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La Organización Mundial de la Salud estima que, en los próximos 30 

años, más de 1.000 millones de personas podrían llegar a tener problemas 

auditivos relacionados con la exposición al ruido debido a prácticas 

inadecuadas y al uso inseguro de aparatos de reproducción de audio (WHO, 

2015). Es por ello por lo que desde esta misma organización se considera la 

pérdida auditiva por exposición al ruido como una amenaza para la salud 

pública que debe ser abordada en términos de prevención, formando parte, 

por tanto, de uno de los objetivos de desarrollo sostenible.  

Sin embargo, el ruido actualmente forma parte de nuestro día a día. 

Los problemas auditivos generados como consecuencia de una excesiva 

exposición acústica son cada vez mayores entre los jóvenes debido a una 

experimentación poco segura a altos niveles sonoros (WHO, 2015). Es muy 

común también estar sometidos al ruido durante la jornada laboral. 

Actualmente, el ruido ocupacional forma parte de uno de los problemas 

percibidos por los empleados como factor de riesgo para su salud en sus 

puestos de trabajo. Y mientras tanto, el ruido ambiental va en aumento, sobre 

todo en zonas urbanas, gracias al tráfico intensivo y al desarrollo de la 

industrialización. Sin embargo, exponerse durante largos periodos de tiempo 

al ruido produce alteraciones en el sistema auditivo además de afectar a otros 

aspectos vitales como pueden ser alteraciones de aprendizaje, de la atención, 

la memoria y el lenguaje entre otros problemas cognitivos (ver revisiones de  

Arlinger, 2003; Daniel, 2007 y Basner et al., 2014).  

Las principales lesiones por que se generan en el oído interno debido 

a la exposición al ruido se producen tanto en las células ciliadas como en la 

inervación neuronal de la cóclea (Mulroy et al., 1990; Liberman y Kujawa, 
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2017; Coyat et al., 2019). Ya que este tipo de lesiones no tiene cura, las líneas 

de investigación van encaminadas a la prevención de la sordera. Es por todo 

ello que resulta de interés general conocer los riesgos que supone la 

exposición prolongada al ruido y contribuir de manera activa para tratar de 

prevenir lesiones acústicas.  

Diversos estudios científicos han asociado al sistema olivococlear 

medial como una estructura anatómica cuya función es la de proteger el 

receptor auditivo frente a la exposición al ruido (Handrock y Zeisberg, 1982; 

Zheng et al., 1997). Sin embargo, posteriores investigaciones muestran 

resultados controvertidos acerca del papel protector del sistema olivococlear 

en la audición, cuestionando su función protectora y asociando este papel a 

la actividad que genera sobre el receptor auditivo (Fuente, 2015; Smith y Keil, 

2015).  Así pues, resulta de gran interés conocer en detalle el funcionamiento 

del sistema olivococlear y profundizar en los efectos que producen sobre los 

receptores auditivos. En esta tesis doctoral pretendemos estudiar el efecto de 

la exposición al ruido sobre las fibras colinérgicas del sistema eferente 

olivococlear medial. De esta manera, trataremos de identificar los cambios 

anatómicos producidos en sus botones sinápticos como consecuencia de un 

trauma acústico por sobreexposición al ruido que genera cambios de umbral 

reversibles.    
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Las vías eferentes olivococleares se originan en neuronas del 

complejo olivar superior (COS), una estructura anatómica situada en el puente 

del tronco encefálico. Este conjunto neuronal, implicado en el procesamiento 

de las señales binaurales y la regulación de la respuesta coclear, está 

compuesto por tres núcleos principales, la oliva lateral superior (OLS), la oliva 

medial superior y el núcleo medial del cuerpo trapezoide (NMCT), y áreas que 

rodean a los anteriores núcleos conocidas como periolivares. De los núcleos 

que componen el COS, conviene destacar por razón del trabajo que 

presentamos dentro de estas áreas, los núcleos lateral y ventral del cuerpo 

trapezoide (NLCT y NVCT respectivamente), y el núcleo paraolivar superior 

(ver una revisión en: Malmierca, 2003; Guinan, 2006).  

Los primeros datos anatómicos sobre la existencia de un sistema de 

conexiones entre el sistema nervioso central y la cóclea se obtuvieron 

utilizando el método de Marchi (impregnación argéntica de axones en 

degeneración), tras realizar pequeñas lesiones en diferentes zonas del COS 

en gato (Rasmussen, 1946, 1953). En estos experimentos, ya considerados 

como clásicos, se demostró la existencia de botones de degeneración 

impregnados (degeneración Walleriana) que marcan bilateralmente fibras 

que, desde el COS, alcanzan el suelo del IV ventrículo y luego entran en la 

cóclea a través del nervio vestibulococlear (Rasmussen, 1946, 1953).  

La localización precisa de las neuronas del sistema eferente 

olivococlear en el COS se estudió inicialmente en gato, tras inyectar 

unilateralmente un trazador retrógrado (peroxidasa del rábano picante) en la 

cóclea a través de la ventana redonda, observándose, sobre todo en el lado 

ipsilateral a la inyección, neuronas marcadas en las proximidades de la OLS 
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y en el lado contralateral en el NVCT y el núcleo periolivar dorsomedial (Warr, 

1975).  

Por otra parte, tras inyectar 35S-Metionina, como trazador anterógrado 

en la OLS, se observaron botones terminales marcados bajo las células 

ciliadas internas (CCI) y sobre las expansiones distales de las neuronas del 

ganglio espiral tipo I (Guinan et al., 1983). Estos mismos autores, tras inyectar 

este trazador en el NVCT, observaron terminales sinápticos contactando, 

además de con las expansiones de las neuronas ganglionares, con la base 

de las células ciliadas externas (CCE) (Guinan et al., 1983). Estos estudios 

permitieron considerar la existencia de un sistema olivococlear lateral (en 

inglés lateral olivocochlear system - LOC), procedente de OLS, y otro medial 

(en inglés medial olivocochlear system - MOC), procedente del NVCT, con 

dianas diferentes en el receptor. 

La posible función que cumple el sistema eferente en la actividad 

coclear se demostró tras aplicar shocks eléctricos sobre el suelo del IV 

ventrículo en el lugar por donde cruzan las fibras eferentes de camino a la 

cóclea (Galambos, 1956). En estos experimentos, después de presentar 

estímulos sonoros y realizar registros de campo en la ventana redonda, se 

observó un descenso en la actividad eléctrica del nervio auditivo (Galambos, 

1956). De este modo se concluyó, que el sistema eferente olivococlear es 

capaz de modificar la respuesta eléctrica del nervio coclear. En estudios más 

recientes con un similar planteamiento de estimulación, realizados en gatos 

(Desmedt y Monaco, 1961) y, otros mas recientes en chinchillas (Elgueda et 

al., 2011) se comprobó que, además de producir la supresión de la actividad 

eléctrica de la cóclea (potencial de acción compuesto), la amplitud de los 
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microfónicos cocleares aumenta tras aplicar shocks eléctricos sobre el suelo 

del IV ventrículo. Dado el origen funcional de los microfónicos cocleares en la 

CCE, estos experimentos permiten inferir un efecto del sistema eferente 

medial sobre la respuesta del nervio auditivo. 

Como más adelante se explicará, uno de los objetivos de este trabajo 

de tesis doctoral será el de analizar el papel del sistema eferente medial tras 

la sobreestimulación acústica. Por tanto, nos centraremos en desarrollar e 

intentar comprender los aspectos básicos de esta parte del sistema eferente 

olivococlear.   

 

Sistema eferente olivococlear medial (MOC) 

El sistema eferente olivococlear medial (medial olivocochlear – MOC), 

contiene fibras mielínicas que parten de neuronas situadas en el NVCT, 

situado en la región ventrolateral del puente (Warr, 1980; White y Warr, 1983; 

Aschoff y Ostwald, 1988; Vetter y Mugnaini, 1992).  

Este núcleo está compuesto por un grupo de neuronas que poseen 

somas grandes y planos con una morfología irregular, cuyas dendritas se 

extienden horizontalmente por todo el núcleo (Brown y Levine, 2008). El 

NVCT recibe proyecciones ascendentes desde las neuronas multipolares del 

núcleo coclear posteroventral del lado contralateral (Darrow et al., 2012; 

Brown et al., 2013) y descendentes desde el colículo inferior (Vetter et al., 

1993) y desde la corteza auditiva primaria (Feliciano et al., 1995; Saldaña, 

2015). Dentro de los circuitos del COS conviene destacar que las neuronas 

MOC del NVCT también reciben conexiones potencialmente inhibitorios del 

NMCT del lado ipsilateral (Cadenas et al., 2020).  
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Al inyectar un trazador anterógrado en regiones próximas al NVCT se 

comprobó que las fibras eferentes del MOC conectan con las cócleas de 

ambos lados, pero con una proyección mayoritaria contralateral (Guinan et 

al., 1983). Las fibras mielínicas del MOC que proyectan hacia la cóclea 

contralateral, atraviesan la línea media cerca del suelo del IV ventrículo, 

formando el haz olivococlear medial cruzado, mientras que las que proyectan 

a la cóclea ipsilateral forman el haz olivococlear medial directo (Guinan et al., 

1983). Estas fibras entran en la cóclea a través del nervio vestibulococlear 

(anastomosis de Ohrt), continúan por el canal de Rösenthal, atraviesan el 

túnel de Corti y, tras un trayecto espiral, contactan con las CCE (Raphael y 

Altschuler, 2003). 

