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Figura 1. Organizacion esquematica del sistema respiratorio. La actividad de los centros
respiratorios se modula por diversas entradas como son las provenientes de los cuerpos carotideos,
los quimiorreceptores periféricos y centrales, los receptores de estiramiento pulmonar que regulan la
ventilacién y otros centros respiratorios. Otras estructuras superiores como la corteza, el talamo y el
hipotalamo también actuan sobre las motoneuronas respiratorias el circuito generador del ritmo

respiratorio.

Figura 2. Representacion esquematica del ciclo respiratorio en humano. La respiracién es una
conducta que regula el intercambio gaseoso de los pulmones. Se muestran los movimientos

musculares involucrados en la inspiracion y la espiracion.

Figura 3. Representacion de los principales grupos neuronales respiratorios del tallo cerebral
y la médula espinal de los mamiferos. Se muestra la localizacion de los diferentes grupos de
neuronas respiratorias del tallo cerebral. Estos nucleos se organizan a manera de columna a lo largo

del tallo cerebral y su organizacion es bilateral.

Figura 4. Trazos representativos del patron de disparo de diferentes tipos de neuronas
inspiratorias. Se muestra el registro de las neuronas que disparan rafagas de potenciales de accidn
en fase con la actividad poblacional del complejo preBotzinger. Con base a su frecuencia de disparo
y a los cambios en su voltaje se pueden clasificar neuronas con un patrén de disparo incrementador,

decrementador o constante.

Figura 5. Representacion de la rebanada transversal que contiene al complejo preBotzinger
obtenida del tallo cerebral. Se muestra una fotografia del tallo cerebral y la altura a la que se
realizan los cortes transversales necesarios para obtener una rebanada transversal que contiene al
complejo preBotzinger y otros nucleos neuronales. A partir de esta rebanada se puede obtener una

isla del complejo preBotzinger.

Figura 6. Organizacion de los circuitos generadores del ritmo respiratorio localizados en el
tallo cerebral. Representacion esquematica de una vista sagital del tallo cerebral que muestra la

ubicacion del grupo respiratorio parafacial (GRpF) y del complejo preBoétzinger (preBotC).
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Actualmente, se sugiere que el GRpF genera la actividad espiratoria, y que el preBotC genera la

actividad inspiratoria.

Figura 7. Generacion de diferentes patrones respiratorios por el complejo preBotzinger en
diferentes condiciones de oxigenacion. Bajo condiciones de normoxia se generan dos ritmos
respiratorios: la eupnea y los suspiros (marcados con *). Cuando el complejo preBotzinger se
encuentra en condiciones hipéxicas sufre un proceso de reconfiguracién y genera un incremento en
la frecuencia de la respiracion. Después de esto, ocurre una depresion respiratoria durante la que se

producen los boqueos.

Figura 8. Diferencias entre los patrones de las rafagas correspondientes a los diferentes
ritmos respiratorios. Se muestran la eupnea y los suspiros generados en condiciones de normoxia.
El suspiro es bifasico y comienza igual que una eupnea, pero después se genera una actividad
inspiratoria mas profunda. Se muestran las diferencias del patron respiratorio entre la eupnea y el
boqueo. Tanto la duracién como el tiempo de subida de los boqueos son menores que los de la

eupnea.

Figura 9. Diferentes tipos neuronales del complejo preBotzinger. Se muestran registros
simultaneos de la actividad poblacional del complejo preBotzinger y de distintos tipos de neuronas
de éste nucleo. Con base a su patrén de disparo, se identifican tres tipos de neuronas respiratorias:
inspiratorias, que disparan rafagas de potenciales de accion en fase con el ritmo poblacional;
espiratorias, que tienen actividad en contrafase con el ritmo poblacional; y marcapaso que, siendo
originalmente neuronas inspiratorias, mantienen la capacidad de generar rafagas de potenciales de

accion en ausencia de transmision sinaptica.

Figura 10. Modelo propuesto para explicar la contribuciéon de las neuronas marcapaso a la
generacion de los ritmos respiratorios en condiciones de normoxia e hipoxia. En condiciones
de oxigenacion normal, los dos tipos de neuronas marcapaso estan activas y participan en la
generacion de la eupnea. Si ambas poblaciones de neuronas marcapaso se bloquean, se inhibe la
generacion de la eupnea. En condiciones de hipoxia, las neuronas sensibles a Cd?* se inhiben. Sin

embargo, una parte de las neuronas que son insensibles al Cd?* mantienen su actividad y



contribuyen a la generacion de los boqueos. El bloqueo de la actividad de estas neuronas con riluzol

evita la generacion de los boqueos.

Figura 11. Representacion esquematica de la somatostatina. Se muestra la secuencia de
aminoacidos que conforman a la somatostatina-14 y su forma extendida en la parte amino terminal,

la somatostatina-28.

Figura 12. Registros electrofisiologicos realizados en la rebanada de tallo cerebral. En la
preparacion de la rebanada de tallo cerebral se realizaron registros duales. Por una parte se registro
la actividad poblacional del complejo preBotzinger y, simultdneamente, se registré la actividad
unicelular de neuronas respiratorias. También se hicieron registros electrofisioldgicos de islas del
complejo preBotzinger, extraidas de la rebanada de tallo cerebral, en las que se registré la actividad

poblacional del preBotC.

Figura 13. Método pletismografico utilizado para registrar la respiracion en condiciones in
vivo. Se muestra el modo en que se registrd la actividad respiratoria in vivo de los ratones
estudiados. Para esto se utilizd un método barométrico en el que se registran los cambios de presion

producidos por la expansion y contraccién de la caja toracica del raton.

Figura 14. Parametros del patron respiratorio cuantificados en las diferentes condiciones
experimentales. Los parametros medidos fueron el tiempo de subida, la duracién media y la
amplitud de las rafagas respiratorias. Ademas, se muestra la férmula para calcular la irregularidad

del ritmo respiratorio.

Figura 15. La somatostatina modula la generacion de la eupnea actuando directamente sobre
el complejo preBotzinger. Efectos de diferentes concentraciones de SST sobre la frecuencia, la
irregularidad y el coeficiente de variacion de los periodos del ritmo respiratorio en condiciones de
oxigenacién normal. También se muestra el efecto de la SST sobre las islas del complejo
preBotzinger. Los efectos de la SST sobre la frecuencia y la irregularidad de la eupnea son idénticos

tanto en la rebanada completa del tallo cerebral como en la isla del complejo preBotzinger.

Figura 16. Efecto de la SST sobre los otros ritmos respiratorios generados por el complejo

preBotzinger, los suspiros y los boqueos. La SST deprime la generacién de los suspiros en
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condiciones de normoxia. Ademas, en condiciones de hipoxia, la SST también disminuye

significativamente la frecuencia de los boqueos.

Figura 17. La SST endégena modula la generacion del ritmo respiratorio por el complejo
preBotzinger, tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia. El bloqueo de los receptores
de somatostatina con ciclosomatostatina incrementa la frecuencia y la irregularidad del ritmo
respiratorio en condiciones de oxigenacion normal y disminuye la amplitud de las rafagas
inspiratorias. Ademas, el bloqueo de estos receptores evita la respuesta inhibidora de la SST sobre
la eupnea y los suspiros y los boqueos. Los efectos de la CSST sobre la frecuencia e irregularidad
del ritmo respiratorio producido por las islas del complejo preBotzinger son idénticos a los

observados en la rebanada completa de tallo cerebral.

Figura 18. Caracterizacion de los diferentes tipos de receptores localizados en el complejo
preBotzinger mediante el uso de la PCR en tiempo real. Se muestran los niveles de expresion de
los diferentes receptores de SST, el receptor NK1 y la enzima GAPDH observados en muestras del
complejo preBotzinger y del cerebro completo. Los receptores de SST mas expresados son el
SSTR2 y el SSTR3. Sin embargo, solo cuando se antagoniza el SSTR2 se evita el efecto depresor
de la SST sobre el ritmo respiratorio por lo que se sugiere que el SSTR2 es el receptor involucrado

en la regulacion somatostatinérgica del complejo preBotzinger.

Figura 19. El agonista especifico de los SSTR2, el BIM23014C, mimetiza los efectos de la SST.
El agonista especifico de los SSTR2, el BIM23014C, reduce la frecuencia, y la irregularidad del ritmo

respiratorio del mismo modo que la SST.

Figura 20. Efecto de diferentes bloqueadores de canales de calcio y potasio sobre el efecto
modulador de la SST sobre el ritmo respiratorio. Se muestra que a bloquear a los canales de K*
de la corriente M, ya sea con la linopirdina o el XE-991, se bloquea la actividad depresora de la SST
sobre la frecuencia del ritmo respiratorio. Ademas, el bloqueo de los canales de potasio
dependientes de calcio, también inhibe el efecto depresor de la SST sobre la eupnea. El bloqueo de
canales de calcio tipo L, de canales de potasio dependientes de voltaje y de canales de potasio

dependientes de ATP no evita la accién de la SST sobre la frecuencia del ritmo respiratorio.



Figura 21. Efecto de la SST sobre los diferentes tipos neuronales del preBotC y sobre las
propiedades intrinsecas de este circuito neuronal. La SST deprime la actividad eléctrica de las
neuronas respiratorias del complejo preBotzinger causando una hiperpolarizacion del potencial de
membrana y una disminucién de su frecuencia de disparo. Ademas, la SST deprime la actividad
sinaptica de este circuito neuronal al disminuir tanto la amplitud como la frecuencia de los
potenciales sinapticos. También se muestra que, aunque la SST produce una hiperpolarizacion y
una reduccion de la frecuencia de disparo de las neuronas marcapaso, no afecta la duracion de sus

rafagas de potenciales de accién y si incrementa la amplitud de éstas.

