontradas por Pandya vy
Rosene, (1993), ya que contamos con dos
trazadores de igual sensibilidad que podian
ser inyectados en el mismo animal, lo que
nos permiti6 definir con claridad las
aferencias talamicas y cortico-corticales y
calcular con exactitud el porcentaje de
solapamiento entre ambos sistemas de
conexiones. Los resultados del estudio
cuantitativo apuntan que en los animales
controles aparecen pequefas regiones de
solapamiento entre las conexiones tdlamo-
corticales y cortico-corticales las cuales
suponen Unicamente un 2% del area total.
El hecho de que el grado de superposicién
fuera limitado entre ambos sistemas de
conexiones nos sugiere que las aferencias
tdlamo-corticales y callosas se encuentran
segregadas.

Desde el punto de vista
electrofisiolégico se han registrado tres tipos
de unidades en la corteza cerebral auditiva:
(i) aquellas que responden a la estimulacién
del oido contralateral, pero son inhibidas por
la estimulacién del ipsilateral (EI:
excitacion/inhibicién) y que son las mas
numerosas; (ii) las que son excitadas por la
estimulacién de uno u otro oido, presentando
fenémenos de sumacién cuando dicha
estimulacién es bilateral (EE:
excitacion/excitacién) y, por ultimo, (iii)
neuronas que responden a la estimulacion de
solo un oido, pero la estimulacién del
contralateral no produce la inhibicién de las
mismas (MO: monoaurales), que son muy
poco frecuentes (Imig y Adrian, 1977; Kelly
y Sally, 1988). Estos hallazgos han
planteado la posibilidad de que la corteza
auditiva primaria pudiera contener una
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representacién sistemdtica, o mapa, del
espacio sonoro, hipdtesis que se ha visto
apoyada por los resultados de experimentos
de lesiones corticales que han demostrado la
importancia de la corteza auditiva primaria
para la localizacidén espacial de la fuente del
sonido (Jenkins y Merzenich, 1984). Sin
embargo, existen evidencias de que, a lo
largo de un contorno de isofrecuencia, no
existe un mapa unico y sistemdtico del
acimut de la fuente sonora. Esto es debido a
que los dos tipos principales de respuestas
binaurales (EI y EE) se encuentran
agrupadas formando bandas alternas
(Middlebrooks et al., 1980). Debido a ello,
lo que existe en cada banda de isofrecuencia
es una representacion fragmentada del
espacio  acimutal  contralateral, con
gradientes locales ocasionales, y
discontinuidades entre grupos de neuronas
con preferencias acimutales similares
(Middlebrooks et al.,, 1978; Schreiner,
1995).

La naturaleza parcheada de las
entradas taldmicas y callosas nos sugiere que
cada sistema de aferencias influye en
moédulos corticales especificos. En el caso
de la rata no existen estudios -electro-
fisiol6gicos que nos permitan determinar un
significado funcional para esta organizacion
de la corteza cerebral auditiva, sin embargo,
estudios  electrofisiolégicos en  gato,
demuestran que las bandas de neuronas EE
coinciden con bandas de conexiones
callosas, mientras que las bandas de
neuronas EI presentan conexiones callosas
escasas (Imig y Brugge, 1978) y en ellas
terminan los axones tdlamo-corticales
(McMullen y De Venecia, 1993). Otras
proyecciones cortico-corticales (Imig y
Reale, 1981), y también las aferentes
taldmicas (Pandya y Rosene, 1993) se
interdigitan con las densas bandas de
proyeccion  callosa 'y puede haber
competicién por el espacio cortical entre los
diferentes sistemas de entrada (Feng y
Brugge, 1983).

En estudios realizados en conejo se
han identificado las regiones EE/EI y se ha
demostrado que el tamafio y la orientacién
de estas regiones son similares a los parches
anatémicos marcados por los trazadores
anterégrados (Glaser y McMullen, 1980).
En el caso de la rata, se ha observado que las
propiedades de respuesta binaural y la

distribucién espacial de los diferentes tipos
de respuesta en la superficie cortical, es
similar al encontrado en el gato y en otros
mamiferos. Sin embargo, a diferencia del
gato, no podemos comparar directamente
nuestros parches con las columnas de
supresion o de sumacién binaural, porque no
se conocen datos acerca de la anchura de las
mismas.