En mamíferos, el MOC actúa sobre la amplificación coclear, un 

mecanismo biológico dinámico que mejora la agudeza auditiva para la 

discriminación de las frecuencias (Ashmore, 2008). Este fenómeno se 

fundamenta en la regulación del efecto del movimiento vibratorio de la 

membrana basilar en la superficie endolinfática del órgano de Corti, siendo 

inducido por cambios micromecánicos de la oscilación contráctil de las CCE 

(Dallos et al., 1997; Raphael and Altschuler, 2003). Se sabe que esta 

regulación está altamente relacionada con la neurotransmisión de los 

terminales eferentes del MOC actuando sobre las CCE. 

Mediante el método de Köelle, una técnica de incubación de 

secciones histológicas se demostró por primera vez la existencia de 

acetilcolinesterasa (AChE) en la cóclea (Churchill et al., 1956; Churchill y 

Schuknecht, 1959). Debido a que la actividad de la AChE no se observa en 

los sistemas aferentes, surgió la idea de que dentro de la cóclea la actividad 
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colinérgica se debería relacionar con el sistema eferente olivococlear 

(Churchill y Schuknecht 1959). Para comprobar esta hipótesis, estos 

investigadores, en un estudio posterior, seccionaron el haz olivococlear a su 

paso por el suelo del IV ventrículo observando una disminución de AChE, así 

como la degeneración de axones en la cóclea (Churchill y Schuknecht 1959). 

Este estudio demostró, por tanto, que el sistema eferente olivococlear está 

relacionado con la neurotransmisión colinérgica. En un posterior estudio 

inmunocitoquímico se comprobó la especificidad de AChE y 

acetilcolintransferasa (ChAT), enzimas encargadas de catalizar la síntesis de 

acetilcolina (ACh), como anticuerpos para identificar neuronas colinérgicas en 

cerebros de rata (Eckenstein y Sofroniew, 1983). Los resultados mostraron 

que la AChE marca también células no colinérgicas, siendo, por lo tanto, un 

marcador menos especifico que ChAT (Eckenstein y Sofroniew, 1983). 

Actualmente, se acepta que ChAT podía ser considerada como el mejor 

marcador específico de neuronas colinérgicas y de terminales sinápticos en 

preparaciones de superficie del órgano de Corti (Altschuler et al., 1985; 

Eybalin and Pujol, 1987). 

La síntesis de ACh por medio de la ChAT se realiza mediante la 

unión del acetil-CoA a la colina en los terminales sinápticos de las neuronas 

colinérgicas (Nachmansohn y Machado, 1943). Esta enzima es sintetizada 

en el soma neuronal, codificada por el gen CHAT, y viaja por el axón hasta 

sus terminales sinápticos (Oda, 1999; Matsuo et al., 2011). La ACh se libera 

al espacio sináptico y se acopla a un receptor postsináptico. El 

neurotransmisor restante es hidrolizado gracias a la acción de la enzima 

AChE, descomponiéndola en colina y acetato. La colina es reciclada y 
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devuelta a los terminales sinápticos para una nueva síntesis de ACh 

uniéndose a la acetil-CoA (Simon and Kuhar, 1976; Matsuo et al., 2011). 

Durante varios años, ChAT se ha empleado como marcador de fibras 

colinérgicas en el sistema nervioso central (Wainer et al., 1984). En cócleas, 

los estudios inmunocitoquímicos muestran que la actividad de ChAT se 

expresa principalmente en los axones de neuronas olivococleares y sus 

terminales, principalmente en las regiones de las CCE y CCI, además de 

detectarse en otras estructuras como la membrana de Reissner, la 

membrana basilar, la estría vascular y el ganglio espiral (Godfrey et al., 

1976). En este trabajo, por tanto, se realizará inmunocitoquímica para ChAT 

como marcador de las fibras del sistema eferente olivococlear en cócleas de 

rata, lo que nos permitiría analizar cualitativa y cuantitativamente los axones 

y terminales colinérgicos del MOC. 

La idea de que el sistema eferente olivococlear actúa mediante 

neurotransmisión colinérgica se pudo demostrar también empleando análisis 

de PCR sobre cócleas de ratas, a través de los cuales se observó la expresión 

de subunidades α de receptores colinérgicos (Housley et al., 1994). De modo 

más específico, utilizando técnicas de hibridación in situ sobre un tejido 

coclear, se demostró la localización anatómica de una alta concentración de 

receptores α9 colinérgicos en las CCE (Elgoyhen et al., 1994). 

Funcionalmente, el efecto de estos receptores se valoró mediante el estudio 

de ratones mutantes (knock out) para la subunidad α9 del receptor de ACh 

(Vetter et al., 1999). En estos animales se comprobó que no se producía 

supresión coclear al estimular eléctricamente las fibras olivococleares, 
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describiendo así la importancia de la subunidad α9 del receptor de ACh para 

regular el efecto del MOC sobre las CCE (Vetter et al., 1999).  

 Desde el punto de vista molecular, en experimentos en el que se 

emplearon ovocitos que expresan las subunidades α9 y α10 como 

heterómeros, se demostró que α10 es esencial para modular la sensibilidad 

de la entrada de calcio en la CCE (Elgoyhen et al., 2001).  Mediante técnicas 

de patch clamp se demostró que este influjo de Ca2+ inducido por la actividad 

colinérgica sobre las CCE desencadena la activación de canales de potasio 

en las CCE generando hiperpolarización (Blanchet et al., 1996). En esas 

células se han descrito dos tipos de canales de potasio: uno de alta 

conductancia (BK) y otro de baja (SK) (Wersinger et al., 2010; Rohmann et 

al., 2015). Mientras que los canales BK se expresan en la región basal de la 

cóclea, los SK se sitúan en regiones más apicales (Maison et al., 2013; Katz 

y Elgoyhen, 2014; Delacroix y Malgrange, 2015; Lin y Bozovic, 2020). La 

hiperpolarización de las CCE, inducida por la apertura de canales de potasio, 

hace que se modifique su contractilidad cambiando el efecto piezoeléctrico de 

la prestina, una proteína motora de la membrana, propia de estas células y, 

que se activa al producirse cambios de voltaje (Dallos et al., 1997; Cooper y 

Guinan, 2006). De esta manera, las sinapsis colinérgicas del MOC actúan 

sobre la electromotilidad de las CCE y regulan la micromecánica y la 

amplificación coclear (Santos-Sacchi y Dilger, 1988; Dallos et al., 1997; 

Raphael y Altschuler, 2003).  
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El sistema eferente olivococlear medial en el trauma acústico 

Se denomina trauma acústico (TA) al efecto producido sobre los 

mecanismos y estructuras del oído interno como consecuencia de una 

excesiva exposición al ruido (Medina-Garin et al., 2016). Según la 

nomenclatura internacional más aceptada, a los cambios reversibles de 

umbral tras un trauma acústico se les denomina temporary threshold shift 

(TTS), y permanent threshold shift (PTS) si se mantiene en el tiempo. El grado 

de recuperación frente a la sobreestimulación sonora depende de varios 

parámetros del estimulo como el tiempo de exposición, el método de 

estimulación (campo abierto o cerrado), el espectro de frecuencias que 

compone el sonido o la intensidad del estímulo acústico (Patuzzi y Thompson, 

1991; Ryan et al., 2016; Hertzano et al., 2020). Diversos estudios anatómicos 

han demostrado que el TA, además de degeneración sináptica aferente, como 

acabamos de mencionar, también puede producir pérdida de CCE, pérdida 

de configuración de los penachos de los estereocilios (Kujawa y Liberman, 

2015; Ryan et al., 2016). Además, se ha descrito daño en las células de 

soporte y lesiones en la estría vascular tras la inducción de un TA (ver 

revisiones de Fuente, 2015; Ryan et al., 2016; Frye et al., 2019). 

 No existe acuerdo entre los diferentes autores respecto al tiempo que 

debe pasar sin recuperación de umbrales desde la exposición al ruido para 

considerar que la perdida auditiva se considere como permanente. Sin 

embargo, por consenso, este límite máximo de tiempo ha sido establecido en 

30 días tras la estimulación (Ryan et al., 2016).  

En un estudio realizado en ratones a los que se sobreexpone a un 

ruido de banda de 8-16KHz durante 2 horas a 100dB, se observó una 
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alteración en las respuestas auditivas evocadas del tronco del encéfalo 

(Auditory Brainstem Responses – ABR), que revirtió a las 2 semanas (Kujawa 

y Liberman, 2009). Sin embargo, a pesar de la recuperación de las pruebas 

funcionales, un análisis histológico del órgano de Corti realizado sobre estos 

animales, demostró una pérdida de terminales aferentes y una degeneración 

tardía del nervio auditivo que se conoce como sinaptopatía coclear (Kujawa y 

Liberman, 2009). Con el tiempo, esta alteración de los terminales aferentes, 

que puede cursar con umbrales normales de respuesta al sonido, podría ir 

acompañadas de dificultades en la discriminación auditiva (Liberman y 

Kujawa, 2017; Fernandez et al., 2020). A este fenómeno, se le conoce 

actualmente con el nombre de pérdida auditiva oculta (Hidden Hearing Loss 

– HHL) (Schaette y McAlpine, 2011).  