Figura 22. Efecto de la SST sobre la frecuencia respiratoria en condiciones in vivo. En estas
condiciones, la SST disminuye la respiracion mediante un enlentecimiento “tipo-cuéntico”. Ademas,
inhibe la generacion de los suspiros. Este efecto es mimetizado por el agonista de los SSTR2, el

BIM23014C, y bloqueado por el antagonista inespecifico de estos receptores, la cianamida 154806.

Figura 23. Efecto de la SST sobre la generacion de los boqueos y el proceso de
autorresucitacion. La activacion o el bloqueo del sistema somatostatinérgico producen una
disminucion en la frecuencia de boqueos in vivo. Sin embargo, el bloqueo especifico de los SSTR2

disminuyen la amplitud de los boqueos y ademas inhiben totalmente el proceso de autorresucitacion.

Tabla 1. Vias de sefalizacion activadas para los diferentes receptores para somatostatina. Se
muestran las diferentes vias de sefializacion activadas por los diferentes receptores de SST. Sin
embargo, todos estos receptores comparten en comun que disminuyen la actividad de la adenilato

ciclasa.

Tabla 2. Lista de los pares de primers utilizados. Se enlistan los primers utilizados para evaluar la
expresion de los transcritos de los diferentes receptores de SST (SSTR1-STRS), asi como sus

controles (GAPDH y NK1R), tanto en el complejo preBétzinger como en el cerebro completo.



ABREVIATURAS:

5-Br-2-Met: 5-Bromo-2-metoxipiridina, antagonista especifico de los receptores tipo 3 de

somatostatina.

AFF: &cido flufendmico, bloqueador de la ICAN.

ARNm: acido ribonucleico mensajero.

BIM23014C: agonista especifico del receptor tipo 2 de SST.

BK: canales de potasio, dependientes de calcio, de alta conductancia.
CB: complejo Bétzinger.

CSST: ciclosomatostatina.

CV: coeficiente de variacion de los periodos.

CYN: cianamida 154806, antagonista especifico de los receptores tipo 2 de SST.
GAPDH: gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa.

GRD: grupo respiratorio dorsal.

GRP: grupo respiratorio pontino.

GRpF: grupo respiratorio parafacial.

GRV: grupo respiratorio ventral.

GRVc: grupo respiratorio ventral caudal.

GRVr: grupo respiratorio ventral rostral.

ic: Aplicacion intracisternal.

IC50: concentracién inhibitoria en que se alcanza el 50% del efecto.

ICAN: calcium-activated nonspecific cation current; corriente catiénica inespecifica activada por

calcio.

IKatp: canales de potasio sensibles a ATP.



IKca: canales de potasio dependientes de calcio.
Im: corriente M de potasio.

Ins-Cd: neuronas marcapaso insensibles al cadmio.
KF: nucleo Kollicker-Fuse.

MNX: nucleo motor del nervio vago.
MRVL: médula rostro ventrolateral.
NA: nucleo ambiguo.

NK1R: receptor a sustancia P.
NRA: nucleo retro ambiguo.

NRF: nucleo retrofacial.

NRL: nucleo reticular lateral.

NRT: nucleo retrotrapezoide.

NTE: nucleo trigémino espinal.
NTS: nucleo del tracto solitario.

VII: nucleo facial.

NX: nucleo dorsal del nervio vago.
XII: nucleo del nervio hipogloso.

Ol: nucleo de la oliva inferior.

PA: potenciales de accion.

PBL: nucleo parabraquial lateral.
PBM: nucleo parabraquial medial.
preBotC: complejo preBotzinger.
PXLN: paxilina.

Sen-Cd: neuronas marcapaso sensibles al cadmio.



SK: canales de potasio, dependientes de calcio, de baja conductancia.
SMSL.: sindrome de muerte subita del lactante.

SNC: sistema nervioso central.

SST: somatostatina-14.

SSTRs: receptores de somatostatina; SSTR1 -SSTRS.

TTX: tetrodotoxina.

XE-991: bloqueador especifico de la corriente M de K*.

XIlI: nucleo hipogloso.



Resumen:

La respiracion es un proceso altamente regulado. Actualmente, se propone que el complejo
preBotzinger (preBotC) genera la respiracion. El preBotC produce diferentes ritmos respiratorios
como la eupnea, los suspiros, y los boqueos. La actividad del preBotC se modula por
neurotransmisores, aminas biogénicas, y péptidos. La somatostatina (SST) es un péptido que
modifica la respiracion a nivel sistémico, periférico y central. Se sabe que las neuronas del preBotC
producen la SST pero se desconoce si ésta actla directamente sobre las neuronas del preBotC.
Tampoco se sabe qué receptores de SST expresan las células del preB6tC ni la via de accion de
éste péptido en el preBotC. En esta tesis se investigo la regulacion de la SST sobre la generacion
del ritmo respiratorio en condiciones de normoxia e hipoxia. Ademas, se caracterizaron los
receptores y canales ionicos involucrados en la modulacién somatostatinérgica del preBotC. Por
ultimo, se evaluo el efecto de la SST sobre la respiracion y la autorresucitacion, in vivo. Aqui
mostramos que la SST modula constitutivamente la generacion de los ritmos respiratorios por el
preBotC. En normoxia la SST reduce la frecuencia y la irregularidad de la eupnea y elimina los
suspiros. En hipoxia, la SST disminuye la frecuencia de los boqueos. Ademas, se sugiere que la
SST modula el ritmo respiratorio mediante la activacion de los receptores tipo 2 y que esto se asocia
con una activacion de canales de potasio dependientes de calcio y de la corriente M. A nivel
unicelular, la SST hiperpolarizé el potencial de membrana en reposo y disminuyo la frecuencia de
disparo de las neuronas del preBotC. Ademas, la SST redujo la transmision sinéptica del preBotC.
Finalmente, el bloqueo de los receptores 2 de SST, in vivo, disminuy6 la amplitud de los boqueos y
evitd la autorresucitacion. A partir de estos resultados, se sugiere que la modulacién
somatostatinérgica del preBotC es esencial para la generacion del ritmo respiratorio y la

autorresucitacion.



INTRODUCCION

La respiracion y la generacion de los ritmos respiratorios.

La respiracion es el proceso por el que se realiza el intercambio de O, y CO; entre el medio
ambiente y el medio interno de los organismos (Trés Guerres, 1999; Guyton y Hall, 2006; Barret et
al., 2010). En los mamiferos este intercambio de gases depende de un movimiento ritmico que
involucra la contraccion coordinada de varios musculos que se dividen principalmente en tres

grupos, que son (Hilaire y Pasaro, 2003):

1) El diafragma, que actia como bomba y se encarga de mover la caja toracica hacia arriba
y abajo, y cuya contraccién es directamente responsable del movimiento de los pulmones (Fig. 1;
Hilaire y Pasaro, 2003).

2) El segundo grupo se compone por varios pares de musculos, denominados musculos
accesorios, e involucra a los musculos intercostales internos y externos, los escalenos, los costales
elevadores y los abdominales. Estos grupos de musculos aumentan la eficiencia de la funcién del

diafragma (Hilaire y Pasaro, 2003).

3) El tercer grupo esta conformado por los musculos de las vias aéreas superiores, como los
musculos laringeos y faringeos, que controlan la apertura y el cierre ritmico de estas vias (Hilaire y
Pasaro, 2003).

Todos estos musculos se activan por las motoneuronas espinales que los inervan (Bianchi et
al., 1995; Richter y Spyer, 2001; Hilaire y Pasaro, 2003). Estas motoneuronas incluyen:
motoneuronas de las vias aéreas superiores (motoneuronas craneales), motoneuronas frénicas que
controlan el diafragma (ubicadas en el asta ventral de la médula cervical), motoneuronas de la caja
toracica y motoneuronas abdominales (localizadas en el asta ventral de los segmentos toraco-
lumbar (Fig.1; Bianchi et al., 1995; Richter y Spyer, 2001; Hilaire y Pasaro, 2003). Estos “musculos
respiratorios” en condiciones fisioldgicas también realizan funciones no respiratorias como la

vocalizacion, la deglucién, el vomito, la miccién, la defecacion y el parto (Hilaire y Pasaro, 2003).
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La respiracion requiere de una contraccion coordinada entre los musculos respiratorios, que
se regula y comanda, tanto a nivel periférico como central, por varios “centros respiratorios”
localizados en el tallo cerebral (Richter y Spyer, 2001; Feldman et al., 2003; Wong-Riley y Liu, 2005).
La actividad de estos centros respiratorios se modula por diversas entradas como son las
provenientes de los cuerpos carotideos, los quimiorreceptores periféricos y centrales (que modulan
los niveles de Oz, CO2 y pH en la sangre), los receptores de estiramiento pulmonar que regulan la
ventilacion y otros centros respiratorios (Hilaire y Pasaro, 2003). Ademas, otras estructuras
superiores como la corteza, el tdlamo y el hipotalamo, actian sobre las motoneuronas respiratorias y

el centro generador del ritmo respiratorio (Fig. 1; Hilaire y Pasaro, 2003).

oL
Coriesa

quirnioreceptores hit:::tré':gnio
(H) Po, > | cerebelo
PCOZ-:tnﬁcleo locus coeruleus /
—g y nucleos del rafé /
T~y X ¥

motoneuronas
5 motoneuronas
> cervicales y —

craneales
toraco-lumbares

v v

Diafragma y musculos Vias aéreas superiores:
accesorios: intercostales, lengua, laringe, faringe
escalenos, y abdominales y bronquios

\( aferentes del pulmén

{ respiracion |

Figura 1. Organizacion esquematica del sistema respiratorio. El centro generador de la respiracion que produce el
comando central ritmico de este proceso controla las motoneuronas craneales, las motoneuronas cervicales y las
motoneuronas toraco-lumbares que comandan las vias aéreas superiores, el diafragma y los musculos “accesorios” de la
caja toracica, respectivamente. La actividad de los centros respiratorios se modula por diversas entradas como son las
provenientes de los cuerpos carotideos, los quimiorreceptores periféricos y centrales (que modulan los niveles de Oz,
CO2y pH en la sangre), los receptores de estiramiento pulmonar que regulan la ventilacion y otros centros respiratorios.
Ademas, estructuras superiores como la corteza, el tAlamo y el hipotlamo actlan sobre las motoneuronas respiratorias
y el centro generador del ritmo respiratorio. Modificado de Hilare y Pasaro, 2003.
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Ciclo respiratorio.