En el caso de los animales
cocleotomizados, el resultado de la
organizacion de las diferentes aferencias en
la corteza cerebral auditiva, ha sufrido una
alteracion y no se forman bandas claramente
definidas que se intercalan unas con otras y
que poseen aferencias distintas, sino que se
ha producido una superposicién de ambos
sistemas llegando hasta el 23% de su area
total. Las bandas callosas y las bandas
tdlamo-corticales se cruzan unas con otras
formando un mosaico de bloques en la
corteza cerebral auditiva (Tel), los cuales
presentan diferentes entradas aferentes. Las
regiones donde se cruzan las bandas reciben
entradas talamicas y callosas, las zonas
restantes reciben entradas desde uno de los
dos sistemas. En las zonas de superposicion
se ha producido una integracion de
aferencias de distinta naturaleza, lo que nos
sugiere que se ha perdido la segregacion de
ambos sistemas de conexiones. De este
modo, esta nueva organizacién actuaria
funcionalmente de manera distinta. Por ello,
cabria suponer que se produciria una
alteraciéon en la capacidad de andlisis de
frecuencias y de la localizacién espacial de
la fuente del sonido.

Una posible explicacion a la
alteracion de la organizacion de las aferentes
a la corteza cerebral auditiva la podemos
encontrar en el estudio del establecimiento
de las conexiones durante el desarrollo.
Como hemos comentado previamente, el
establecimiento de las conexiones callosas,
coincide temporalmente con el estable-
cimiento de otras aferencias corticales. Este
dato apunta a que los axones callosos
transitorios pueden actuar criticamente con
el resto de aferencias a la corteza. Este
proceso en condiciones normales, llevaria a
la formacion del patrén adulto normal, sin
embargo, en condiciones de deprivacidn, la
falta de actividad neural aferente impide el
desarrollo normal del patrén maduro. Como
consecuencia de la falta de dicha actividad,
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la competencia entre las conexiones tdlamo-
corticales y callosas por el espacio cortical
se encuentra alterada. Concretamente, los
axones tdlamo-corticales no transmiten la
informacion auditiva adecuada, asimismo,
los axones callosos compiten con axones
débiles y consiguen extenderse y ocupar un
mayor espacio. De este modo se solapan con
los campos axdnicos adyacentes, haciendo
que el grado de solapamiento sea mucho
mayor que el de los animales controles.
Reciprocidad aferente y eferente

Estudios previos realizados en el
gato apuntan a que las células origen de la
proyeccidn callosa y los campos terminales
forman bandas, columnas o parches en Al
(Imig y Brugge, 1978; Kelly y Wong, 1981;
Code y Winer, 1983, 1985a). Sin embargo,
el grado de reciprocidad tanto en el marcaje
retrogrado como en el anterdgrado es
controvertido.

Kelly y Wong (1981) aportan que
algunas bandas de terminales callosas no se
solapaban con las células origen de la
proyeccidon  cortico-cortical en el area
auditiva primaria del gato (Al), mientras que
Imig et al. (1982) describen una clara
correspondencia entre la localizacién de las
terminales callosas y los somas neuronales
en la capa III. Code y Winer (1986) indican
que aunque las bandas de terminales
axonicos callosos con frecuencia se solapan
con las neuronas origen de la proyeccién en
la corteza cerebral del gato. También
reportan la existencia de células marcadas
retrogradamente fuera de los parches y
parches de terminales sin células marcadas,
de este modo, no siempre se produce un

CONCLUSIONES

solapamiento entre ambos. Nuestros
resultados estdn en concordancia con los
resultados de Code y Winer (1986) para el
gato, completdndolos con un estudio
cuantitativo del porcentaje de reciprocidad.
Con este estudio confirmamos que existe
reciprocidad entre las bandas callosas y las
neuronas origen de la proyeccién callosa, sin
embargo, esta no es completa.

En cuanto a la reciprocidad entre las
proyecciones  tdlamo-corticales 'y las
neuronas origen de la proyeccién cortico-
taldmica, estudios previos afirman que se
dan zonas de reciprocidad anterégrada y
retrégrada entre la corteza cerebral auditiva
y el CGM (Laure y Winer, 1985), aunque se
han aportado importantes discontinuidades
en el tdlamo auditivo (Winer y Laure, 1987).
Nuestros resultados apoyan los previos, y
basandonos en un estudio cuantitativo del
nimero de neuronas que ocupan los campos
terminales axénicos podemos afirmar, que
existe una reciprocidad incompleta en la via
tdlamo-cortical-talamica.

Nuestros resultados indican que en
algunos animales cocleotomizados en el
periodo postnatal temprano las neuronas
callosas y las neuronas cortico-taldmicas se
localizan fuera de los terminales axénicos de
los axones callosos y de los axones tdlamo-
corticales respectivamente, rompiéndose por
completo la reciprocidad que se mantenia en
los animales controles. El hecho de que no
se mantenga la reciprocidad supondria una
alteracion en la conectividad y en los
mecanismos de “feed-back” entre el tdlamo
y la corteza cerebral auditiva.