En el apartado anterior se explicó que los receptores de ACh, a través 

de la subunidad α9, son los responsables de la activación colinérgica del MOC 

sobre las CCE (Vetter et al., 1999).  El efecto del TTS sobre los terminales 

eferentes del MOC se estudió en ratones knock out y knock in para la 

expresión de la subunidad α9 del receptor de ACh. Al someter a los animales 

knock out a un ruido intenso de 1–16 kHz a 100 dB durante una hora se 

produjo un cambio de umbral irreversible una semana después junto con una 

reducción en el número de contactos sinápticos de los terminales del MOC 

con las CCE; en cambio, en los animales knock in, que no mostraron cambio 

de umbral tras la exposición al ruido, se observó un aumento en el número de 

contactos sinápticos por CCE (Boero et al., 2018). Este estudio muestra que 

la actividad colinérgica del MOC está potencialmente relacionada con la 



  12  

prevención de la HHL y que, el sistema eferente medial incrementa la 

resistencia de la cóclea a sufrir daños por el TA.  

A pesar de que se ha analizado el efecto del TA sobre el sistema 

aferente, hasta la fecha muy pocos estudios han analizado en profundidad los 

efectos del TTS sobre el MOC. Sin embargo, varios autores han sugerido la 

posibilidad de que la sinaptopatía bien caracterizada para las CCI podría tener 

también un componente en la inervación de las CCE (Darrow et al., 2007; 

Kujawa y Liberman, 2009; Boero et al., 2018). Por ello, en esta tesis doctoral 

nos hemos centrado en analizar los cambios de umbral (registrados mediante 

ABR) y el estado de la inervación colinérgica sobre las CCE mediante 

inmunocitoquímica cuantitativa en preparaciones de superficie del órgano de 

Corti, en un modelo bien validado de TTS. 

 

Respuesta inflamatoria de la cóclea 

Durante mucho tiempo, la cóclea ha sido considerada como una 

estructura inmunológicamente especial, debido a que se haya aislada en su 

estuche óseo, sugiriendo que no sería capaz de producir una respuesta 

inmunológica convencional (McCabe, 1989). Sin embargo, la evidencia de la 

existencia de células inflamatorias en los espacios laberínticos del oído 

interno ya se conocía gracias a observaciones realizadas sobre cortes ultra 

finos del hueso temporal en cobayos donde se encontraron células libres, 

consideradas inicialmente como macrófagos o linfocitos (Rask-Andersen y 

Stahle, 1979). La aparición de la respuesta inflamatoria en la cóclea se asoció 

a posibles lesiones traumáticas o patologías propias del oído interno (Harris y 

Ryan, 1984), si bien también se ha descrito la existencia de células 
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inflamatorias procedentes del sistema inmunológico que residen en la cóclea 

en condiciones normales (Lang et al., 2006; Zhang et al., 2012; Cai et al., 

2014; Okano, 2014), su aparición también puede ser producto de una 

respuesta inflamatoria debida a diferentes patologías vestibulococleares, 

incluyendo las lesiones acústicas (Harris y Ryan, 1984; Cai et al., 2014; 

Okano, 2014).  

Según mostró un reciente estudio en el que se emplearon marcadores 

de expresión génica, se detectaron abundantes cantidades de células 

residentes proinflamatorias, destacando los macrófagos y monocitos, en 

cócleas de ratón con pérdida auditiva progresiva (Matern et al., 2017). Como 

se mencionó anteriormente, el órgano de Corti es susceptible de sufrir daños 

en las estructuras celulares y anatómicas que lo componen debido a un 

trauma acústico generado por exposición prolongada al ruido. En un estudio 

realizado en cobayos se observaron a través de microscopio electrónico 

células inflamatorias fagocíticas en la región de las CCE y el túnel de Corti 

cinco días después de haber inducido a los animales a un PTS  (Fredelius y 

Rask-Andersen, 1990). Igualmente, en estudios posteriores se detectaron 

macrófagos en el ligamento espiral, el limbo espiral y en el ganglio espiral 

incluso 7 días después de la estimulación (Hirose et al., 2005). La aparición 

de estas células inflamatorias tras TA ha sido asociada a procesos 

apoptóticos y catabólicos encaminados a la eliminación de restos celulares y 

reparación de tejido tras una lesión coclear (Yang et al., 2015; He et al., 2020). 

No obstante, al producirse un TTS sin pérdida de células ciliadas, también se 

demostró la existencia de respuesta inflamatoria en cócleas de ratones 

sometidos a un ruido prolongado de baja intensidad (Frye et al., 2018). 
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Utilizando el receptor CX3CR1 de fractalina, que identifica macrófagos, como 

marcador de la respuesta excitotóxica producida por un TTS, se demostró 

también su posible papel en la reparación de las estructuras sinápticas 

afectadas por el TA en el órgano de Corti (Kaur et al., 2019).  

 

En resumen, debido a que las lesiones ocasionadas por el HHL han 

sido estudiadas a nivel del sistema eferente auditivo, poco o nada se sabe 

acerca de los efectos que se producen en el sistema eferente, concretamente, 

en el MOC. Para este trabajo, se va a emplear un modelo de TTS que será 

evaluado mediante el análisis de umbrales registrando ABR. Sobre este 

modelo de sordera temporal por TA se realizará un análisis indirecto de la 

neurotransmisión colinérgica, empleando inmunocitoquímica cuantitativa para 

los botones terminales colinérgicos del órgano de Corti. Mediante técnicas 

morfológicas y densitométricas se evaluará tanto la pérdida de terminales 

como el tamaño de los botones colinérgicos situados bajo las CCE y la 

cantidad de producto de reacción que poseen para ChAT. Se explorarán los 

efectos del TA en la organización cocleotópica 1 día y 14 días después de 

recibir la sobreestimulación acústica. De esta manera, se podrán observar los 

cambios que sufren los terminales colinérgicos del MOC tanto a corto como a 

largo plazo, cuando el umbral auditivo se haya recuperado. Además, se 

estudiará la respuesta inflamatoria que se produce en el TTS analizando la 

evolución temporal del número de células libres inflamatorias a lo largo de la 

cóclea. 
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 Hipótesis:   los cambios de umbral temporales producidos por 

exposición al ruido inducen una alteración de la neurotransmisión del MOC 

junto con una reacción inflamatoria, ambas reversibles al recuperarse los 

umbrales. Dado el papel del MOC en la discriminación de frecuencias, el 

trauma acústico con cambio de umbral temporal afecta la organización 

tonotópica de la inervación colinérgica de la cóclea. 

 

Objetivos:  

1. Validar un modelo de trauma acústico reversible basado en la 

estimulación con ruido de banda (8-16 kHz, a 107 dB SPL de 

intensidad durante 90 minutos) en ratas.  

2. Evaluar la evolución en el tiempo de los umbrales auditivos en 

relación con los cambios en el número, tamaño y la densidad 

óptica (DO) de los terminales colinérgicos del MOC en la cóclea 

mediante inmunocitoquímica cuantitativa. 

3. Estudiar los parámetros del objetivo anterior en relación con las 

diferencias cocleotópicas en el órgano de Corti. 

4. Evaluar cuantitativamente la evolución temporal de la reacción 

inflamatoria inducida por la sobreestimulación acústica mediante 

el análisis cuantitativo de células libres en las preparaciones de 

superficie.  
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GRUPOS Y DISEÑO EXPERIMENTAL 

Para este trabajo se emplearon un total de 18 ratas Wistar macho 

adultas de entre 250 y 300 g de peso. Los experimentos han sido realizados 

cumpliendo con la normativa española (Real Decreto 53/2013 – Ley 32/2007) 

y la guía de la Unión Europea (Directiva 2010/63/EU) para el uso y el cuidado 

de los animales de investigación. Los protocolos experimentales que se han 

llevado a cabo para este trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética 

de la Universidad de Salamanca. A todos los animales se les registraron ABR 

antes del inicio del protocolo para comprobar el funcionamiento normal de la 

vía auditiva. También se registraron ABR en diferentes momentos del 

protocolo para observar los cambios en el umbral auditivo a lo largo del 

procedimiento experimental. Cada animal fue asignado de manera aleatoria 

a uno de los grupos siguientes:   

Grupo control  

Este grupo de animales (n=12) no fue sometido a TA. Los registros 

de ABR de este grupo servían para establecer las condiciones de respuesta 

auditiva normal. También se realizó un estudio histológico empleando 

inmunocitoquímica para ChAT y poder así analizar la distribución tonotópica 

normal de los botones eferentes a lo largo de la longitud de la cóclea (Figura 

1).      

Grupo experimental: trauma acústico 

Este grupo de animales recibió una sesión de TA a lo largo del 

protocolo. Los registros de ABR se realizaron en los mismos momentos del 

protocolo que los del grupo control. Para el análisis histológico, el grupo de 

TA se subdividió en dos grupos: 



  22  

• TA + 1 día. Este grupo de animales (n = 6) fue sacrificado un 

día después de la exposición al ruido para estudiar el efecto 

del TA sobre la inervación colinérgica del MOC a corto plazo. 

• TA + 14 días. Estos animales (n = 6) fueron sacrificados 14 

días después del TA para observar el efecto de la 

sobreexposición al ruido sobre los terminales colinérgicos del 

MOC a largo plazo (figura 1). 

 

 

 
 
Figura 1. Grupos de animales y protocolo experimental. Las líneas rojas indican el 
tiempo que transcurre desde el inicio del protocolo (día 0) hasta el momento del 
sacrificio de los animales (flechas negras). Los círculos naranjas señalan el 
momento de registro de potenciales evocados troncoencefálicos o ABR.   
 