Para generar los movimientos respiratorios es necesario, en primer lugar, que el comando
inspiratorio central active a las motoneuronas respiratorias, de manera secuencial (Hilaire y Pasaro,
2003). Las primeras motoneuronas que se reclutan son las de las vias aéreas superiores, antes que
las motoneuronas del diafragma y las de la caja toracica (Hilaire y Pasaro, 2003). Esto produce que
se abra la glotis, antes de que la presion traqueal disminuya, lo que provoca que el diafragma se
contraiga, previniendo asi la aparicion de algin colapso de las vias aéreas respiratorias (Hilaire y
Pasaro, 2003). Cuando hay una mala coordinacion entre las valvulas de las vias aéreas superiores y
los musculos inspiratorios se producen colapsos que son responsables de diversos desérdenes
respiratorios como las apneas obstructivas (Hilaire y Pasaro, 2003). Ademas, debido a que el
diafragma se encuentra insertado entre las costillas inferiores, sus movimientos podrian contraer las
costillas también y, con esto, disminuir el didmetro transversal de la caja toracica durante la
inspiracion, lo que reduciria la eficiencia de la contraccion del diafragma (Hilaire y Pasaro, 2003).
Esta situacion se previene gracias a la co-contraccion de los musculos accesorios, que permite a las
costillas mantenerse en una posicion fija durante la contraccion del diafragma (Hilaire y Pésaro,
2003). Si la coordinacién que existe entre el diafragma y las contracciones de los musculos
intercostales falla, el proceso de la respiracion es menos eficiente, como ocurre ocasionalmente en
bebés prematuros (Hilaire y Pasaro, 2003). En la Figura 2 se muestran los diferentes musculos

involucrados en el proceso de la respiracion.

La respiracion se genera y se controla a través de un eje neuronal que se localiza en la parte
inferior del tallo cerebral (Richter et al., 2000, Hilaire y Pasaro, 2003). Los movimientos respiratorios
necesarios para producir la ventilacion se producen durante una actividad ritmica que se compone

por tres diferentes fases:

a) Lainspiracién: es la fase que involucra la contraccién del diafragma y de otros musculos

inspiratorios de la caja toracica (Fig. 2; Haji et al., 2000; Hilaire y Pasaro, 2003).

b) La post-inspiracion: es la fase donde los musculos inspiratorios dejan de contraerse de
manera progresiva mientras que los musculos espiratorios de la faringe se contraen para

controlar el flujo de aire fuera de los pulmones. La importancia de esta fase es que
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controla la relajacién del diafragma y la activacion del musculo aductor laringeo (Haji et
al., 2000; Hilaire y Pasaro, 2003).

c) La espiracion: es la fase en que los musculos intercostales y abdominales espiratorios

se contraen (Haji et al., 2000; Hilaire y Pasaro, 2003).

De forma general, el ritmo respiratorio se genera mediante la alternancia coordinada de
estas tres fases (Haji et al., 2000; Hilaire y Pasaro, 2003). Cada una de las fases mencionadas se
produce por la actividad de los diferentes tipos neuronales que constituyen al eje neuronal
respiratorio, localizado en el tallo cerebral, y que esta conformado por varios centros respiratorios
(Haji et al., 2000).

aire exhalado
aire inhalado

traquea traquea

relajacion de los
musculos intercostales

contraccién de
los pulmones

diafragma

INSPIRACION ESPIRACION
El diafragma se contrae El diafragma se contrae

(se mueve hacia abajo) (se mueve hacia arriba)

Figura 2. Representacion esquematica del ciclo respiratorio en humano. La respiracién es una conducta que regula
el intercambio gaseoso de los pulmones. Cuando se expande el térax, en la inspiracién, por la contraccion del diafragma
y de los muUsculos intercostales externos, los pulmones se expanden y entonces el aire entra a éstos (izquierda).
Contrario a esto, en la espiracion, el diafragma se relaja y produce la contraccién de los pulmones y la salida del aire
(derecha).Tomado de Allott y Mindorff, 2010.

Control y regulacion central de la generacién del ritmo respiratorio.

Como se menciono, la respiracion es un proceso altamente integrado que involucra una
compleja red de interacciones entre el cerebro, el tallo cerebral, la médula espinal, los nervios
espinales y craneales, el diafragma, los musculos intercostales, laringeos y faringeos, los pulmones

y la vasculatura sanguinea (Wong-Riley y Liu, 2005). La generacion y la coordinacion de estos
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movimientos se producen tanto a nivel periférico como a nivel central (Bianchi et al., 1995; Feldman
et al., 2003; Hilaire y Pasaro, 2003; Wong-Riley y Liu, 2005).

A nivel central, los distintos nucleos neuronales encargados del control respiratorio se
encuentran en el tallo cerebral y se localizan en tres areas principalmente: 1) el puente; 2) el bulbo
raquideo dorsal; y 3) el bulbo raquideo ventrolateral (Bianchi et al., 1995; Feldman et al., 2003;
Wong-Riley y Liu, 2005). A cada una de estas tres zonas se les conoce como el grupo respiratorio
pontino (GRP), el grupo respiratorio dorsal (GRD) y el grupo respiratorio ventral (GRV),
respectivamente (Wong-Riley y Liu, 2005). EI GRP se compone principalmente por los nucleos
parabraquial medial (PBM), parabraquial lateral (PBL) y por el nucleo Kéllicker-Fuse (KF) (Wong-
Riley y Liu, 2005). Estos nucleos reciben informacion de la médula espinal y estan involucrados en el
control motor del diafragma, la modulacion del ritmo respiratorio, la vocalizacion y el control de los
musculos de las vias aéreas durante el ejercicio y el suefio (Alheid et al., 2004; Wong-Riley v Liu,
2005). El GRD esta formado basicamente por el nicleo del tracto solitario (NTS) (Wong-Riley y Liu,
2005). Las células del GRD son principalmente neuronas inspiratorias, es decir, que disparan en
fase con las rafagas de actividad de los nervios frénicos, que permiten la contraccidn del diafragma
(Hilaire et al., 1990; Wong-Riley y Liu, 2005). La mayoria de las neuronas del GRD son
bulboespinales e inspiratorias que tienen efectos excitadores sobre las motoneuronas del nervio
frénico (Bianchi et al., 1995; Hilaire y Pasaro, 2003). Por ultimo, el GRV se divide funcionalmente en
el grupo respiratorio ventral rostral (GRVr) y el grupo respiratorio ventral caudal (GRVc) (Wong-Riley
y Liu, 2005). EI GRVr incluye al complejo Bétzinger (CB), al complejo preBotzinger (preBotC) y al
grupo respiratorio parafacial (GRpF) (Wong-Riley y Liu, 2005). Estos nucleos estan localizados en un
area conocida como bulbo raquideo ventrolateral (BRVL) (Wong-Riley y Liu, 2005). EI CB contiene
neuronas espiratorias inhibidoras (Ezure et al., 2003; Wong-Riley y Liu, 2005), mientras que el
preBotC y el GRpF se consideran como los centros generadores de la respiracion (Onimaru et al.,
1988; Smith et al., 1991; Onimaru y Homma, 2003; Wong-Riley y Liu, 2005). EI GRVc se conforma
principalmente por el nucleo retroambiguo (NRA) y contiene principalmente neuronas promotoras de
la espiracion (Shen y Duffin, 2002; Wong-Riley y Liu, 2005).

Otros nucleos neuronales del tallo cerebral que se involucran en la regulacion de la

respiracion son el nucleo ambiguo (NA), el nucleo motor del nervio vago (X) y el ntcleo hipogloso
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(XII). Estos nucleos controlan a las motoneuronas de las vias aéreas superiores (Nufiez-Abades et
al., 1992; St-John, 1998; Jordan, 2001; Wong-Riley y Liu, 2005). Por otra parte, el nucleo de la oliva
inferior (Ol), que estd altamente asociado con el cerebelo, podria estar involucrado en la
coordinacion entre musculos esqueléticos y musculos de las vias aéreas superiores durante la
respiracion (Ruigrok, 1997; Harper et al., 1998; Wong-Riley y Liu, 2005).

Ademas de estos nucleos respiratorios, existe toda una red de quimiorreceptores centrales
que contribuyen a la regulacion de la salida respiratoria en respuesta a concentraciones normales o
anormales de gases y a la concentracion de iones de hidrédgeno en la sangre (ver Fig. 1; Hilare y
Pasaro, 2003; Wong-Riley y Liu, 2005). Estas neuronas quimio-sensibles se distribuyen ampliamente
en el sistema nervioso central (SNC) en regiones como el cerebelo, el hipotdlamo posterior y
diversas areas del tallo cerebral, sobre todo en los nucleos del rafé, el locus coeruleus, el NTS, el
nucleo retrotrapezoide (NRT) y un area cerca de la superficie ventral del bulbo raquideo (Fig. 3)
(Nattie, 2001; Okada et al., 2001; Putnam, 2001; Messier et al., 2004; Wong-Riley y Liu, 2005).

nXII

VIi zp)F ' <; ? ’:IZVLGRP

BRVL cB

preBotC
GRVr

GRVc

preBo6tC
NRL

Nervio
‘ frénioo4—" 2 '—P

Figura 3. Representacion de los principales grupos neuronales respiratorios del tallo cerebral y la médula
espinal de los mamiferos. A) Fotografia de un tallo cerebral y sefalizacién de algunos nucleos relacionados con la
respiracion. B) Se muestra la extension en columna de estos nucleos respiratorios a lo largo del tallo cerebral. C)
Representacion esquematica de la localizacion de los diferentes grupos de neuronas respiratorias del tallo cerebral.
Noétese que los distintos nucleos respiratorios estan organizados a manera de columna a lo largo del tallo cerebral y que
esta organizacion es bilateral. Abreviaturas: GRpF, grupo respiratorio parafacial; BRVL, bulbo raquideo ventrolateral;
GRVec, grupo respiratorio ventral caudal; GRVr, grupo respiratorio ventral rostral; GRVc, grupo respiratorio ventral caudal;
GRP, grupo respiratorio pontino; VII, nlcleo facial; CB, complejo Botzinger; preBotC , complejo preBotzinger; C4
corresponde al segmento de la médula espinal que inerva al nervio frénico, la cervical 4. A y B, modificados de
Schwarzacher et al., 2011. C, modificado de Duffin, 2004.
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Neuronas respiratorias.

