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RESUMEN. La sordera es una de las discapacidades mas comunes mundialmente, con
unaincidencia en Cuba de 2,1 por cada 1 000 habitantes. La mayoria de las sorderas son
de origen sensorineural, debido a la muerte de las células ciliadas cocleares, localizadas
en el érgano de Corti, lo que conduce a la degeneracién de las neuronas del ganglio
espiral. En un trabajo previo por Microscopia ()ptica, usando un modelo de ototoxicidad
enratas, el 6rgano de Corti se afect6 a partir de las 2 semanas de sordera, mientras que
la densidad de neuronas del ganglio espiral disminuy¢ significativamente solo a partir
de las 8 semanas. Con el objetivo de precisar el comienzo de los cambios degenerativos
inducidos por ototoxicidad, se estudiaron por Microscopia Electrénica las células del
o6rgano de Corti ylas neuronas del ganglio espiral en cocleas de ratas sordas, tomadas a
las 2,4, 8 y 16 semanas de sordera y cocleas de ratas sanas. Se produjeron alteraciones
en las células de sostén del 6rgano de Corti desde las 2 semanas. Las neuronas tipo I del
ganglio espiral sufrieron cambios degenerativos que fueron aumentando con el tiempo
de sordera a partir de las 4 semanas, hasta su sustitucion por neuronas patolégicas (tipo
III) a las 16 semanas. La banda de mielina de los procesos periféricos que inervan el
6rgano de Corti present6 signos de degeneracién desde las 4 semanas. Los resultados
indican que el dano ultraestructural de las neuronas del ganglio espiral y sus proce-
sos periféricos, inducido por el deterioro del érgano de Corti, comienza antes de que
disminuya la densidad de estas neuronas y sus dendritas.

ABSTRACT. Deafness is one of the most widespread disabilities in the world. Its
incidence in Cuba is 2.1 per 1 000 inhabitants. The origin of deafness is mainly sen-
sorineural. This kind of hearing loss is caused by death of cochlear hair cells (located
in the organ of Corti), which induces degeneration of spiral ganglion neurons. In a
previous light microscopy study using a rat model of ototoxicity, it was observed that
the organ of Corti was damaged since the second week of deafness, whereas the loss
of spiral ganglion neurons was not significant until the eighth week of deafness. In
order to define the onset of degenerative changes, a study by Transmission Electron
Microscopy of the organ of Corti and spiral ganglion neurons was carried out. Rat
cochleae sampled after 2, 4, 8 and 16 weeks of deafness and healthy controls were
analyzed. The supporting cells of the organ of Corti were damaged since the second
week. Type I spiral ganglion neurons showed progressive degenerative changes since
the fourth week. Myelin sheaths of the peripheral processes innervating the organ
of Corti showed signs of degeneration since the fourth week of deafness. Most of the
remaining neurons exhibited complete demyelination at sixteen weeks of deafness,
resulting in the pathological type III spiral ganglion neurons. The above results
indicate that the injury of the organ of Corti induces ultrastructural degenerative
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changes of the spiral ganglion neurons
before the significant loss of these cells
and their dendrites.

INTRODUCCION

La sordera es una de las dis-
capacidades mas comunes a nivel
mundial. En Cuba esta enfermedad
tiene una incidencia de 2,1 por cada
1 000 habitantes.! La causa primaria
de pérdida auditiva es la afectacién o
muerte de las células receptoras sen-
soriales del oido interno, las células
ciliadas (CC) dela coclea, localizadas
en el 6rgano de Corti (OC).2 Las CC
de los mamiferos no tienen la capa-
cidad de regenerarse después que se
han danado,? por lo que su pérdida
lleva a una sordera permanente.
En humanos la mayoria de las sor-
deras son de origen sensorineural,
caracterizadas por la pérdida de CC
y la degeneracion retrégrada de las
neuronas del ganglio espiral.

En pacientes con sordera sen-
sorineural, los implantes cocleares
representan una importante via
para recuperar la audicién.* El fun-
cionamiento de estos dispositivos
estd basado en la estimulacién de
los axones de las neuronas tipo I
del ganglio espiral.? Aunque actual-
mente se han desarrollado implantes
cocleares que permiten escuchar con

Laboratorio de Microscopia Electrénica, Direccién de Biotecnologia, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas,

Avenida 25y 158, Playa, Apartado Postal 6412. Ciudad de La Habana, Cuba.