Sobreestimulación acústica (Ruido de 8-16 kHz a 107 dB SPL, 90 min)

Registro de ABR
Eutanasia

Corto plazo - 1 día después de TA
Largo plazo - 14 días después de TA

Días

SÍMBOLOS

Trauma acústico (TA + 1 día)

Control

PROTOCOLO

Trauma acústico (TA + 14 días)
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SOBREEXPOSICIÓN AL RUIDO 

Se sometió a los animales del grupo de TA a una sesión de 

sobreestimulación acústica en campo abierto dentro de una caja de madera 

diseñada ad hoc para el experimento. Esta caja fue diseñada con paredes 

asimétricas para evitar un ambiente reverberante en su interior. En sus cuatro 

paredes no paralelas se situaron cuatro altavoces Hifi (Mac Audio Electronic 

GmBH & Co. KG, Alemania) a diferentes alturas de la caja (figura 2). Durante 

el procedimiento de sobreestimulación acústica, los animales permanecieron 

despiertos dentro de jaulas individuales que se encontraban suspendidas en 

el centro de la caja. El estímulo sonoro se generó de manera digital (RP2.1, 

TDT), fue amplificado (AudioSource AMP One/A), filtrado (RPVDS software) 

y calibrado dentro de la caja utilizando un micrófono de 1/2’’ (Brüel and Kjaer 

instruments, 4134) acoplado a un sonómetro con un analizador de la 

transformada rápida de Fourier (Larson Davis 831). Las sesiones de 

sobreestimulación se realizaron empleando un ruido de entre 8 y 16 kHz a 

107 dB SPL durante 90 minutos.   

 

 

 

 



  24  

 
 
Figura 2. Caja de estimulación acústica donde se generó el trauma acústico (TA). Se trata 
de una caja de madera con cuatro paredes laterales dispuestas de manera no paralela 
para evitar efectos reverberantes. En cada una de estas paredes hay incrustado un altavoz, 
situados a diferentes alturas para que el ruido abarque toda la caja a la misma intensidad. 
En el centro de la caja se situaron 4 jaulas colgantes donde se introdujeron los animales 
que recibieron el TA. 



  

REGISTROS DE ABR  

Los registros electrofisiológicos de ABR permiten establecer el umbral 

auditivo a lo largo del protocolo experimental. Esto permitirá validar el modelo 

de TTS, que es el primer objetivo de este estudio. Los registros se realizaron 

en diferentes momentos del protocolo: en el día 0, que corresponde al 

momento antes de someter a los animales al TA; un día y dos días después 

de recibir el TA; a los 7 y a los 14 días (Figura 1 – círculos naranjas). Tanto 

los animales del grupo control como los del grupo de TA siguieron el mismo 

protocolo de registro. Para el análisis histológico de la cóclea, unos animales 

de ambos grupos fueron sacrificados un día después del TA (TA + 1 día), para 

un estudio a corto plazo, mientras que otros fueron sacrificados a los 14 días 

(TA + 14 días) para su estudio a largo plazo.  

Los ABR se realizaron bajo anestesia de gas (sevofluorano al 5%). 

Para registrar los potenciales evocados se empleó un sistema de 

procesamiento de señal en tiempo real (RZ6 Multi I/O Processor, Tucker-

Davis Technologies [TDT], Alachua, Fl, United States). El estímulo sonoro que 

evocaría la respuesta eléctrica en la vía auditiva fue calibrado empleando un 

micrófono de 1/4’’ (Brüel and Kjaer) antes de registrar los ABR. El estímulo 

sonoro consiste en clics de polaridad alterna de 0,1 ms presentado en una 

tasa de repetición de 21 clicks por segundo que se libera en pasos 

ascendentes de 10 dB desde 10 a 90dB empleando un altavoz magnético 

(MF1 Multi- Field Magnetic 147 Speaker TDT) conectado al conducto auditivo 

externo mediante un tubo de plástico de 10 cm de longitud. Esto supondría 

un retraso controlado de 1,4 ms hasta que el estímulo alcanza el tímpano.  
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Para registrar los ABR se colocaron 3 electrodos de manera 

subcutánea, dos de registro activo en ambas mastoides y uno en el vértex. 

Los registros se realizaron de manera monoaural, usando el electrodo situado 

en la mastoides ipsilateral al oído estimulado con clics como electrodo de 

referencia, y el de la mastoides contralateral como electrodo de tierra. Los 

potenciales evocados fueron amplificados y digitalizados usando un 

preamplificador Medusa RA16PA y un amplificador RA4LI (TDT). Ambos 

lados fueron analizados individualmente. La señal final fue filtrada con un filtro 

de paso alto a 500 Hz y uno de paso bajo a 3.000 Hz. Se calculó el umbral 

auditivo utilizando el software MatLab (©MatLab R-2017 a) a partir de la 

amplitud de la onda II de los ABR. Se establece el umbral como la mínima 

intensidad sonora capaz de producir una onda en estos registros 

electrofisiológicos. Se considera onda cuando el voltaje está por encima o por 

debajo de la media y 2 veces la desviación estándar de las variaciones de 

voltaje que se producen durante el primer milisegundo del registro. La onda II 

fue la primera que apareció en los registros de ABR y, por tanto, se estableció 

como referencia para calcular los umbrales empleando el software Matlab 

(©MatLab R-2017 a). Todos los registros de ABR se realizaron en una cámara 

aislada de ruido externo en diferentes momentos del protocolo: antes de 

someter a los animales al TA (día 0), 24 y 48 horas después del TA (días 1 y 

2 respectivamente), 7 y 14 días después del TA (día 7 y día 14 

respectivamente).  
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INMUNOCITOQUÍMICA 

Fijación y extracción de cócleas 

Los animales controles y estimulados se perfundieron 

simultáneamente bajo anestesia empleando una inyección intraperitoneal de 

Pentobarbital sódico al 6% (60 mg/kg de peso corporal). Posteriormente, se 

les abrió la caja torácica para realizar una incisión en el ventrículo izquierdo, 

dejando a la vista la aorta, a través de la cual se introduce una cánula arterial 

de perfusión conectada a un aparato de presión que controla la cantidad de 

líquido que puede soportar por presión. Para la perfusión se aplicó, en primer 

lugar, una solución de suero Ringer (125 ml de tampón salino con pH 6,9) 

para y, por último, 500 ml de paraformaldehído al 4% en tampón fosfato a 

0,1M pH 7,6. Una vez fijados se decapitó a los animales para extraerles 

ambas cócleas, las cuales fueron perfundidas a través de la ventana redonda 

y almacenadas en una habitación a temperatura ambiente durante 2 horas en 

una solución de paraformaldehído al 4%. Después pasaron por un proceso 

de descalcificación utilizando ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 8% 

durante 12 días.  

La estructura membranosa de la cóclea fue separada de la pared 

ósea (figura 3). Se extrajeron cuidadosamente 6 secciones de membrana 

para una preparación de superficie del epitelio coclear para su procesamiento 

inmunocitoquímico. En primer lugar, las secciones cocleares fueron lavadas 

empleando una solución de tampón de bloqueo (tampón de fosfato en 

solución salina al 5% más Tritón X-100 al 0,3%) durante 3 horas a temperatura 

ambiente. A continuación, se procedió a incubar el anticuerpo 

aceticolinltransferasa (AB144P; Merck Millipore, Temecula, CA, USA), con 
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una dilución de 1:100, durante 2 días. Posteriormente, las secciones 

cocleares pasaron por un proceso de lavado con tampón - Tris más Tritón X-

100 (TBS-Tx) durante 15 minutos, proceso que se repitió tres veces. Después 

se añadió el anticuerpo secundario (biotinylated anti-goat IgG H+L, BA-5000; 

Vector, Burlingame, CA, USA), con una dilución de 1:200, y se dejó incubando 

durante 24 horas a temperatura ambiente. Por último, la muestra fue lavada 

con TBS-Tx, se dejó incubando con el complejo avidina/biotina peroxidasa 

(ABC complex, Vectastain Standard ABC kit PK-4000; Vector, Burlingame, 

CA, USA) durante 24 horas y se realizó, de nuevo, otro lavado con TBS-Tx 

seguido de Tris HCl. Para visualizar la reacción de la peroxidasa, las 

secciones cocleares se dejaron incubando en diaminobenzidina (DAB; Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) con H2O2 al 0,006%. Por último, las muestras se 

deshidrataron empleando distintos grados de solución de alcohol, desde 50 

hasta 100%, seguido de un aclarado en xileno. Cada una de las secciones 

cocleares fue colocada en un portaobjetos y se le añadió un cubreobjetos para 

poder visualizarlas a microscopio.  
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Figura 3. Imagen del caracol membranoso tras su extracción in toto de la pared ósea.  
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Reconstrucción coclear  

Cada una de las secciones cocleares extraídas e inmunoteñidas con 

ChAT fue fotografiada, en forma de mosaico, con un objetivo de X5 utilizando 

un microscopio óptico Leica DMRX y una cámara fotográfica acoplada. Las 

muestras fueron digitalizadas con ayuda del programa informático 

Neurolucida 8.0 (NL- Vs 8.0, MicroBrightField®, Inc., Williston, VT, United 

States) para procesarlas posteriormente.  

Con las 6 secciones fotografiadas de cada cóclea se realizó una 

reconstrucción digital de la estructura utilizando el software Canvas (Canvas 

Draw 5). Para ordenarlas de manera cocleotópica, se tomó como referencia 

el grosor del órgano de Corti, el cual aumenta progresivamente hacia la zona 

del ápex, y del haz espiral interno (inner spiral bundle – ISB), que aumenta 

desde el ápex hasta las regiones centrales y vuelve a disminuir a medida que 

se acerca a la base. Esta reconstrucción nos permitió medir la longitud de 

cada cóclea trazando una línea a lo largo del ISB que fue medida utilizando 

la herramienta de perímetro de Canvas.   