Las neuronas respiratorias se definen como aquellas que disparan rafagas de potenciales de

accién en fase con la respiracion (Pefia y Garcia, 2006). Estas células se clasifican en distintos

subgrupos, dependiendo de su localizacion anatomica (McCrimmon et al., 2000; Duffin, 2004), de

sus proyecciones (Haji et al., 2000; McCrimmon et al., 2000; Duffin, 2004) y de su patrén de disparo

(Duffin, 2004; Hayes y Del Negro. 2007). A continuacién se explican estos criterios de clasificacion

de las neuronas respiratorias:

a)

Por localizacién: Como se mencion6 previamente, las neuronas respiratorias se localizan en
tres grupos principalmente, que estan distribuidos longitudinalmente en el tallo cerebral y
son bilateralmente simétricos. Estos grupos de ndcleos incluyen al GRP, al GRD y al GRV
(Fig. 3; McCrimmon et al., 2000; Duffin, 2004).

Por proyecciones: La funcidn de las neuronas respiratorias se relaciona con sus
proyecciones axonales y sus conexiones (Duffin, 2004). De modo que se pueden clasificar
en neuronas bulboespinales, que proyectan sus axones hacia las neuronas motoras
espinales; motoneuronas craneales que mandan sus terminaciones a los musculos de las
vias aéreas superiores; y finalmente, neuronas propiobulbares, que envian sus proyecciones
dentro del mismo tallo cerebral (Haji et al., 2000; McCrimmon et al., 2000; Duffin, 2004).

Por patrén de disparo: Tomando como referencia su actividad eléctrica, las células
respiratorias se clasifican en neuronas inspiratorias, que disparan rafagas de potenciales de
accién en fase con la actividad poblacional del GRV; y en neuronas espiratorias, que
contrario a las neuronas inspiratorias, se inhiben durante la actividad poblacional del GRV
(McCrimmon et al., 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000). Por otra parte, con respecto a la
frecuencia de disparo de las rafagas de potenciales de accion durante la rafaga inspiratoria,
se diferencian neuronas inspiratorias con un patrdén de disparo incrementador,
decrementador, o constante, es decir, con poco cambio en la frecuencia de disparo (Fig. 4;
Duffin, 2004; Hayes y Del Negro. 2007). De este modo, la generacién y regulacién del patrén
del ritmo respiratorio, se genera por una interaccién entre diferentes subtipos de neuronas

respiratorias (Richter et al., 2000).
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Figura 4. Trazos representativos del patrén de disparo de diferentes tipos de neuronas inspiratorias. Estas
neuronas (trazos superiores) disparan rafagas de potenciales de accion en fase con la actividad poblacional del preBoétC
(trazos inferiores). Las flechas indican la trayectoria ascendente (trazo de la izquierda), descendente (trazo de en medio)
y continuo (trazo de la derecha) del voltaje de las neuronas respiratorias, asi como de su frecuencia de disparo.
Modificado de Hayes y Del Negro, 2007.

El circuito generador del ritmo respiratorio: el complejo preBotzinger.

Como se menciono, en el tallo cerebral existe un conjunto de neuronas llamado grupo
respiratorio ventral (GRV), que incluye al preBotC (Fig.5; Smith et al., 1991; Lieske et al., 2000). El
preBotC se constituye por un grupo heterogéneo de neuronas respiratorias (Connelly et al., 1992;
Schwarzacher et al., 1995; Richter y Spyer 2001; Tan et al., 2008), e incluye neuronas con
propiedades marcapaso (Smith et al., 1991; Johnson et al 1994; Koshiya y Smith 1999; Thoby-
Brisson y Ramirez 2001; Pefia et al., 2004). Se ha postulado que las neuronas respiratorias del
preBotC conforman al circuito generador del ritmo respiratorio (Onimaru et al., 1988; Smith et al.,
1991; Rekling y Feldman, 1998; Onimaru y Homma, 2003; Pefa et al., 2004). Esto, debido a que hay
estudios en donde se ha demostrado que el preBotC es suficiente y necesario para generar el ritmo
respiratorio (Ramirez y Richter, 1996; Smith et al., 1991; Ramirez et al., 1998b). El papel esencial del
preBotC como generador del ritmo respiratorio, se basa en evidencia tanto in vivo (Ramirez et al.,
1998b; Gray et al., 2001; Wenninger et al., 2004b; Wenninger et al., 2004a; McKay et al., 2005; Tan
et al., 2008), como in vitro (Ramirez et al., 1998a; Gray et al., 1999; Lieske et al., 2000; Smith et al.,
2001; Pefia et al., 2004). En ambas condiciones, se ha observado que el ritmo respiratorio
desaparece cuando se elimina el preBotC o se deprime su actividad (Smith et al., 1991; Ramirez et
al., 1998b; Gray et al., 2001; Wenninger et al., 2004a; Wenninger et al., 2004b; Tan et al., 2008). La

“suficiencia” de este circuito, para la generacion del ritmo respiratorio, se describe a continuacion.
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La suficiencia del preBotC como generador del ritmo respiratorio, se encontr6 en estudios
desarrollados in vitro. En un trabajo realizado por Smith y cols., (1991), se secciond secuencialmente
la preparacion del tallo cerebral-médula espinal de ratas neonatas (aproximadamente de 50 a 75
um de grosor cada corte en direccion rostro-caudal) y se demostrd que la region que contiene al
preBotC es necesaria para generar el ritmo respiratorio, que se registré en el nervio frénico (Smith et
al., 1991). Dicha actividad respiratoria, persistio hasta que se realizd un corte en los limites de la
parte caudal del nucleo retrofacial (NRF). Cuando se hicieron cortes posteriores, se provocd una
disminucion, e incluso la eliminacion de la actividad ritmica (Smith et al., 2001). Asi, se determin
que una region de entre 350 y 700 um, rostral al obex (regidn extrema rostral del cuarto ventriculo),
ubicada de manera ventral al NA, a nivel caudal respecto al NRF, entre el CB y el GRVr, es la zona
generadora del ritmo respiratorio. A esta zona, se le denominé complejo preBotzinger y se le juzgd
como necesaria para la generacién del ritmo respiratorio (preBotC, Fig. 5; Smith et al., 1991). Este
nucleo constituye una columna de neuronas que se distribuyen bilateralmente (Duffin, 2004; Wong-
Riley y Liu, 2005). Cada una de las dos columnas que contienen al preBotC es capaz de generar el
ritmo respiratorio, independientemente de la otra (Gray et al., 2010). Sin embargo, existe una
sincronizacion de ambos nucleos, que se mantiene gracias a la presencia de conexiones sinapticas
comisurales (Ezure, 1990; Zheng et al., 1998; McCrimmon et al., 2000; Okazaki et al., 2001; Shen y
Duffin, 2002; Funke et al., 2007). Smith y cols., (2001), demostraron que el preB6tC también es
suficiente para generar el ritmo respiratorio, debido a que una rebanada de tallo cerebral que
contiene a este circuito mantiene la generacion del ritmo respiratorio de manera estable (Smith et al.,
1991). De este modo, se puede aislar y mantener al preB6tC en una rebanada de tallo cerebral y
registrar, sobre la superficie de la misma, la actividad respiratoria que se genera espontaneamente y
se propaga a través del GRV (Fig. 5; Smith et al., 1991). Utilizando esta preparacion, es posible
investigar los mecanismos neuronales de la generacion y el control de la actividad respiratoria
mediante el uso de técnicas electrofisiologicas, moleculares y de imagenologia (Smith et al., 1991;
Koshiya y Smith, 1999; Pefia et al., 2004; Thoby-Brisson et al., 2005; Funke et al., 2007; Koizumi y
Smith, 2008; Gray et al., 2010). Dentro de esta rebanada de tallo cerebral, no s6lo se encuentra el
preBotC, sino también se encuentran el nucleo trigémino espinal (NTE), el nucleo del nervio vago
(X), la oliva inferior (Ol), el nicleo ambiguo (NA) y el nucleo del nervio hipogloso (XII; Fig 5. Smith et
al., 1991).
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Como ya se menciond, el hecho de que el preBotC se pueda aislar y, aun asi, mantenga su
actividad ritmica, demuestra que este nucleo es intrinsecamente ritmogénico y que es suficiente para
la generacion del ritmo respiratorio (Smith et al., 1991; Smith et al., 2000). Posteriormente, este
paradigma de suficiencia se corrobor6 al mostrar que una “isla” extraida de la rebanada de tallo
cerebral, que contiene casi exclusivamente al preBotC, es capaz de seguir generando el ritmo

respiratorio (Figura 5C; Johnson et al., 2001; Tryba et al., 2008; Ramirez-Jarquin et al., 2012).