e La cocleotomia unilateral periférica realizada en el periodo postnatal que va desde
PO a P6 provoca alteraciones a largo plazo en la organizacién de las estructuras de la
via auditiva que reciben informacién neuronal fundamentalmente del oido
lesionado. Si la intervencién quirdrgica tiene lugar més tarde no existen cambios
apreciables. Ello define el periodo critico de mayor sensibilidad a la lesién como el
correspondiente a los seis primeros dias de vida postnatal, en la rata albina.

e La deaferentizacion periférica unilateral en el periodo postnatal temprano (PO-P6)
resulta en alteraciones globales en el desarrollo de la via auditiva, reflejadas no sélo
en alteraciones a largo plazo de la citoarquitectura de sus distintos nicleos, sino
también de circuitos neuronales altamente especificos desde el punto de vista
neuroquimico, reflejados en cambios en la expresion local de determinadas enzimas
(acetilcolinestersasa, citocromo-oxidasa, NADPH-diaforasa), proteinas ligadoras de

80



Conclusiones

calcio (calbindina, calretinina y parvoalbiimina) y marcadores neuronales (c-fos), en
nucleos concretos de la via auditiva que recibirian, en circunstancias normales, la
informacion procedente del oido lesionado. Estos fendmenos se extienden hasta la
corteza cerebral auditiva contralateral a la lesion, con una afectacion laminar,
especifica, circunscrita a las capas receptoras de aferencias tdlamo-corticales.

En los animales controles, las proyecciones tdlamo-corticales consisten en tres
parches que se extienden a lo largo del eje rostro-caudal de la corteza cerebral
auditiva. Los dos parches mds dorsales se sitdan en el drea auditiva primaria (Tel)
y, el mds ventral se extiende en el drea auditiva de asociacion (Te3). Los axones
tdlamo-corticales en el hemisferio homolateral al tilamo inyectado ocupan
principalmente las capas corticales IIIb-IV. Las neuronas marcadas retrégradamente
aparecian principalmente en la capa cortical VI, y algunas neuronas daban
colaterales que se dirigian hacia la capa cortical V.

En los animales inyectados en el tilamo contralateral a la lesion y que por ello,
reciben informacién procedente del oido lesionado, se ha producido una alteracion
en el patron de distribuciéon de las conexiones tdlamo-corticales auditivas.
Concretamente, aparecen dos parches con una localizacién anormal y con una
extension mucho mayor que en los animales controles. Los axones tdlamo-
corticales ocupaban principalmente las capas corticales IIIb y IV, al igual que en los
animales controles. Nuestros resultados demuestran que la deaferentizacion
unilateral en animales jovenes produce una alteracién del desarrollo del sistema
auditivo reflejada en algunos aspectos de la organizacion de las conexiones talamo-
corticales. Estos resultados implican que aunque la via auditiva pueda mantener
algunos principios basicos de su conectividad aun en ausencia de actividad neural
aferente, dicha actividad es necesaria para el desarrollo fino de las conexiones
aferentes a la corteza cerebral auditiva.

El patrén normal de distribucién de los axones callosos auditivos observado en los
animales controles consiste en tres columnas separadas y bien definidas que se
extienden rostrocaudalmente, la dos columnas mas dorsales se localizan en el area
auditiva primaria (Tel), y la columna ventral se encuentra en el drea de asociacion
(Te3). Los axones callosos se distribuyen en todas las capas corticales. Las
neuronas de proyeccion callosa se localizan basicamente en las capas Iy V.

En los animales cocleotomizados, en la corteza contralateral a la lesién se ha
producido una alteracién del patrén de distribucién de las conexiones callosas
auditivas, consistente en una localizacion anormal de las conexiones callosas y en
una extension dorsoventral de las columnas mayor a la encontrada en los animales
controles. Nuestros resultados demuestran que la deaferentizacién unilateral
produce una alteraciéon en la organizacién de las conexiones cortico-corticales
interhemisféricas. Como consecuencia de la ausencia de informacién sensorial en
uno de los dos lados de la via auditiva, los axones tdlamo-corticales del lado
afectado son incapaces de inducir el desarrollo normal de caracteristicas especificas
en la corteza auditiva hacia la que proyectan. Estos resultados muestran que las
entradas taldmicas son un importante factor extrinseco en el desarrollo de la
conectividad cortical y que para mantener un desarrollo normal de las conexiones
cortico-corticales hace falta que las conexiones tdlamo-corticales estén intactas.
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e El andlisis de la interaccion e interdigitacion de las aferencias tdlamo-corticales y
cortico-corticales en la corteza cerebral auditiva, muestra que tras una
deaferentizacion periférica unilateral en el periodo postnatal temprano, se ha
producido una superposicion entre ambos sistemas de proyecciones. Estos
resultados implican que la interaccidn entre ambos sistemas de conexiones no se
produce adecuadamente como consecuencia de la ausencia de actividad periférica,
por lo que la segregacidon normal entre ambos sistemas es imperfecta.
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