En la figura 4 de este trabajo se puede observar la reconstrucción 

digital de las imágenes de las membranas o secciones extraídas que fueron 

fotografiadas utilizando un microscopio óptico. Se trata de una preparación de 

superficie de la cóclea de un caso control, la cual ha sido inmunoteñida con 

ChAT. En esta cóclea, vista desde un plano horizontal, se pueden observar 

las fibras colinérgicas olivococleares dirigiéndose hacia el órgano de Corti, 

entrando a través del limbo espiral. Las fibras que forman parte del MOC 

atraviesan el túnel de Corti y se ramifican antes de hacer contacto con la base 

de las 3 filas de CCE (figura 4).  
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Las cócleas reconstruidas permitieron que se pudieran localizar las 

zonas específicas para determinadas frecuencias dentro de su eje tonotópico. 

Para ello, se utilizó el plugin “measure_line”, proporcionado por Eaton-

Peabody Laboratories, del software NIH ImageJ 1.53a (EEUU; RRID: 

SCR_003070) para el análisis de imágenes. Para llevar a cabo el 

procedimiento se trazó una línea segmentada a lo largo del ISB de cada una 

de las 6 secciones cocleares, empezando desde la base hasta el ápex, y se 

aplicó el plugin el cual, automáticamente y teniendo en cuenta la longitud de 

la cóclea, situaba las frecuencias dentro del su eje tonotópico (ver detalles del 

procedimiento en Figura 5). 
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Figura 4. Reconstrucción digital de las preparaciones de superficie de la cóclea de un 
animal control inmunoteñida para acetilcolintransferasa (ChAT). En el recuadro rojo, abajo 
a la izquierda, detalle extraído de una sección de esta cóclea donde se pueden apreciar 
las gruesas fibras colinérgicas entrando en el órgano de Corti a través del limbo espiral, 
recorriendo el ISB, atravesando el túnel de Corti y contactando con las 3 filas de CCE. 
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Figura 5. Diagrama que muestra el procedimiento seguido para localizar anatómicamente 
las regiones de frecuencias en la cóclea utilizando el plugin “measure_line” de ImageJ. (A) 
Indica el comienzo del procedimiento con la apertura, en ImageJ, de una imagen digital 
con las espiras extraídas de la cóclea. (B) Es el primer paso para hacer correr el plugin 
que sitúa topográficamente las frecuencias en la cóclea. Para ello, se selecciona en 
ImageJ el tipo de línea segmentada y se abre el plugin “Measure line”. (C) Una vez 
activado el plugin, empezando siempre por la parte más basal, se traza una línea 
segmentada sobre la espira basal, y siempre empezando por el extremo más basal, a lo 
largo del haz espiral interno, haciendo doble clic para finalizar el trazado. A continuación, 
se presiona la tecla “d” en el teclado y, automáticamente, se establece como pieza de 
inicio para situar las frecuencias en la cóclea. Este proceso se repetirá sucesivamente con 
el resto de las espiras hasta terminar en el ápex. Una vez establecidas todas las piezas 
de la cóclea, se presiona la tecla “a” en el teclado y, (D) aparecerá en el monitor un cuadro 
de diálogo en el que se muestran varias opciones de animales a las que se asigna un 
número a cada una. Se pide teclear el número que corresponde con el animal al que 
pertenece la cóclea en cuestión (en el caso de este trabajo la rata corresponde al número 
5). (E) Finalmente, el programa sitúa automáticamente las frecuencias en su lugar 
correspondiente en la cóclea.       
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Análisis cuantitativo de los terminales inmunorreactivos. 

Se realizó inmunocitoquímica cuantitativa de las cócleas para estudiar 

los botones terminales del MOC mediante densitometría y morfometría. Para 

ello, se seleccionaron 6 niveles topográficos correspondientes a 6 frecuencias 

dentro de la cóclea (2,8; 8; 11,3; 16; 32 y 45,2 kHz) para su análisis (ver figura 

6). A través de microscopio óptico, se fotografiaron, mediante microscopio 

óptico, las regiones donde se situaban dichas frecuencias empleando un 

objetivo de X40. Las imágenes fotográficas fueron tomadas utilizando la 

herramienta de Deep focus, integrada en el software Neurolucida 8.0, 

realizando una pila de imágenes (stack) de 5 fotografías microscópicas, con 

intervalos de 1 μm, en el eje Z (figura 7 A y B). El stack comenzó desde su 

fotografía más superficial, tomando como referencia la profundidad del tejido 

a partir de la cual comienza a verse la parte superior del botón colinérgico que 

hace sinapsis con las CCE (figura 7 A). El final de cada stack coincidió con la 

parte inferior de los botones bajo las 3 filas de CCE (figura 7 B). Al terminar 

de realizar el stack de microfotografías, las 5 imágenes obtenidas se 

superpusieron, dando lugar a una sola imagen con la que se trabajó en el 

análisis morfométrico y densitométrico (Figura 7 C).  
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Figura 6. Identificación de regiones cocleotópicas tras ser localizadas y situadas 
en nuestra preparación de superficie reconstruida mediante el procedimiento de 
“measure_line”. Las frecuencias seleccionadas para el análisis se encuentran 
dentro de los rectángulos negros que representan la zona sobre la que se 
realizaron las microfotografías. 
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Figura 7. Representación gráfica del método de captura de imágenes de los 
botones colinérgicos empleando la herramienta de Deep focus (Neurolucida). (A 
y B) Captura superior (A) e inferior (B) del stack de 5 microfotografías que, 
posteriormente, fueron superpuestas. (C) Imagen resultante de la superposición 
del stack de microfotografías ISB = inner spiral bundle o haz espiral interno.  
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Morfometría 
Para realizar el estudio morfométrico, se evaluaron el tamaño y el 

número de botones inmunorreactivos del MOC. Las imágenes fueron 

procesadas empleando el software ImageJ. Primero, fueron convertidas en 

formato de 8 bit en escala de grises, cuyos valores se sitúan entre 0 y 255, 

siendo 0 el valor dado al píxel más negro dentro de la imagen, y 255 al más 

blanco (figura 8 A). Sobre esta imagen, que poseía una resolución digital de 

25 pixeles por µm2 (figura 8 B), establecimos nuestra región de interés (region 

of interest - ROI) para el análisis que se centró en la zona del órgano de Corti 

que contenía los botones colinérgicos situados bajo las CCE. La ROI fue 

seleccionada y recortada para analizarla de manera aislada del resto de la 

imagen (figura 8 C). Para el análisis, en primer lugar, se aplicó una 

segmentación automática de la densidad inmunorreactiva de los botones, o 

área terminal basal de las CCE, utilizando el algoritmo “máximum entropy”, 

proporcionado por el software de ImageJ. Este algoritmo de segmentación 

selecciona los pixeles más oscuros, correspondientes a los botones 

terminales, basándose en el gradiente de grises de la imagen, y sería la parte 

de la imagen que, posteriormente, se analizaría. Para recopilar los datos del 

tamaño y el número de los botones segmentados, se empleó la herramienta 

Analyze particles de ImageJ. El número de botones de cada imagen fue 

normalizado en 10.000 µm2 y el tamaño se expresó en µm2.  
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Densitometría 
Antes de capturar las imágenes sobre las frecuencias seleccionadas 

utilizando Deep focus con el objetivo de X40, empleando para ello las mismas 

condiciones del microscopio (iluminación, exposición, gamma), se calibraron 

los valores de gris a los de densidad óptica (DO), con los que se trabajó en el 

análisis. Debido a que la DO es una magnitud física que mide la absorción de 

luz que atraviesa un tejido, la calibración se realizó empleando un filtro que 

contenía una escala de 11 grados de densidad de gris (®Eo Edmund industrial 

optics—ref 32599, Karlsruhe, Germany). Cada uno de esos 11 grados de gris 

tenía un valor predeterminado de DO, siendo 1 el valor dado al grado de 

mayor densidad del filtro y descendiendo en saltos de 0,1 hasta el valor de 

densidad menor, el cual poseía un valor de 0,04. Se fotografiaron cada uno 

de los filtros de densidad utilizando las mismas condiciones de cámara que 

las que se emplearon para la captura de imágenes de las cócleas. De ellas 

se obtuvo el valor de gris medio correspondiente a cada grado de densidad 

del filtro que se calibró en valores de DO utilizando ImageJ.    

De cada imagen se seleccionaron al azar 30 botones, los cuales 

formaron parte de nuestra ROI para su análisis densitométrico (figura 8 C). 