Bajo condiciones in vivo, también se ha demostrado el papel esencial del preBotC en la
generacion del ritmo respiratorio (Ramirez et al., 1998b; Gray et al., 2001; Wenninger et al., 2004b;
Wenninger et al., 2004a; McKay et al., 2005; Tan et al., 2008). En un estudio realizado por Ramirez y
cols., (1998b) se observd que cuando se reduce la actividad del preBotC de gatos, mediante el
bloqueo de canales de calcio tipo N y de canales de sodio, se elimina la actividad respiratoria de
estos animales (Ramirez et al., 1998b). Ademas, se ha reportado que la eliminacién de las neuronas
del preBotC, especificamente, aquellas que expresan el receptor a sustancia P (NK1R), produce
alteraciones en la generacion de la respiracion en ratas (Gray et al., 2001; McKay et al., 2005) y
cabras (Wenninger et al., 2004a). Esta manipulacion incluso puede conducir a la desaparicion total
de la actividad respiratoria de cabras (Wenninger et al., 2004b). Finalmente, cuando se deprimen las
neuronas somatostatinérgicas del preBo6tC en ratas despiertas, se induce la aparicion de episodios

de apnea, que pueden llegar a ser fatales (Tan et al., 2008).

Figura 5. Representacion de la rebanada que contiene al preBotC obtenida mediante cortes transversales del
tallo cerebral. A) Fotografia que muestra el tallo cerebral, las lineas punteadas denotan la altura a la que se realizan los
cortes transversales necesarios para obtener una rebanada del tallo cerebral que contiene al preBotC y otros nucleos
neuronales. B) Representacion esquematica de la rebanada obtenida del tallo cerebral sobre la que se realizan
diferentes tipos de registros electrofisiologicos. Se muestran los diferentes nlcleos que se encuentran en esta
preparacién. Notese que a partir de esta rebanada es posible obtener una “isla del preB6tC”, que contiene casi
exclusivamente neuronas del preB6tC. XII, nucleo del nervio hipogloso; X, nucleo del nervio vago; Ol, oliva inferior; VII,
nucleo facial; NTE, nicleo trigémino espinal; preB6tC, complejo preBotzinger.
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Ademas del preBotC, se ha propuesto la existencia de otro nucleo generador de la
respiracion (Onimaru y Homma, 2003), que estd formado por un conjunto de neuronas pre—
inspiratorias (Pre-l) que, como su nombre lo indica, producen actividad previa a la inspiracién
(aunque también generan actividad durante la post-inspiracién) (Onimaru y Homma, 2003). Estas
neuronas Pre-l conforman al grupo respiratorio parafacial (GRpF) (Fig 6; Mellen et al., 2003;
Onimaru y Homma, 2003). Los dos generadores de la respiracion, el preBotC y el GRpF, se
distinguen por las diferencias en su localizacion dentro del bulbo raquideo ventrolateral, la
temporalidad de su disparo y en su sensibilidad farmacolégica (Gray et al., 1999; Takeda et al.,
2001; Mellen et al., 2003; Feldman y Del Negro, 2006; Janczewski y Feldman, 2006). Las neuronas
del GRpF se ubican, respecto al preBotC, en una zona mas rostral del bulbo raquideo ventrolateral
(Feldman y Del Negro, 2006; Janczewski y Feldman, 2006). Ademas, la actividad eléctrica de la
mayoria de las neuronas del GRpF se genera previo a la inspiracion, de ahi que se les denomina
pre-inspiratorias, aunque posteriormente también generan actividad durante la post-inspiracion
(Onimaru y Homma, 2003; Feldman y Del Negro, 2006), mientras que las neuronas del preBotC
generan su actividad en fase con la inspiracién (Smith et al., 1991; Lieske et al., 2000; Pefa et al.,
2004). Finalmente, las neuronas inspiratorias del preBotC se hiperpolarizan ante la presencia de
agonistas de receptores a opioides, mientras que las neuronas del GRpF no se inhiben por estos
agonistas (Gray et al., 1999; Takeda et al., 2001; Mellen et al., 2003).

La importancia de ambos nucleos sobre la generacion del ritmo respiratorio ha sido
ampliamente debatida (Mellen et al., 2003; Feldman y Del Negro, 2006; Janczewski y Feldman,
2006). Por un lado, Mellen y cols., (2003) propusieron que ambos generadores podrian interactuar
conjuntamente para formar un sistema acoplado, de modo que las neuronas del GRpF interactlan
de manera bidireccional con las neuronas del preBotC para generar el ritmo respiratorio (Mellen et
al., 2003). Por otra parte, Janczewski y Feldman (2006), demostraron en ratas jovenes, in vivo, que
ambos nucleos estan normalmente acoplados pero que pueden funcionar independientemente
(Janczewski y Feldman, 2006). Esto se confirm6 cuando se elimind o se lesiond el preBotC,
mediante un corte en la parte mas caudal, y se observo que la respiracion deja de generarse. Sin
embargo, cuando se realiza un corte transversal entre ambos ndcleos (en una zona mas rostral), la
actividad espiratoria se elimina y la actividad inspiratoria se continua generando sin presentar

cambios (Janczewski y Feldman, 2006). Actualmente, se propone que el GRpF y el preBotC dirigen

20



la actividad espiratoria e inspiratoria, respectivamente (Fig. 6; Feldman y Del Negro, 2006;

Janczewski y Feldman, 2006).
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Figura 6. Organizacion de los circuitos generadores del ritmo respiratorio localizados en el tallo cerebral. A)
Representacion esquematica de una vista sagital del tallo cerebral que muestra la ubicacidén del grupo respiratorio
parafacial (GRpF) y del complejo preBotzinger (preBotC). B) Actualmente, se sugiere que el GRpF genera la actividad
espiratoria, y que el preBotC genera la actividad inspiratoria. Cuando se elimina o se lesiona el preBotC la respiracion no
se genera (modificado de Janczewski y Feldman, 2006; y de Feldman y Del Negro, 2006). V, nacleo motor del trigémino;
0S, oliva superior, nVII, nucleo facial; NRT, nlcleo retrotrapezoide, CB, complejo Botzinger, NRL, nucleo reticular lateral;
preBotC, complejo preBétzinger.

Ritmos respiratorios generados por el preBotC.

La actividad respiratoria generada por el preBotC se registra mediante técnicas
electrofisioldgicas. A partir de la integracion electronica de esta actividad se observan rafagas en
forma de campana de la actividad respiratoria poblacional (Smith et al., 1991; Lieske et al., 2000;
Pena et al., 2004). El analisis de la cinética de estas rafagas respiratorias permite identificar distintos
tipos de actividad eléctrica asociados con los distintos ritmos respiratorios generados por el preBotC:

la eupnea, los suspiros y los boqueos.

Lieske y cols., (2000) demostraron que el preBotC, en condiciones in vitro, genera tres
ritmos respiratorios diferentes que correlacionan con los ritmos observados in vivo (Lieske et al.,
2000; Garcia et al., 2011). Los ritmos respiratorios generados por el preB6tC en condiciones de
normoxia, son la eupnea y los suspiros; mientras que en condiciones de hipoxia el preBotC genera
los boqueos (Fig. 7). A continuacion, se explican las caracteristicas de cada uno de estos ritmos:
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La eupnea o respiracion normal: In vivo, es un patron observado bajo condiciones
fisiolégicas que se caracteriza por una activacién paulatina de los musculos respiratorios (Ezure,
1990; Bianchi et al., 1995; Pefia y Aguileta, 2007; Pefia, 2008). Bajo condiciones in vitro, y de
oxigenacién normal (normoxia), se presenta como rafagas de pequefia amplitud y con forma de
campana (Fig. 8 A; Lieske et al., 2000). Los tipos de actividad neuronal involucrados en la
generacion de la eupnea incluyen células pre-inspiratorias, inspiratorias y células espiratorias (Lieske
et al., 2000). Ademas, la transmisién sinaptica inhibidora es de gran importancia para la generacion
de las distintas fases del ritmo respiratorio y para establecer las diferentes caracteristicas de la
eupnea (Abdala et al., 2009; Rubin et al., 2009; Smith et al., 2009; Baekey et al., 2010; Ramirez et
al., 2011). Esto pudiera debersa a que la inhibicién sinaptica regula la actividad de las neuronas
marcapaso del preBotC, tanto en la fase de la inspiracién como de la espiracion (Ramirez et al.,
1997; Ramirez et al., 2011).

Los suspiros: Este ritmo respiratorio se presenta como una inspiracion de mayor amplitud,
comparada con la eupnea (Fig. 7). Se caracteriza por una rafaga bifasica que, inicialmente, es
idéntica a las rafagas de la eupnea y continua con una fase diferente, de mayor amplitud que la
eupnea (inspiracion aumentada) (Lieske et al., 2000). Ademas, comunmente después de un suspiro
se presenta un periodo de apnea post-suspiro, que se caracteriza por una espiracion prolongada
(Fig. 8 A; Orem y Trotter, 1993; Feldman y Gray, 2000; Pefia y Aguileta, 2007; Pefia, 2008). En
condiciones in vitro, los suspiros también se presentan como rafagas bifasicas, que inician de
manera similar a la eupnea y terminan con una fase de mayor amplitud que la eupnea.
Generalmente también, después de cada suspiro se presenta un periodo de apnea post-suspiro (Fig.
8 A), tal y como se observa en condiciones in vivo. Finalmente, este ritmo es esencial para el
mantenimiento de la funcion pulmonar ya que divesos estudios proponen que los suspiros podrian
funcionar como un reset del sistema respiratorio (Vlemincx et al., 2009; Vlemincx et al., 2010a;
Viemincx et al., 2010b). Se propone también que los suspiros evitan condiciones de atelectasis, es
decir, evitan que algunas porciones de los pulmones se colapsen y que no sean capaces de
extenderse completamente (Viemincx et al., 2009; Vlemincx et al., 2010a; Viemincx et al., 2010b).
De este modo, la generacion de los suspiros ayuda a mantener el funcionamiento de los pulmones al
evitar la atelectasis, la rigidez del tejido pulmonar y de las paredes aéreas (Vlemincx et al., 2009;
Viemincx et al., 2010a; Viemincx et al., 2010Db).
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Los boqueos: En condiciones in vivo, los boqueos se generan cuando se presentan
condiciones de hipoxia prolongada y se les caracteriza por una activacion subita de los musculos
inspiratorios sin actividad espiratoria asociada (St-John, 1998). La respuesta respiratoria a la hipoxia
produce un incremento inicial en la frecuencia y amplitud de la respiracion (apnea y suspiros)
(Richter et al., 1991; Haddad y Jiang, 1993; Lieske et al., 2000; Maxova y Vizek, 2001; Pefia y
Ramirez, 2005; Ramirez et al., 2007), que es seguida, si las condiciones hipoxicas se mantienen, por
una segunda fase de depresién respiratoria en la que se disminuye tanto la frecuencia como la
amplitud de las rafagas respiratorias y se generan los boqueos (Lieske et al., 2000). Como ya se
menciond, los boqueos se caracterizan por un patrén que consiste de una inspiracién mas profunda,
de menor duracién y de inicio mas rapido (Fig. 8 B) y por no presentar espiracion subsecuente
(Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez, 2005; Ramirez et al., 2007). Los boqueos, en comparacion con
la eupnea, también se presentan con menor frecuencia (Feldman y Gray, 2000; Pefia y Garcia 2006;
Pefia y Aguileta, 2007; Pefa, 2008). Bajo condiciones in vitro, los boqueos se observan como
rafagas inspiratorias de corta duracién, inicio subito y de menor frecuencia, comparadas con la
eupnea (Lieske et al., 2000) (Fig. 8 B), de la misma manera en que se observa en condiciones in
vivo (Feldman y Gray; 2000; Lieske et al., 2000). Estas diferencias, se obtienen de la cuantificacion
de los parametros de la cinética de las rafagas, como son el tiempo de subida, la duracién media y la
frecuencia (Lieske et al., 2000). Todos éstos parametros son disminuidos en condiciones de hipoxia,