Correo electrénico: sandra.rodriguez@cnic.edu.cu




Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 38, No. 3, 2007.

solo el 10 % de la poblacién original
de neuronas del ganglio espiral, el
grado de preservacion de estas se
considera de importancia crucial
para el reconocimiento del lenguaje
después del implante coclear. La
degeneracién neuronal del ganglio
podria ser un factor limitante para el
aprovechamiento 6ptimo de implan-
tes cocleares mas avanzados.

La aplicacién potencial de tera-
pias basadas en drogas o en células
para la proteccion® oregeneraciéon de
CC" y neuronas del ganglio espiral®
como vias para resolver la sordera,
ha motivado el interés por estudiar la
ultraestructura de estas células.

En un trabajo anterior se com-
probé por Microscopia Optica la de-
generacién progresiva del OC a partir
de las 2 semanas y la disminucion
de la densidad neuronal del ganglio
espiral a partir de las 8 semanas de
inducida la sordera por kanamicinay
furosemida en ratas adultas.’

El objetivo del presente trabajo fue
estudiar por Microscopia Electrénica
(ME) los tipos celulares del OC y las
neuronas del ganglio espiral en cocleas
deratas sanas y sordas, a fin de precisar
el comienzo de los cambios degenerati-
vos inducidos por ototoxicidad.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se utilizaron ratas machos Wistar
adultas, entre 250 y 300 g de peso, con
audicion normal (Centro Nacional
para la Produccién de Animales de
Laboratorio, Ciudad de La Habana). Al
inicio del experimento, se comprobd
la normalidad funcional de la via
auditiva de todos los animales me-
diante técnicas electrofisiolégicas de
potenciales evocados transientes de
tallo encefalico (PEATC)y potenciales
evocados de estado estable (PEAEE).

Los animales se dividieron en
cinco grupos de dos animales cada
uno: uno de ratas no tratadas (grupo
control) y cuatro de ratas tratadas con
ototéxicos que fueron sacrificadas a
las 2,4, 8 y 16 semanas de sordera.

Induccion de la sordera

Al inicio del experimento se ad-
ministré una dosis de los ototéxicos
kanamicina (400 mg/kg) y furosemi-
da (150 mg/kg) simultaneamente, por
via intraperitoneal, a los cuatro gru-
pos tratados, siguiendo el modelo de
Prado y col.’? Una semana después,
se comprobé la instauracién de la
sordera mediante PEATC y PEAEE.
Se consideraron sordos los animales
que no presentaron respuesta ala in-
tensidad de 105 dB pspl para PEATC
y de 105 dB spl para PEAEE.

Procesamiento de las muestras

Los animales se fijaron por per-
fusién vascular en formalina 10 %. Se
extrajeron las cécleas (una de cada
animal) e inmediatamente, se fijaron
por perfusion perilinfatica en para-
formaldehido 2 % y glutaraldehido 2
% (en disolucién reguladora estabili-
zadora fosfato de sodio 0,1 mol/L, pH
7,4). Las cocleas se descalcificaron
en EDTA 8,3 %, se post-fijaron en
tetréxido de osmio 1 % (en la misma
disolucién reguladora estabiliza-
dora), se deshidrataron en acetona y
se incluyeron en bloques de resina
Spurr. Las muestras se cortaron
con un ultramicrétomo Ultrotome
IIT (LKB) segun el plano horizontal
de la céclea. Se obtuvieron cortes
semifinos para la localizacién de
las zonas de interés al microscopio
optico (Fiig. 1). Los cortes se tineron
con azul de Stevenel'ly se montaron
en ldminas de vidrio.!?

Los estudios por ME se realizaron
en la vuelta media coclear, ya que en
esa zona fue donde se produjeron las
mayores pérdidas neuronales en los
animales sordos respecto al control.’

Se obtuvieron cortes ultrafinos a
nivel de la vuelta media de la céclea.
Los cortes se contrastaron con acetato
de uranilo y citrato de plomo y se
analizaron en un Microscopio Elec-
trénico de Trasmision Jeol JEM 100S.

El OC se estudié en animales
controles y a las 2 y 4 semanas de
sordera. Los cortes se montaron
sobre rejillas de 200 mallas con mem-
brana de Formvar. En este trabajo se
seleccionaron OC que presentaban
células desorganizadas (de 2 y 4
semanas de sordera), en los que la
degeneracién no era total.