Se segmentaron los botones utilizando el algoritmo “máximum entropy” y se 

calibraron los valores de gris del filtro con sus correspondientes de DO 

utilizando la herramienta de calibración de ImageJ. Se seleccionó la función 

de Rodbar, ya que su curva fue la que más se ajustó a la distribución de los 

valores de calibración. De esta manera, cada medida de nivel de gris de la 

imagen nos la transformó en valores de DO. Para obtener la media de DO de 

cada botón colinérgico analizado se utilizó la herramienta “analyze particles”. 
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En el análisis densitométrico, la DO determina la cantidad de producto 

de reacción que posee la muestra. Para el caso de este estudio, los valores 

de DO nos indican la capacidad de síntesis de acetilcolina, expresada por la 

cantidad inmunorreactiva de ChAT en los botones colinérgicos. Para 

minimizar los sesgos producidos en las imágenes obtenidas, debido a 

posibles oscilaciones de iluminación durante el proceso de captura de 

imágenes, los valores de DO obtenidos fueron normalizados de la siguiente 

manera: a la media de la DO de los 30 botones se le resta la media de DO 

medida en toda la región que contiene las 3 filas de botones y se divide el 

resultado entre la desviación estándar de la DO de esta última medida. 
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Figura 8. Método de selección de botones colinérgicos para analizar 
cuantitativamente. (A) es la imagen tomada a microscopio óptico empleando la 
herramienta Deep Focus. Se pueden apreciar perfectamente las 3 filas de 
botones inmunorreactivos a ChAT bajo las CCE. (B) Detalle de uno de los 
botones inmunorreactivos (resolución digital = 25 pixeles por micra cuadrada) 
que permite realizar un buen análisis de imagen. (C) Botones seleccionados 
para el análisis. Estos 30 botones fueron recortados de la imagen fotográfica 
original para un análisis morfométrico y densitométrico empleando el software 
ImageJ, basándonos en el área para la morfometría y en el gradiente de gris 
para la densitometría.  
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Cuantificación de la respuesta inflamatoria 

Para la cuantificación de las células libres procedentes del sistema 

inmunitario se utilizaron las muestras de tejido inmunoteñidas con ChAT de 

animales sacrificados 4 días después de la sobreexposición acústica. Se 

realizó un conteo visual de células inmunopositivas e inmunonegativas 

detectadas en el tejido. Los valores obtenidos del conteo en cada cóclea se 

normalizaron sobre una longitud de 1.000 μm.  

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico de los datos obtenidos lo realizamos 

empleando el software SPSS IBM, versión 25 (IBM Corp. and SPSS Inc., 

Chicago, IL, United States, RRID:SCR_002865). Para los registros de ABR, 

analizamos los umbrales auditivos. En primer lugar, se comprobó el supuesto 

de normalidad de los datos utilizando la prueba de Shapiro-Wilk. Tras 

descartar la distribución normal de los datos, se analizaron las diferencias 

entre los diferentes momentos de registro dentro de cada grupo empleando 

la prueba no paramétrica de Friedman. Para encontrar las diferencias entre 

los registros se realizaron comparaciones dos a dos mediante la prueba de 

rangos con signos de Wilkoxon. Además, se utilizó la prueba de Mann-

Whitney para comparar las medias de los umbrales entre diferentes grupos 

para cada momento de registro. Para realizar estos análisis se combinaron 

los registros de ambos lados (derecho e izquierdo) debido a que no se 
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encontraron diferencias estadísticamente significativas entre ellos para 

ninguno de los grupos. 

Para el análisis cuantitativo de la inmunocitoquímica, se estudiaron 

las diferencias entre los grupos en cuanto a DO, número de botones/10.000 

μm2 y tamaño de los botones terminales inmunorreactivos a ChAT. Tras 

comprobar que se cumple el supuesto de normalidad de los datos, se realizó 

un ANOVA de un factor, seguido de las pruebas post hoc de Bonferroni y 

Games-Howell correspondientes, con los datos obtenidos del análisis de 

todas las frecuencias. Se realizó un ANOVA de dos factores para analizar las 

diferencias entre los grupos por cada frecuencia estudiada. Los resultados 

descriptivos se expresarán como media ± desviación estándar a la 

significación estadística en las comparaciones. Las gráficas serán 

representadas por la media ± error estándar. El nivel de significación para 

todas las pruebas estadísticas se estableció en p < 0,05.  
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REGISTROS DE POTENCIALES EVOCADOS 
TRONCOENCEFÁLICOS 

El umbral promedio de los registros controles (día 0 antes del estimulo 

sonoro) se situó en 11,66 ± 1,66 dB (Figuras 9 y 10). Tras realizar un análisis 

estadístico de los umbrales entre los diferentes momentos del registro, 

utilizando la prueba de Friedman, los resultados mostraron un aumento 

estadísticamente significativo 1 día después de la sobreexposición acústica 

(30 ± 6,32 dB, p < 0,01) y el día 2 (21,66 ± 4,08 dB, p < 0,05) (Figuras 9 y 10). 

Sin embargo, el día 7, los umbrales mostraron una tendencia descendente 

(13,33 ± 5,16 dB) para alcanzar el día 14 valores prácticamente normales de 

11,66 ± 4,08 dB (figuras 9 y 10).  
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Figura 9. Morfología de ondas promedio obtenidas de los registros de los grupos TA + 1 
día (día 0 y 1) y TA + 14 días (día 0, 2 y 14). Las líneas gruesas indican los umbrales de 
aparición de la primera onda (onda II) en cada registro. 
 

 
 
 



  49  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 10. Gráfica de promedio de los umbrales de ABR. Los asteriscos señalan la 
significación estadística con respecto al registro del día 0, previo a la sobreestimulación 
acústica (icono del altavoz). * p < 0,05, ** p < 0,01.  
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DESCRIPCIÓN DE LAS PREPARACIONES DE SUPERFICIE 
INMUNOTEÑIDAS CON CHAT.  

Tras la reconstrucción digital de las preparaciones de superficie del 

órgano de Corti inmunoteñidas con ChAT, como en la figura 4, se pudo medir 

la longitud del caracol membranoso en su conjunto, dando una media de 8,08 

± 0,79 mm para todos los grupos. En cada una de estas preparaciones de 

superficie se observan haces de gruesas fibras mielínicas e inmunorreactivas 

a ChAT cruzando bajo el limbo espiral de Huschke (Figura 11 flecha verde). 

Se pueden observar también paquetes gruesos de fibras, que siguen un 

trayecto espiral junto al túnel del Corti, que corresponden al haz espiral 

interno. Las fibras inmunorreactivas cruzan el túnel de Corti y se dirigen a la 

región de las CCE donde se ramifican generando botones sinápticos (figura 

11 puntas de flecha blancas). Dentro de esta región se puede observar, 

dependiendo del nivel de la cóclea analizado entre 1 y 4 contactos sinápticos 

por CCE (figura 12).  
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Figura 11. Microfotografía realizada sobre una preparación de superficie del órgano de 
Corti inmunoteñida con ChAT. La flecha verde señala un axón colinérgico atravesando el 
limbo espiral. Las puntas de flecha señalan botones colinérgicos del MOC.   
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Figura 12. Detalle de la inervación eferente sobre la base de las CCE. Microfotografía 
tomada mediante técnica de microscopía de contraste de interferencia diferencial donde 
se aprecian 3 botones colinérgicos (flechas) ocupando la misma región terminal 
inmunorreactiva.  
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DESCRIPCIÓN DE LOS TERMINALES DENSITOMÉTRICOS 
EN LOS CASO CONTROL. MORFOMETRÍA Y 
DENSITOMETRÍA  

En el extremo apical, en la región de las CCE, se pudo observar una 

distribución irregular (no lineal ni paralela a las filas de células sensoriales) de 

los botones inmunorreactivos a ChAT.  La distribución se hacía más lineal y 

regular a medida que se estudia la inervación colinérgica en las regiones 

cocleotópicas situadas hacia la zona basal (Figura 13 A). El tamaño de los 

botones inmunorreactivos a ChAT en el grupo control se incrementa 

progresivamente al comparar el ápex con las regiones medias de la cóclea y 

disminuye al comparar estas ultimas regiones con las mas basales. Estas 

diferencias, que se podían apreciar con facilidad a través del microscopio 

(figura 13 A), nos obligaron a realizar un análisis por niveles cocleotópicos, 

con el fin de evaluar de forma comparativa, entre el grupo control y el 

experimental, los potenciales cambios inducidos por el TA. 

 

Análisis morfométrico de los botones inmunorreactivos.  

Al realizar un análisis del tamaño de los botones, comparando los de 

cada región cocleotópica con sus adyacentes, se pudo comprobar que hay 

diferencias estadísticamente significativas para todos los niveles cocleares 

analizados excepto entre las frecuencias 11,3 y 16 kHz (Figura 13 B).   

En cuanto al número de botones inmunorreactivos también se 

observan variaciones entre las diferentes regiones cocleotópicas, registrando 

un menor número en las zonas apicales, y un aumento en el número en 

dirección a las regiones basales (Figura 13 C). Las áreas tonotópicas 
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correspondientes a las frecuencias 2,8 y 8kHz son las que menos número de 

botones inmunorreactivos mostraron, mientras que la de 32 kHz mostró el 

mayor número de ellos (figura 13 C).  
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Figura 13. (A) Imágenes de los terminales inmunorreactivos contactando con las 
bases de las 3 filas de CCE en un caso control. Las microfotografías fueron 
tomadas sobre diferentes niveles topográficos que corresponden a determinadas 
regiones cocleotópicas (2,8; 8; 11,3; 16; 32 y 45,2 kHz). (B) Gráfica del tamaño 
de los botones para cada frecuencia.  (C) Gráfica del número de terminales 
colinérgicos para cada frecuencia. Las comparaciones estadísticas se realizaron 
entre regiones cocleotópicas adyacentes. *p > 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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ANÁLISIS MORFOMÉTRICO Y DENSITOMÉTRICO TRAS TA 

Morfometría 

Tras realizar un análisis morfométrico sobre el tamaño de los botones 

inmunorreactivos en el conjunto de la cóclea reconstruida, el grupo control 

mostró valores de 10,00 ± 4,64 µm2. Se observó un descenso 

estadísticamente significativo en el tamaño de los botones en TA + 1 día 

(tamaño = 8, 14 ± 2,52 µm2; p < 0,01). En TA + 14 días, el tamaño de los 

botones fue de 11,36 ± 3,74 µm2, superando, aunque de manera no 

significativa (p = 0,12), los valores del grupo control (figura 14 A).   