comparados con la eupnea (Fig. 8 B; Lieske et al., 2000).

Suspiros
* * * * * *
Eupnea
1 min
Boqueos
1 min

Figura 7. Generacion de diferentes patrones respiratorios por el preB6tC en diferentes condiciones de
oxigenacion. Bajo condiciones de normoxia (trazo superior) se generan dos ritmos respiratorios: la eupnea y los
suspiros, marcados con *. Cuando el preBotC se encuentra en condiciones hipédxicas (trazo inferior) sufre un proceso de
reconfiguracion y genera un incremento en la frecuencia de la respiracion. Después de esto, se producen los boqueos.
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Todos los ritmos respiratorios mencionados previamente se generan por el mismo circuito
neuronal (el preBotC), por lo que se sugiere que este nucleo podria sufrir un proceso de
reconfiguracion que le permite alternar de la generacion de un ritmo respiratorio a otro (Lieske et al.,
2000). Se ha propuesto que este circuito neuronal es capaz de realizar un rearreglo funcional
durante las condiciones hipoxicas, que incluye cambios tanto en las propiedades intrinsecas
neuronales como en las propiedades de transmision sinaptica, lo que le permite producir los
diferentes patrones respiratorios dependiendo del nivel de oxigenacién presente en el medio (Figs. 7
y 8; Lieske et al., 2000; Pefia et al., 2004).

A) suspiro
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I apnea post-suspiro
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Figura 8. Diferencias entre los patrones de las rafagas correspondientes a los diferentes ritmos respiratorios. A)
Se muestran la eupnea y los suspiros generados en condiciones de normoxia. Nétese que el suspiro es bifasico y que
comienza igual que la eupnea y después se genera una actividad inspiratoria mas profunda. Después de esto, se genera
un periodo de apnea, denominado apnea post-suspiro. B) Diferencias del patron respiratorio entre la eupnea (izquierda) y
el boqueo (derecha). Los principales parametros afectados por la hipoxia son la duracion y el tiempo de subida de la
rafaga inspiratoria. Ambos, se reducen en estas condiciones. Modificado de Lieske et al., 2000.

La hipoxia.

El oxigeno (O) es esencial para la supervivencia de las células de todos los organismos
aerobios por su participacion como receptor final de electrones en la cadena respiratoria mitocondrial
(Richter et al., 1992; Bianchi et al., 1995; Feldman, 1995; Gnaiger, 2001; Pefia y Garcia, 2006). Asi,
la vida de diversos organismos depende de que realicen un intercambio gaseoso adecuado, que

consiste en capturar Oz y remover el CO2 del cuerpo (Trés Guerres, 1999; Guyton y Hall, 2006;
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Barret et al., 2010), pues, la ausencia de Oz puede conducir a la muerte del organismo (Trés
Guerres, 1999; Guyton y Hall, 2006; Barret et al., 2010). Es por esto que los seres vivos han
desarrollado diversas estrategias para mantener niveles 6ptimos de oxigenacion, asi como para
detectar variaciones en los niveles de Oz y responder adecuadamente ante estos cambios (Pefia y
Ramirez, 2005; Pefia y Garcia, 2006; Ramirez et al., 2007). La condicién hipdxica se puede generar
por una disminucion en la presion parcial de O2 del medio ambiente, por un transporte inadecuado
del O, o por una deficiencia de los tejidos para utilizar el O, (Pefia y Ramirez, 2005; Pefa y Garcia,
2006; Ramirez et al., 2007). Todo esto, se asocia a diversas condiciones patoldgicas que pueden
conducir a disfunciones respiratorias como: 1) apneas de suefio, en las que se interrumpe la
respiracion por periodos de, al menos 10 segundos, minimo 5 veces por cada hora de dormir (Hui et
al., 2000; Pefa y Garcia, 2006); 2) sindrome de hipoventilacion congénita, que se asocia con un
control auténomo erréneo, o ausente, de la respiracion mientras se duerme, pero el control
voluntario de ésta se mantiene intacto mientras se esta despierto (Pefia y Garcia, 2006; Weese-
Mayer et al., 2009); 3) depresion respiratoria inducida por drogas, en la que drogas como el alcohol,
los analgésicos, los narcéticos, los barbitiricos y las benzodiacepinas pueden afectar los centros
generadores de la respiracion y, como consecuencia, disminuir la respiracion (Brailowsky y Garcia,
1999; Pefa y Garcia, 2006); 4) sindrome de hipoventilacion por obesidad; que se presenta en nifios
obesos. Estos nifios tienen somnolencia excesiva durante el dia, fatiga y dolores de cabeza diurnos
(Olson y Zwillich, 2005; Pefia y Garcia, 2006); 5) sindrome de Rett en el que se observa una
respiracion arritmica que presenta transiciones entre periodos de hiperventilacion e hiperventilacion
de manera cadtica (Elian y Rudolf, 1991; Kerr, 1992; Pefia y Garcia, 2006); y 6) sindrome de muerte
subita del lactante (SMSL), que es la mayor causa de muerte en nifios de hasta un afio de edad y
que se ha asociado a una disminucién para la generacién de boqueos (Willinger et al., 1991; Poets
et al., 1999; Thach, 2005; Pefia y Garcia, 2006; Thach, 2008; Kinney y Thach, 2009).

Respuesta cerebral a la hipoxia.

Como se mencion6 antes, la vida de los organismos aerobios depende de una adecuada
disponibilidad de oxigeno, asi como de su uso apropiado (Trés Guerres, 1999; Guyton y Hall, 2006;
Barret et al., 2010). De aqui la importancia de que estos seres vivos generen respuestas adaptativas
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a condiciones ambientales adversas, como son las condiciones hipoxicas. Sin embargo, la respuesta
a la hipoxia no es homogénea sino que depende del tipo de hipoxia al que se enfrente el organismo,
del estado de salud y de la edad del mismo (Pefia y Ramirez, 2005). Ademas, las diversas funciones
neuronales se regulan de una manera heterogénea ante la hipoxia (Pefia y Ramirez, 2005; Ramirez
et al., 2007). Por ejemplo, se ha reportado que cuando se presentan condiciones de hipoxia aguda,
que dura de segundos a minutos, las funciones cerebrales que no se requieren para la supervivencia
del organismo (Rossen et al., 1943; Bachevalier y Meunier, 1989; Pefia y Ramirez 2005) como
aquellas que generan la conciencia (Rossen et al., 1943; Bachevalier y Meunier, 1989; Pefa y
Ramirez 2005) y la conducta dirigida (Rossen et al., 1943; Bachevalier y Meunier, 1989; Pefia y
Ramirez 2005), se inhiben; mientras que aquellas funciones neuronales que si son esenciales para
la supervivencia, como la respiracion, se mantienen (Pefia y Ramirez, 2005; Ramirez et al., 2007).
Esta adaptacion fisiologica es el resultado de una compleja coordinacidn, reorganizacion y bloqueo
parcial de diferentes sistemas de 6rganos, que, ademas, se complementa con una reconfiguracion a
nivel celular (Luhman y Heinemann, 1992; Young y Somjen, 1992; Pefia et al., 2004; Ramirez et al.,
2004). Esta reorganizacion se genera por la necesidad de reducir los requerimientos de Oz y de
prevenir el dafio celular a los diferentes circuitos neuronales; y, de este modo, mantener la integridad
funcional de los organismos (Ramirez y Pefa, 2005; Ramirez et al., 2007). A nivel celular, las
modificaciones que sufren los circuitos neuronales durante condiciones hipoxicas se deben,
generalmente, a cambios tanto en las propiedades intrinsecas de las neuronas (Pefia et al., 2004;
Ramirez et al., 2004; Luhmann y Heinemann, 1992; Young y Somjen, 1992), como en la transmisién
sinaptica entre ellas (Katchman y Hershkowitz, 1993; Gervitz et al., 2001; Fowler et al., 2003; Gervitz
et al., 2003; Pefa et al., 2004; Pefia y Ramirez, 2005; Pefia y Garcia, 2006; Ramirez et al., 2007).
Generalmente, la hipoxia afecta diversos procesos celulares simultdneamente, lo que genera una
respuesta compleja en los distintos circuitos neuronales (Pefia y Ramirez, 2005). Aunque la mayoria
de los tipos neuronales dejan de disparar potenciales de accion en condiciones hipdxicas, existen
algunas poblaciones neuronales que son mas resistentes a la hipoxia (Pefia et al., 2004; Pefia y
Ramirez, 2005). La inhibicién del disparo neuronal podria ser una estrategia para disminuir la
actividad del circuito neuronal, y asi disminuir la demanda metabdlica (Pefia y Ramirez, 2005).
Ademas, podria evitar consecuencias dafiinas (como la muerte celular) producidas por la hipoxia
(Pefia y Ramirez, 2005). Por ejemplo, una entrada excesiva de calcio al interior celular o un periodo

de excitotoxicidad, que son procesos altamente dafiinos para las células, podrian ser prevenidos
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mediante una disminucion de la actividad neuronal durante la hipoxia (Brady et al., 2012, Pefia y
Ramirez, 2005). Sin embargo, seria igualmente de dafino para el organismo que todas las neuronas
detuvieran su actividad, por lo que es de gran importancia que existan tipos neuronales resistentes a
la hipoxia (Pefia y Ramirez, 2005), como es el caso de muchas de las neuronas involucradas en la

respiracion (Pefia et al., 2004; Pefia y Ramirez, 2005).