Las neuronas del ganglio espiral
y sus procesos periféricos (dendritas
de las neuronas del ganglio espiral
que se proyectan radialmente desde
los cuerpos celulares hasta el OC) se
estudiaron en animales controles y
alas 2,4, 8 y 16 semanas de sordera.
Los cortes se colocaron sobre rejillas
de 400 mallas.

RESULTADOS
Organo de Corti

En el OC de los animales con-
troles se observaron tres filas de CC
externas, una fila de CC internas,
separadas entre si por un espacio
conocido como tunel de Corti y
varios tipos de células de sostén
(Fig. 1). Todas estas células estan
organizadas como un epitelio en
mosaico, que se desorganiza a partir
de las 2 semanas de sordera.

Las CC en los animales controles
se presentaron conservadas. Las CC
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Fig. 1. Vista al microscopio 6ptico de un
corte semifino de la vuelta media coclear.
Animal control. Canal de Rosenthal (CR),
procesos periféricos (pp), células cili-
adas internas (cci), Tinel de Corti (TC),
células ciliadas externas (cce), células de
sostén (c.sostén).

internas presentaban forma de pera
con un nucleo redondeado central.
Las CC externas presentaron forma
cilindrica, con el extremo apical
aplanado y el nucleo redondeado,
localizado en la porcién basal. En las
CCinternasy en las externas se pre-
sentaron penachos de estereocilios
en la superficie apical (Fig. 2A). En la
superficie apical de las CC externas
se observaron microvellosidades
cortas y estereocilios, los cuales se
afinaban hacia los puntos de inser-
cién en la zona densa ubicada hacia
el apice de la célula (Fig. 2B). En el
citoplasma se encontraron abundan-
tes mitocondrias bien conservadas
y concentradas hacia el apice de la
célula. Rodeando las mitocondrias se
observaron numerosas vesiculas del
reticulo endoplasmico liso y rugoso,
predominando el liso y vesiculas del
complejo de Golgi (Fig. 2C). En los
cortes de los animales sordos no se
identificaron CC.

Las células de sostén que colin-
dan con las ciliadas presentaron gran
densidad de microvellosidades muy
largas en los animales controles. El
citoplasma presenté elevada concen-
traciéon de organelos y las zonas de
unién presentaban sinuosidades y
desmosomas hacia el apice (Fig. 3A).
En la segunda semana de sordera,
se observo escasez de organelos cito-
plasmaticos en estas células y las mi-
crovellosidades, en menor densidad,
eran mas cortas; las zonas de unién no
presentaban sinuosidades, aunque si
desmosomas (Fig. 3B). En algunas cé-
lulas de sostén, a las 4 semanas, habia
grandes vacuolas citoplasmaticas ca-
racteristicas de edema (Fig. 3C).

Neuronas del ganglio espiral

En los animales controles se
observo la ultraestructura normal de
las neuronas tipo I, caracterizada por
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Fig. 2. Ultraestructura de células ciliadas
externas en animales controles. A) Sec-
cion de célula; B) Apices de dos células
vecinas: zonas densas (*), estereocilios
(flechas); puntos de insercion de este-
reocilios (I); C) Citoplasma celular: zona
densa hacia el apice (*), mitocondrias
(m), complejo de Golgi (G), reticulo en-
doplasmico liso (rel).

Fig. 3. Ultraestructura de células de sos-
tén del 6rgano de Corti. A) Céclea control
con alta concentracion de organelos en
el citoplasma, microvellosidades largas
y abundantes, membrana plasmdtica
entre células vecinas con sinuosidades y
desmosomas hacia el apice B, C) Cécleas
de animales sordos. B: escasez de organ-
elos citoplasmadticos, microvellosidades
mas cortas y en menor densidad que en
A, membrana plasmadtica entre células
vecinas sin sinuosidades y con desmoso-
mas hacia el dpice. C: célula edematosa
con grandes vacuolas citoplasmadticas.