 

Densitometría 

El análisis densitométrico mostró valores de DO de 4,30 ± 1,25 en los 

controles. En el grupo de TA + 1 día se observó una disminución 

estadísticamente significativa en los valores de DO de los botones 

inmunorreactivos segmentados (DO = 3,38 ± 0,84; p < 0,001). Mientras que 

el grupo TA + 14 mostró valores de 4,34 ± 0,69 similares a los del grupo 

control (p = 1,00) (Figura 14 B).  
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Figura 14. Graficas de tamaño (A) y densidad óptica (B) de los botones colinérgicos antes 
y después del TA. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
 

 

Cuantificación de los botones por niveles cocleotópicos 

Al analizar morfométricamente los botones inmunorreactivos 

segmentados por gradientes de densidad, se observó que los que poseían 

mayor tamaño se encontraban en la región de la frecuencia de 11,3 kHz en el 

grupo control.  

Al representar gráficamente los datos, se pudo apreciar en los 

controles una clara distribución gaussiana en cuanto al tamaño de los 

botones, que va en aumento desde las regiones apicales a las intermedias 

para luego disminuir hacia las regiones basales (figura 15 A – amarillo en 

control). 1 día después del TA, el tamaño de los botones inmunorreactivos 

disminuyó en las regiones intermedias de la cóclea, siendo este descenso 

significativo para la frecuencia 11,3 kHz, observándose una distribución más 
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platicúrtica o uniforme comparándola con la del grupo control (Figura 15 B – 

flecha de la columna izquierda). 14 días después del TA, el tamaño de los 

botones fue similar al del grupo control en las regiones intermedias. Sin 

embargo, a diferencia del grupo control, el valor máximo de tamaño se 

observó en la región de 16 kHz (Figura 15 C).  

En cuanto a los resultados del análisis densitométrico, el grupo control 

mostró valores de DO muy semejantes en todos los niveles cocleotópicos, no 

observándose diferencias estadísticamente significativas al comparar cada 

uno de estos valores con los de sus áreas tonotópicas adyacentes (Figura 15 

D).  Sin embargo, 1 día después del TA disminuyeron los valores de DO en 

las frecuencias intermedias, siendo este descenso estadísticamente 

significativo en las regiones de 8 y 32 kHz (Figura 15 E – flechas de la columna 

derecha). 14 días después del TA los valores de DO fueron similares a los del 

grupo control a pesar de persistir un ligero descenso, aunque no 

estadísticamente significativo, en las regiones intermedias (Figura 15 F).   
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Figura 15. Gráficas del tamaño y DO normalizada de los análisis de los botones 
colinérgicos realizados en las distintas frecuencias a lo largo de la cóclea. (A-C) Tamaño 
de los botones en los grupos control (A), TA + 1 día (B) y TA + 14 días (C).  La línea roja 
trazada en la gráfica de la figura 10 muestra una distribución gaussiana de los valores del 
tamaño de los botones inmunorreactivos desde el ápex hasta la base de la cóclea. La barra 
amarilla indica la frecuencia en la que los botones colinérgicos son de mayor tamaño. (D-
F) Densidad óptica normalizada de los botones en los grupos control (D), TA + 1 día (E) y 
TA + 14 días (F). Las flechas indican las diferencias estadísticamente significativas para 
cada frecuencia comparadas con la correspondiente del grupo control. * p < 0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001. 
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RESPUESTA INFLAMATORIA DE LA CÓCLEA 

El uso de ChAT para la inmunocitoquímica de las cócleas mostró la 

existencia de células libres inmunopositivas pero también inmunonegativas 

(observadas por contraste interferencial) localizadas a lo largo del órgano de 

Corti. Se encontraron células tanto a nivel de la membrana basilar como en la 

base de las CCE. La mayor parte de ellas se observaron en el túnel de Corti 

(figura 16 A). Ambos tipos de células (inmunorreactivas y no inmunorreactivas 

a ChAT) tienen aspecto esférico con expansiones filamentosas 

citoplasmáticas o filopodios (figura 16 A – puntas de flecha verdes). Las 

células libres inmunorreactivas a ChAT poseían un tamaño de entre 5 y 20 

µm de diámetro (figura 16 A – puntas de flecha blancas). Las células no 

inmunorreactivas fueron generalmente más pequeñas con tamaños de entre 

5 y 10 µm de diámetro (figura 16 A – flechas blancas). Tras realizar un conteo 

global de ambos tipos de células, se observó que 1 día después del TA se 

produce un aumento en el número total de células mientras que 14 días 

después del TA los valores disminuyeron hasta valores próximos al control.  

Al contar por separado, células libres inmunorreactivas y no 

inmurreactivas, se comprobó que el número de las segundas duplicó al de las 

primeras en el grupo control (Figura 16 B). Sin embargo, 1 día después del 

TA aumentaron hasta 11 y 4 veces el número de células inmunopositivas e 

inmunonegativas respectivamente. 14 días después del TA el número de 

células inmunorreactivas es 7 veces mayor mientras que las no 

inmunorreactivas fueron la mitad, en comparación con el grupo control (figura 

16 B). 
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Figura 16. (A) Microfototografías donde se pueden observar células libres inmunorreactivas 
(puntas de flecha blancas) y no inmunorreactivas (flechas) a ChAT en el órgano de Corti. 
(B) Resultado del conteo de estas células antes y después del TA. 
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 65 

En este trabajo de tesis doctoral se ha estudiado la evolución 

temporal de los cambios anatómicos producidos sobre los botones 

colinérgicos del MOC inducidos por un TA producido tras la exposición a un 

ruido de banda (8-16 kHz) de alta intensidad (107 dB SPL) durante 90 

minutos. Los registros de ABR mostraron una subida sustancial de umbral 

auditivo 24 horas después del TA que se recuperó 14 días después.  Los 

análisis morfométricos y densitométricos realizados sobre las preparaciones 

de superficie del órgano de Corti inmunoteñidas con ChAT mostraron una 

reducción en los valores de tamaño y de DO de los botones colinérgicos un 

día después del TA mostrando valores normales el grupo analizado a 14 días. 

Al evaluar estas variaciones por áreas de diferente tonotopía, los resultados 

mostraron que los cambios producidos en el tamaño de los botones y la DO 

se produjeron sobre todo en las regiones de frecuencias intermedias.   

 

VALIDACIÓN DEL MODELO DE TTS 

El protocolo de sobreestimulación acústica utilizado por nosotros 

(ruido de entre 8-16 kHz a 107 dB SPL durante 90 min) generó un cambio de 

umbral auditivo 1 día después del TA detectándose aumentos significativos 

de 20 dB. Posteriormente, a los 2 días, los umbrales siguieron una tendencia 

a recuperarse y a los 14 se observaron unos umbrales auditivos normales 

indicando, por ello, que se trata de un modelo de TTS. Nuestros resultados 

son compatibles con los observados en ratas sometidas a un ruido de banda 

de entre 8 y 16 kHz, a 106 dB SPL durante dos horas, donde se encontró un 

aumento de umbral de entre 20 y 25 dB un día después, en frecuencias 

superiores a 16 kHz y una recuperación total de umbrales a las 2 semanas 



  66  

(Lobarinas et al., 2017). Salvando las diferencias entre especies, nuestros 

datos también son compatibles con registros en ratones a los que se 

sobreexpuso a un ruido de 8-16 kHz, a 100 dB SPL durante dos horas, en los 

que se producía, dentro del rango de frecuencias que componen el ruido, un 

aumento de umbral de 20 dB un día después y una recuperación a los 14 días 

(Kujawa y Liberman, 2009).   

 

INMUNOCITOQUÍMICA CUANTITATIVA PARA CHAT EN LOS 
TERMINALES COLINÉRGICOS DEL MOC 

En nuestros resultados se observa un descenso en el tamaño y la DO 

de los botones colinérgicos al cuantificar morfométrica y densitométricamente 

los terminales inmunorreactivos a ChAT en todas las regiones cocleotópicas 

un día después de la exposición al ruido. En estudios inmunocitoquímicos 

realizados por otros autores tras someter a los animales a una 

sobreexposición acústica, se mostró un descenso agudo en la actividad de la 

AChE en la región de las células CCE en cócleas de cobayas (Mounier-Kuhn 

y Haguenauer, 1967) y chinchillas (Kokko-Cunningham y Ades, 1976). Las 

variaciones morfométricas observadas por nosotros se podrían, por lo tanto, 

interpretar como el efecto de una depleción de los botones colinérgicos 

consecuente con la sobreestimulación acústica.  Varios autores han 

demostrado previamente que las neuronas que forman el MOC se activan por 

el ruido (Brown et al., 2003; Brown, 2009; Miranda y Aguilar-Vidal, 2021), y en 

consecuencia la actividad colinérgica en sus terminales se vería 

incrementada.  
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 Para la síntesis de ACh en los terminales presinápticos por parte de 

la ChAT, se requiere de la recaptación de la colina, generada tras la 

hidroxilación de la ACh por parte de la AChE, un proceso que demora la nueva 

síntesis del neurotransmisor (Leventer y Rowell, 1984). En resumen, con la 

sobreexposición acústica se incrementa la liberación de ACh por parte de las 

neuronas MOC. De esta manera, la sobreexposición al ruido genera un mayor 

flujo de ACh al espacio sináptico actuando sobre los receptores colinérgicos 

de las CCE. La ACh restante es hidrolizada por la AChE, rompiendo la 

molécula en colina y acetato. La colina es devuelta al terminal sináptico 

gracias a los transportadores de colina CHT1, situados en la membrana del 

terminal presináptico, para su reciclaje (Misawa et al., 2001; Lips et al., 2002; 

Bergeron et al., 2005). Debido a que ChAT interviene en la síntesis de ACh a 

través de la unión de la colina reciclada y el acetil-CoA procedente del ciclo 

de Krebs. Los resultados observados 1 día después de la sobreexposición 

acústica sugieren un desequilibrio en el balance de síntesis y liberación de 

ACh que se ve reflejado en una disminución de la enzima y, por tanto, del 

tamaño de los botones, así como una menor densidad del producto de 

reacción a consecuencia de un retraso para compensar las demandas en la 

síntesis de ChAT. Esta idea se apoyaría en trabajos publicados por otros 

autores donde se estableció una alta correlación entre los niveles de ChAT y 

ACh en en diferentes zonas del sistema nervioso (Mitchell y Silver, 1963; 

Fonnum y Malthe-Sørenssen, 1972).  14 días después de la exposición al 

ruido, cuando los umbrales se recuperaron por completo, los valores, tanto de 

tamaño como de DO, volvieron a ser similares a los del grupo control, lo que 
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sugiere, además, una recuperación de la actividad sináptica colinérgica del 

MOC.  