Los efectos de la hipoxia sobre los distintos grupos neuronales pueden deberse a sus
efectos sobre algunos canales ionicos que incluyen canales de K*, Na* y Caz* (Cummins et al., 1993;
Jiang y Haddad, 1994; Belousov et al., 1995; O'Reilly et al., 1997; Yamamoto et al., 1997; Erdemli et
al., 1998; Hammarstrom y Gage, 1998; Mironov et al., 1998; Nowicky y Duchen 1998; Kawai et al.,
1999; Liu et al., 1999; Mironov y Richter, 1999; Hammarstrom y Gage, 2000; Horn y Waldrop, 2000;
Mazza et al., 2000; Mironov y Richter, 2000; Shan y Cheng, 2000; Zawar y Neumcke, 2000;
Fleidervish et al., 2001 Haller et al., 2001; Yamada et al., 2001; Hammarstrom y Gage, 2002; Plant et
al., 2002; Campanucci et al., 2003; Lukyanetz et al., 2003a; Lukyanetz et al., 2003b; Park et al.,
2003). Entre los canales de K* afectados por la hipoxia se encuentran los canales de K*
dependientes de Ca?* (IKca), los canales de K* dependientes de ATP (IKatp) y los canales de fuga
(Mironov et al., 1998; Mironov y Richter, 2000; Shan y Cheng, 2000; Zawar y Neumcke, 2000;
Fleidervish et al., 2001; Haller et al., 2001; Yamada et al., 2001 Park et al., 2003). La participacion de
los canales IKatp en la depresidn neuronal durante la hipoxia se ha reportado en neuronas corticales
(Fleidervish et al., 2001), hipocampales (Shan y Cheng, 2000; Zawar y Neumcke, 2000), de la
sustancia nigra (Yamada et al., 2001), de la sustancia gelatinosa (Park et al., 2003) y neuronas
respiratorias de la médula espinal (Mironov et al., 1998; Mironov y Richter, 2000; Haller et al., 2001).
Por otra parte, la participacion de los canales IKca, en este mismo proceso se ha observado en
neuronas piramidales del hipocampo (Belousov et al., 1995; Yamamoto et al., 1997; Erdemli et al.,
1998; Nowicky y Duchen 1998), neuronas neocorticales (Jiang y Haddad, 1994; Liu et al., 1999) y
neuronas de la sustancia nigra (Jiang y Haddad, 1994). Finalmente, se ha observado que los
canales de fuga, se inhiben en neuronas del cerebelo (Plant et al., 2002) y neuronas glosofaringeas
(Campanucci et al., 2003) en condiciones hipdxicas. En relacién a los canales de Na*, la hipoxia
incrementa la corriente persistente de sodio (INap) en neuronas del hipocampo (Hammarstrom y
Gage, 1998; Hammarstrom y Gage, 2000; Hammarstrom y Gage, 2002) y del hipotalamo (Horn y

Waldrop, 2000). Sin embargo, también se ha observado una disminucién de esta corriente iénica en
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neuronas del hipocampo (O'Reilly et al., 1997), de la corteza cerebral (Cummis et al., 1993) y en
neuronas respiratorias (Mironov y Richter, 1999). Finalmente, los canales de Ca?* que se modulan
por la hipoxia son los canales tipo L. Estos canales se activan en condiciones de hipoxia en
neuronas del tallo cerebral (Kawai et al., 1999; Mazza et al., 2000) y del hipocampo (Lukyanetz et al.,
2003a; Lukyanetz et al., 2003b).

Las condiciones hipdxicas también producen cambios en la transmision sinaptica de los
circuitos neuronales. Generalmente, bajo estas condiciones se deprime la actividad sinaptica de las
redes neuronales, tanto in vivo (Erdemli y Crunelli, 1998; Hammarstrom y Gage, 1998; Mironov y
Richter, 1999; Kulik et al., 2000) como in vitro (Luhmann y Heinemann, 1992; Jha y Deshpande,
2003; Deshpande y Jha, 2004). Esta depresion sinaptica tiene como consecuencia una reduccién del
numero total de neuronas activas del circuito neuronal (Pefia y Ramirez, 2005). A diferencia de los
efectos de la hipoxia sobre las propiedades intrinsecas, sus efectos sobre la transmision sinaptica
son constantes en diversas areas del cerebro como el hipocampo (Gervitz et al., 2003; Frenguelli et
al., 2003; Pearson y Frenguelli, 2004), la corteza cerebral (Hentschel et al., 2003), el estriado
(Centonze et al., 2001), el tallo cerebral (Richter et al., 1991; Pierrefiche et al., 1997; Lieske et al.,
2000; Pascual et al., 2002) y la espina dorsal (Park et al., 2003; Deshpande y Jha, 2004). Los
efectos depresores de la hipoxia sobre la transmision sinaptica se han observado en varios sistemas
neurotransmisores como el glutamatérgico (Hammond et al., 1994; Coelho et al., 2000; Frenguelli et
al., 2003; Hellweg et al., 2003; Perason y Frenguelli, 2004;), el GABAérgico (Rosen y Morris, 1993;
Hammond et al., 1994; Centonze et al., 2001) y el colinérgico (Kasa et al., 1997; Porkka-Heiskanen
etal., 1997).

Respuesta respiratoria a la hipoxia.

Como ya se menciond, cuando un organismo aerobio se encuentra en condiciones
hipoxicas, la respuesta del sistema respiratorio consiste de dos fases (Fig. 7; Richter et al., 1991;
Haddad y Jiang, 1993; Maxova y Vizek, 2001). En la primera fase, se incrementa la frecuencia y la
amplitud, tanto de la eupnea como de los suspiros (Fig. 7; Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez,

2005). En la segunda fase, se deprime la frecuencia y la amplitud de la respiracion, lo que
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posteriormente lleva a la generacion de los boqueos (Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez, 2005;
Ramirez et al., 2007). Si el periodo de hipoxia es prolongado, la actividad respiratoria cesa (apnea
hipdxica) y conduce irreversiblemente a la muerte del organismo (Lieske et al., 2000; Pefia y
Ramirez, 2005; Ramirez et al., 2007). Sin dejar de lado la participacion de los quimiorreceptores
periféricos, existe evidencia de que esta respuesta bifasica de la respiracion a la hipoxia tiene un
sustrato a nivel del SNC (Solomon, 2004; Solomon 2005). Bajo condiciones in vitro, también se
observa la respuesta bifasica a las condiciones hipdxicas en el preBotC (Mironov et al., 1998;
Telgkamp y Ramirez, 1999; Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Pefia et al., 2004).
En mamiferos neonatos, la red neuronal respiratoria es muy resistente a la hipoxia (Ballanyi et al.,
1994; Ramirez et al., 1996; Richter et al., 1999) y este comportamiento se mantiene en
preparaciones in vitro de estos animales en las que el ritmo respiratorio persiste durante minutos e
incluso horas (Greer y Carter, 1995; Volker et al., 1995; Ramirez et al., 1996; Ballanyi K et al., 1999).
Contrario a esto, la red neuronal respiratoria de animales maduros, es menos resistente a la hipoxia
(Neubauer et al., 1990; England et al., 1995), lo que también se reproduce en las preparaciones in
vitro de animales maduros, donde la actividad respiratoria cesa después de un periodo hipdxico

corto (minutos) (Ramirez et al., 1996).

Se sabe que la generacion del ritmo respiratorio en condiciones normales de oxigenacion
depende de poblaciones heterogéneas de neuronas marcapaso y de sus interacciones sinapticas
con el resto del circuito neuronal, mientras que en condiciones hipoxicas, la generacion del ritmo
depende practicamente de solo un tipo de neuronas marcapaso, aquellas que dependen de la
corriente persistente de sodio (Pefia et al., 2004). Bajo condiciones de hipoxia, la dependencia del
circuito neuronal a una sola poblacién de neuronas, especificamente a una conductancia, deja a la
red respiratoria vulnerable y hace de la generacion de boqueos el Ultimo esfuerzo respiratorio. Esto
es de gran importancia, porque los boqueos incrementan la apertura de las vias respiratorias, aun
cuando los organismos se encuentran en condiciones hipoxicas. Ademas, los boqueos son
esenciales para el proceso de la autorresucitacion (Fewell et al., 2000; Gozal et al., 2002). El
proceso de autorresucitacion es un mecanismo primordial para promover la sobrevivencia del
organismo a condiciones hipdxicas, ya que permite que el organismo se recupere de periodos de
apnea, mediante la generacion de boqueos (Erickson y Sposato, 2009). Un requisito indispensable

para generar la autorresucitacion es la generacion de boqueos (Thach 1983; Hunt, 1992; Poets et
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al., 1999; Harper et al., 2000; Gozal et al., 2002; Erickson y Sposato, 2009) ya que éstos sirven para
reestablecer el suministro de oxigeno al cerebro después de un periodo de apnea (Gershan et al.,
1990; Gershan et al., 1992). De aqui que la generacion adecuada de los boqueos es primordial para
la supervivencia de los organismos en condiciones hipdxicas (Thach 1983; Hunt, 1992; Poets et al.,
1999; Harper et al., 2000; Gozal et al., 2002; Erickson y Sposato, 2009). Se ha propuesto que fallas
en la generacion de boqueos y de la autorresucitacion podrian estar relacionadas con el sindrome
de muerte subita del lactante de humanos (SMSL; Hunt, 1992; Poets et al., 1999; Harper et al., 2000;
Gozal et al., 2002).