Microvellosidades (mv), desmosomas (d), reticulo endopldasmico rugoso (rer), mitocon-
drias (m), membrana plasmdtica entre dos células vecinas (flecha), vacuolas (v).

abundante reticulo endoplasmético
rugoso (cuerpos de Nissl) de canales
estrechos, mitocondrias con cres-
tas normales y vainas de mielina
normales (Fig. 4A). Desde la cuarta
semana de sordera se observaron
irregularidades prominentes, tanto
en las vainas de mielina como en la
envoltura nuclear (Fig. 4B), rarefac-
cion de la matriz citoplasmaética y
escasez de cuerpos de Nissl (Fig. 4C).
En la octava semana de sordera las
neuronas tipo I que quedaban en el
canal de Rosenthal mostraron re-

traccion del citoplasma con respecto
a la vaina de mielina, inclusiones
citoplasmaticas prominentes (Fig.
4D), invaginaciones de la envoltura
nuclear, dilatacion de los cuerpos de
Nissly vacuolizacién citoplasmatica
(Fig. 4E). A las 16 semanas de sor-
dera, la mayoria de las neuronas
tipo I que quedaban en el canal de
Rosenthal mostraron una completa
desmielinizacién, resultando en las
neuronas patoldgicas tipo III (Fig.
4F), con mitocondrias densas y es-
casos cuerpos de Nissl.

Procesos periféricos

En los animales controles, los
procesos periféricos mielinados
mostraron vainas de mielina inte-
gras y abundante citoplasma de las
células de Schwann rodeando las
dendritas (Fig. 5A). A las 4 semanas
de sordera, se observaron zonas de
separacién entre las capas que for-
man las vainas de mielina y puntos
de rotura de las vainas (Fig. 5B). A las
8 semanas de sordera se observaron
discontinuidades en las vainas de
mielina, con salida de axoplasma, y
zonas de disrupcion de las células de
Schwann (Fig. 5C). A las 16 semanas
de sordera también se observaron
discontinuidades en las vainas de
mielina con salida de axoplasma y
retracciéon del citoplasma de las cé-
lulas de Schwann (Fig. 5D). A partir
de la cuarta semana de sordera se
observé disminucién progresiva de
la densidad de los procesos periféri-
cos (Figuras 5B, Cy D).

DISCUSION

El aminoglicésido kanamicina
induce sordera sensorineural
al provocar la pérdida de CC y
posteriormente, la degeneracién
de las neuronas del ganglio es-
piral, lo que ha sido comprobado
en varios modelos animales.!317
La furosemida provoca dano
ototéxico temporal de poca re-
levancia clinica,!® pero al igual
que otros diuréticos, potencia la
accién ototéxica de los amino-
glic6sidos.' La efectividad del
modelo de sordera empleado en
esta investigacién se ha compro-
bado en estudios anteriores!®?® y
se confirma con los resultados del
presente trabajo.

La morfologia del OC de los
animales controles sigui6 el patrén
de normalidad: las CC y células
de sostén estaban organizadas
como un epitelio en mosaico.?!
Por Microscopia Optica se encon-
tré que el tratamiento ototéxico
indujo la pérdida de este patréon
de organizacién celular del OC,
pudiendo llegar a estar constituido
solamente por una capa de células
aplanadas.? En las muestras de
animales sordos estudiadas por
ME en este trabajo, se observaron
las células de sostén del OC, pero
no se identificaron CC. Sin em-
bargo, en un muestreo mas amplio
estudiado al microscopio 6ptico,
si se distinguieron algunas CC
externas e internas en algunos
animales sordos, aunque habia
una disminucién del nimero de
filas de CC externas.?
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Recientemente, se ha demostra-
do que las células de sostén del OC
desempenan un papel crucial en el
mantenimiento de la estructura y
funcién de las células ciliadas.?? En
el presente trabajo se encontraron
cambios morfolégicos en las células
de sostén del OC desde las 2 se-
manas de sordera. La disminucién
observada en las sinuosidades de la
membrana plasmatica de las células
de sostén pudiera estar acompanada
de una reduccién en el transporte
activo celular por pérdida de super-
ficie de membrana. El acortamiento
de las microvellosidades y la menor
densidad de estas con respecto a
los controles pudiera indicar una
reduccion del intercambio con la
endolinfa.?

Las neuronas del ganglio es-
piral llevan informacién desde la
coclea hacia el sistema auditivo
central. Se han descrito dos tipos
de estas neuronas dentro del canal
de Rosenthal: tipo I y tipo I1.2! En
el presente trabajo se estudiaron
las neuronas tipo I, las cuales re-
presentan aproximadamente el 95 %
de las neuronas del ganglio espiral
en las cocleas de ratas % y son més
susceptibles al dano que las del
tipo I1.26 Ademas, estas células son
importantes en la aplicacién de los
implantes cocleares.?”