 

ANÁLISIS COCLEOTÓPICO 

Al realizar un análisis cocleotópico, los resultados morfométricos 

mostraron un descenso en el tamaño de los botones colinérgicos 1 día 

después del TA en las regiones intermedias del caracol membranoso. El ruido 

que se ha utilizado en este estudio para provocar un TTS comprende las 

frecuencias 8-16 kHz a una intensidad de 107 dB SPL. Este mismo rango de 

frecuencias fue el que usaron Lobarinas et al. (2017) para su modelo de TTS 

sobre el que se produjo una recuperación de umbrales en las frecuencias que 

componen el estímulo acústico del TA. En nuestro estudio, la recuperación 

del tamaño de los botones 14 días después del TA fue notable para las 

frecuencias de 16, 32 y 45,2 kHz, con valores incluso superiores, aunque no 

significativamente, a los de las cócleas control. Si en el grupo control los 

botones sinápticos tenían un mayor tamaño en la frecuencia de 11 kHz, 14 

días después de la sobreexposición acústica, los botones más grandes se 

encontraron en la frecuencia de 16 kHz. Estas variaciones pueden deberse al 

origen de un efecto residual que repercute en el sistema tonotópico de la 

cóclea.  

En cuanto al análisis densitométrico, los resultados muestran un 

descenso en la inmunorreactividad a ChAT 24 horas después del TA en 

regiones cocleotópicas intermedias. Las medidas de DO óptica registradas 

indican la cantidad de ChAT en los terminales eferentes. Indirectamente, 
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también nos aporta información acerca del balance de síntesis y liberación de 

ACh en cada región analizada. La disminución de la DO en TA + 1 día en las 

regiones intermedias de la cóclea es significativa para las frecuencias de 8 y 

32 kHz.  

El TA utilizado en nuestro estudio es bilateral por lo que estas fibras 

fueron activadas para ambas cócleas. Según un estudio realizado en gatos, 

las fibras cruzadas del MOC actúan sobre las regiones cocleotópicas que 

comprenden la banda del ruido usada para el TA, mejorando la sensibilidad 

auditiva para esas frecuencias en el TTS y empeorando en las regiones 

situadas por encima de ellas (Rajan, 2001). Al predominar la inervación 

cruzada sobre la no cruzada del MOC (Guinan et al., 1983), la disminución de 

la DO obtenida en nuestro análisis cocleotópico, en el cual se vieron afectadas 

las regiones intermedias 1 día después del TA, puede ser explicada por una 

sobreactivación del MOC cruzado como consecuencia de la sobreexposición 

acústica. Esta sobreactivación produciría mayor actividad colinérgica en las 

regiones cocleotópicas intermedias, que componen la banda del ruido (8 - 16 

kHz).  En los resultados mostrados 1 día después del TA, tanto el tamaño de 

los botones como los valores de DO, disminuyen sobretodo en los niveles 

cocleotópicos intermedios, lo que sugiere una mayor liberación de ACh en 

estas regiones cocleares. 14 días después del TA, la actividad colinérgica 

volvió a su estado normal con los umbrales auditivos recuperados. Este efecto 

refleja una recuperación del ritmo de reciclado de ACh con valores de DO 

normales en los terminales del MOC.  
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RESPUESTA INFLAMATORIA DE LA CÓCLEA 

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral mostraron una 

respuesta inflamatoria tanto en el grupo control como en los de TA + 1 día y 

TA + 14 días. En estos grupos se encontraron células libres inflamatorias, 

inmunopositivas e inmunonegativas a ChAT. La respuesta inflamatoria en el 

órgano de Corti tras un TA ya se había descrito tanto para modelos de TTS 

(Frye et al., 2018; Shin et al., 2019) como de PTS (Hirose et al., 2005; Tan et 

al., 2008). En nuestro trabajo, encontramos que el número de células libres 

incrementó en el grupo de TA + 1 día. Este aumento coincidió con la subida 

de umbrales tras la exposición acústica. En el grupo de TA + 14 días se 

produce una recuperación total de umbrales mientras que el número de 

células se recupera parcialmente.  

Ya en estudios clásicos se describieron los monocitos como células 

migratorias inmaduras de aproximadamente 10 μm de diámetro, de origen es 

vascular y que, en respuesta a un estímulo inflamatorio, atraviesan las 

paredes capilares para entrar en el tejido dando lugar a la formación de 

macrófagos, más grandes (de 30 μm de diámetro) y de forma más compleja 

que los monocitos (Ebert y Florey, 1939; Bennett y Cohn, 1966). Esto nos 

permitió catalogar a las células más pequeñas y no inmunorreactivas a ChAT 

como monocitos y las más grandes e inmunorreactivas como macrófagos. 

Tras exponer a un grupo de cobayos a un ruido de 120 dB durante más de 20 

minutos, se encontraron macrófagos fagocíticos en las regiones de las CCE 

y el túnel de Corti donde se produjo una mayor lesión de tejido coclear 

(Fredelius y Rask-Andersen, 1990). En este mismo estudio también se 

encontraron monocitos cerca del vaso espiral junto a la escala timpánica 
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(Fredelius y Rask-Andersen, 1990). Los autores sugieren que los monocitos 

se comportan como células residentes en la membrana basilar que migran 

hacia el epitelio sensorial tras producirse un daño coclear. Por tanto, la 

aparición de monocitos en nuestro trabajo nos estaría indicando el estado de 

la respuesta inflamatoria. 

Los macrófagos encontrados en nuestro trabajo eran 

inmunorreactivos a ChAT y poseían un tamaño de 10 a 20 μm de diámetro. 

De ellos se podían diferenciar unas prolongaciones citoplasmáticas 

filamentosas semejantes a filopodios. La posición de estas células dentro de 

un eje z se determinó gracias al empleo de la técnica de Deep Focus para la 

captura de imágenes. Fueron observados a nivel de los axones colinérgicos 

que atraviesan el túnel de Corti y de los botones terminales que contactan con 

la base de las CCE. Debido a que los macrófagos actúan en procesos 

metabólicos y apoptóticos (Yang et al., 2015, 2016), relacionamos a estas 

células con la limpieza de desechos sinápticos y la pérdida de 

imunorreactividad en los terminales colinérgicos.  

Lo que encontramos en TA + 1 día es un aumento en el número de 

monocitos y de macrófagos en la cóclea, lo que nos indica el desarrollo de 

una respuesta inflamatoria inducida por el ruido. Esta reacción venía 

acompañada de una reducción en el área sináptica eferente de las CCE, 

determinada por el tamaño de los botones, y de la inmunorreactividad para 

ChAT. Esto nos sugirió la aparición de un fenómeno de ablación de botones 

terminales. Apoyándonos en estudios publicados por otros autores, este 

fenómeno, realizado también por células microgliales, es considerado como 
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un mecanismo de plasticidad y de regulación de las conexiones sinápticas 

(Andoh et al., 2019). Se ha descrito que este tipo de amputación de botones 

terminales ocurre en diferentes enfermedades neurológicas como el 

Parkinson, el Alzheimer (Hong et al., 2016) o la esquizofrenia (Sellgren et al., 

2019). En TA + 14 días, el número de macrófagos es menor con respecto a 

TA + 1 día mientras que los botones volvieron a tener un tamaño semejante 

a los del grupo control. El número de monocitos es menor sustancialmente, 

llegando incluso a valores por debajo del grupo control, lo que nos sugiere el 

final del proceso inflamatorio



 

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
CONCLUSIONES 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



  75  

 
• El trauma acústico reversible no produce pérdidas significativas de 

botones colinérgicos en las células ciliadas externas del órgano de 
Corti en la rata. 

 
• Como consecuencia del trauma acústico reversible (TTS), se produce 

un aumento de liberación de acetilcolina en los terminales del haz 
olivococlear medial del órgano de Corti, no compensado por la síntesis. 
La neurotransmisión colinérgica se estabiliza tras la recuperación de 
los umbrales.  

 
• El trauma acústico afecta preferentemente a los botones colinérgicos 

de las regiones cocleares correspondientes a la banda de frecuencias 
del estímulo acústico.  

 
• La respuesta inflamatoria inducida por un trauma acústico reversible 

tiende a disminuir según se recuperan los umbrales auditivos. 
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