En este trabajo, se detectaron
cambios degenerativos en las neu-
ronas del ganglio espiral desde la
cuarta semana de sordera, 4 sema-
nas antes de que la pérdida de esas
células se observara al microscopio
oOptico.? Los cambios degenerativos
progresivos de las neuronas tipo I
del ganglio espiral después de la
sordera dieron lugar al surgimiento
de neuronas tipo III, exclusivas
de condiciones patolégicas. De
acuerdo con los hallazgos por Mi-
croscopia Optica, la octava semana
de sordera fue un momento clave
en el que la reduccién de la densi-
dad neuronal se hizo significativa.’
Sin embargo, en este trabajo, desde
la cuarta semana se detectaron
ultraestructuralmente cambios
patomorfolégicos que dieron lugar
al dano ulterior mas severo.

En humanos, la mayoria de las
sorderas son de origen sensorineu-
ral?® y se plantea que el dafo neu-
ronal del ganglio espiral se debe
a la pérdida del efecto tréfico que
ejercen las células ciliadas sobre
esas neuronas.? El estado de las cé-
lulas de sostén del OC afecta tam-
bién la supervivencia neuronal.®
En este trabajo se observaron cam-
bios degenerativos en las células de

Fig. 4. Ultraestructura de neuronas del ganglio espiral. A-E) Neuronas tipo I, A) Control; B,
C) Sordera de 4 semanas; D, E) Sordera de 8 semanas; F) Sordera de 16 semanas. Neurona
tipo I11. Nucleos (N), cuerpos de Nissl (CN), mitocondrias (m), bandas de mielina (flechas),
inclusiones citoplasmdticas (cabezas de flechas), retraccion citoplasmatica (*).

sostén antes de que se afectaran las
neuronas del ganglio espiral.

La escasez de los procesos peri-
féricos que inervan el OC, conjun-
tamente con la pérdida de somas
neuronales del ganglio espiral en
animales sordos, se habia demos-
trado por Microscopia Optica.’ En
este trabajo se encontré por ME que
las dendritas que quedan experi-
mentan degeneracién progresiva
desde las 4 semanas de sordera,
coincidiendo con los hallazgos ob-
tenidos por Microscopia Optica.?
Se ha reportado que la pérdida
de dendritas tiene implicaciones
para la aplicacién de los implantes
cocleares porque el sitio de gene-
raciéon de potenciales de accién
tiene que trasladarse hacia el soma
de las neuronas del ganglio espiral
o al axén central.?!

CONCLUSIONES

En este trabajo se detectaron, por
Microscopia Electrénica, cambios
degenerativos en las neuronas del
ganglio espiral 4 semanas antes de
que la pérdida de esas células se
observara al microscopio 6ptico. El

dano neuronal puede atribuirse no
solo a la afectacién de las CC, sino
también, a los cambios morfolégicos
observados en las células de sostén
del OC en el presente estudio. Estos
resultados pueden tener implica-
ciones para la efectividad de los
implantes cocleares.

Los implantes cocleares, aunque
son la mejor opcién en el tratamiento
de la sordera, no restablecen to-
talmente la audicién, por lo que
actualmente, se estdn estudiando
diferentes estrategias terapéuticas
para tratar esta afeccion. Entre ellas
esta la prevencién de la muerte de
las CC, los intentos por regenerar-
las y la regeneracién de neuronas
que inerven las nuevas CC. Estos
enfoques para resolver la sordera
demuestran la importancia que
tiene la comprensién de los cam-
bios morfol6égicos que ocurren en la
coéclea. La marcada similitud de
los cambios patolégicos del oido
interno entre roedores y humanos?®?
permite aplicar los conocimientos
obtenidos en modelos animales de
sordera a los pacientes afectados
por drogas ototéxicas.
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Fig. 5. Ultraestructura de los procesos periféricos que inervan el 6rgano de Corti. A)
Control: vainas de mielina intactas (flechas), abundante citoplasma de las células de
Schwann rodeando las dendritas (*) ; B) Sordo de 4 semanas: separacion entre las capas
que forman las vainas de mielina y puntos de rotura (flechas), células de Schwann
conservadas (*); C) Sordo de 8 semanas: discontinuidades en las vainas de mielina,
con salida del axoplasma (flecha), zonas de disrupcion de las células de Schwann (*);
D) Sordo de 16 semanas: discontinuidades en las vainas de mielina, con salida del
axoplasma (flechas), retraccion del citoplasma de las células de Schwann (*). Notese
la disminucién progresiva de la densidad de los procesos periféricos en B, Cy D.
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