Aunque el mecanismo especifico y preciso que explique el SMSL se desconoce, una de las
principales hipdtesis menciona que los nifios que fallecen por este padecimiento presentan una
incapacidad para generar boqueos, a pesar de que respiran normalmente en condiciones de
normoxia. La capacidad disminuida para generar boqueos trae como consecuencia la falla en el
proceso de autorresucitacion y la muerte del bebé por asfixia (Hunt, 1992; Poets et al., 1999; Harper
etal., 2000; Gozal et al., 2002).

La generacion del ritmo respiratorio.

Hasta la fecha, se han propuesto diversos modelos para explicar la generacidn del ritmo
respiratorio por el preBotC (Richter y Spyer, 2001) entre las que se encuentran: la teoria de la red
respiratoria condicional (Richter et al., 1992; Ramirez y Richter, 1996; Richter, 1996), la teoria de
marcapasos (Feldman et al., 1991; Funk y Feldman, 1995; Koshiya y Smith, 1999), el modelo hibrido
de marcapasos-red respiratoria (Butera et al., 1999a; Butera et al., 1999b; Smith et al., 2000) y el
modelo de la red respiratoria dependiente de la maduracién (Busselberg et al., 2001). Actualmente,
se propone que el ritmo respiratorio se genera por una interaccion compleja entre diferentes
neuronas marcapaso y no-marcapaso, las propiedades intrinsecas de membrana de éstas y la
transmision sinaptica, tanto excitadora (glutamatérgica) como inhibidora (GABAérgica y glicinérgica)
(Ramirez et al., 1997; Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005; Feldman y Del Negro, 2006; Pefia y
Aguileta, 2007; Pefia, 2008), ademas, se propone que dicho fenémeno no es fijo sino que puede

variar de inspiracioén a inspiracion (Carroll et al., 2012). Como ya se menciono, el preBotC contiene
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diferentes poblaciones de neuronas que se clasifican como inspiratorias, espiratorias y post-
inspiratorias (Richter et al., 1991; Greer y Carter, 1995; Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez, 2002;
Pefa et al., 2004; Pefia y Ramirez, 2004), que se conectan mediante una inhibicién y excitacién
reciprocas (Richter et al., 1991; Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez, 2004). La excitacién es
necesaria para el proceso de sincronizacion del circuito (Smith et al., 1991; Koshiya y Smith, 1999),
mientras que la inhibicién es esencial para establecer las tres fases del ritmo respiratorio (la
inspiracion, la post-inspiracion y la espiracion) (Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1999; Lieske et al.,
2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2001). Algunos estudios in vitro han demostrado que la inhibicion no
es necesaria para la generacién del ritmo respiratorio (Lieske et al., 2000; Lieske et al., 2001;
Ramirez y Lieske, 2003). En ausencia de transmisién sinaptica inhibidora las neuronas espiratorias
pierden su ritmo y comienzan a disparar de manera tonica (Thoby-Brisson y Ramirez, 2000), las
neuronas post-inspiratorias disparan rafagas de potenciales de accidn en fase con la inspiracion y
las neuronas inspiratorias contintan disparando de manera ritmica (Shao y Feldman, 1997; Lieske et
al., 2000; Lieske et al., 2001; Ramirez y Lieske, 2003). Esto indica que la transmisién sinaptica
inhibidora no se requiere para la generacion del ritmo respiratorio y sugiere que este ritmo podria
depender de la actividad de neuronas marcapaso (Smith et al., 1991; Koshiya y Smith, 1999). Para
los fines de esta tesis, se identificara a las neuronas marcapaso como aquellas neuronas que son
capaces de generar rafagas de potenciales de accién de manera intrinseca y en ausencia de
transmision sinaptica (Fig. 9; Koshiya y Smith, 1999; Smith et al., 2000; Thoby-Brisson y Ramirez,
2001; Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005). Actualmente se conocen, por lo menos, dos tipos de
neuronas marcapasos que se distinguen por sus propiedades electrofisiologicas (Thoby-Brisson y
Ramirez, 2000; Pefia y Ramirez, 2002; Pefia et al., 2004; Pefia y Ramirez, 2004; Del Negro et al.,
2005), y que son esenciales para la generacion de un patron respiratorio normal (Pefia et al, 2004;
Del Negro et al., 2005; Pefia y Ramirez, 2005). En condiciones normales de oxigenacion, este
nucleo de neuronas marcapaso se conecta mediante conexiones excitadoras glutamatérgicas (Smith
et al., 1991; Koshiya y Smith, 1999; Pefia y Ramirez 2005), aunque existe evidencia de que algunas

de estas neuronas puedes ser glicinérgicas (Morgado-Valle et al., 2010).
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Figura 9. Diferentes tipos neuronales del preBotC. Se muestran registros simultdneos de la actividad poblacional del
preBotC (trazos inferiores) y de distintos tipos de neuronas de éste nicleo (trazos superiores). Respecto a su patrén de
disparo, se identifican tres tipos de neuronas respiratorias: inspiratorias (izquierda), que disparan rafagas de potenciales
de accion en fase con el ritmo poblacional; espiratorias (en medio), que tienen actividad en contrafase con el ritmo
poblacional; y marcapaso (derecha) que, siendo originalmente neuronas inspiratorias, mantienen la capacidad de
generar rafagas de potenciales de accion en ausencia de transmisién sinaptica (nétese que el ritmo respiratorio ha sido
eliminado por la aplicacién de un coctel de antagonistas para receptores de glutamato, GABA vy glicina). Tomado de
Zavala-Tecuapetla, 2008.

En algunos estudios se ha demostrado que, si bien, la transmision sinaptica inhibidora no se
necesita para generar el ritmo respiratorio, si se requiere para modular la actividad marcapaso y la
generacion de las fases del ritmo respiratorio (Tryba et al., 2003; Pefia et al., 2004; Del Negro et al.,
2005). De hecho, se ha reportado que la inhibicion sinéptica inhibe la expresion de la actividad
marcapaso de muchas neuronas respiratorias (Ramirez et al., 1996; Tryba et al., 2003; Ramirez et
al., 2004) y que una disminucion de la inhibicién produce que muchas células post-inspiratorias
generen sus disparos en fase con la inspiracion (Lieske et al., 2000; Lieske et al., 2001; Ramirez et
al., 2004). Se postula que la modulacion inhibidora podria ser muy importante para evitar que la
actividad marcapaso lleve al circuito neuronal a un estado “superactivo” (Van Drongelen et al., 2003),
aunque un exceso de la transmisién sinaptica inhibidora puede disminuir la actividad marcapaso
dentro del preB6tC a niveles que lleven al circuito a la hipoactividad (Ramirez et al., 2004; Ren et al.,
2011).

Como ya se menciond, las conexiones excitadoras son esenciales para generar la
sincronizacion de la actividad neuronal respiratoria (Koshiya y Smith, 1999). La generacion del ritmo
respiratorio depende de la transmision sinéptica excitadora glutamatérgica, tanto tipo NMDA como
no-NMDA (Funk y Feldman, 1995; Bianchi et al., 1995; Ramirez y Richter, 1996; Ramirez et al.,

1997), ya que las conexiones entre muchas neuronas respiratorias, que estan activas
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simultaneamente, son predominantemente excitadoras y son mediadas por transmision sinaptica

glutamatérgica (Greer et al., 1991; McCrimmon et al., 1995).

Generacion de la eupnea y los boqueos: papel de las neuronas marcapaso.

El preBotC contiene diferentes tipos de neuronas marcapaso que son esenciales para la
generacion del ritmo respiratorio (Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005). En estudios realizados in
vitro se determind que estas neuronas tienen diferentes propiedades farmacolégicas y de disparo
(Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Pefia y Ramirez, 2002; Pefia y Ramirez, 2004; Pefia et al., 2004;
Del Negro et al., 2005). Farmacolégicamente, las neuronas marcapaso se clasifican en dos grupos:
1) neuronas insensibles al cadmio (Ins-Cd); y 2) neuronas sensibles al cadmio (Sen-Cd), que es un
bloqueador inespecifico de los canales de Ca2* (Pefa et al., 2004; Del Negro et al., 2005). El hecho
de que los tipos de neuronas marcapaso sean diferencialmente sensibles a farmacos que bloquean
corrientes idnicas indica que estos tipos neuronales tienen propiedades intrinsecas diferentes (Pefia
et al., 2004; Del Negro et al., 2005). La actividad eléctrica de las neuronas marcapaso Ins-Cd
depende de una corriente persistente de sodio; mientras que la actividad de la poblacién Sen-Cd
depende de una corriente cationica activada por el Ca2* (Thoby-Brisson y Ramirez, 2001; Pefia et
al., 2004). Por lo tanto, es posible bloquear la actividad eléctrica de las neuronas marcapaso Ins-Cd
y las neuronas Sen-Cd, mediante la aplicacién de riluzol (un bloqueador especifico de la corriente
persistente de sodio) y acido flufenamico (AFF, un bloqueador de la corriente cationica inespecifica
activada por calcio), respectivamente (Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005). Actualmente, se
sabe que ambos tipos de neuronas marcapasos generan la actividad respiratoria bajo condiciones
de oxigenacion normal, tanto in vitro (Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005) como in vivo (Pefia y
Aguileta, 2007).

En un estudio realizado por Pefia y cols., (2004), se reportd que los dos tipos de neuronas
marcapaso (las Ins-Cd y las Sen-Cd) participan en la generacion del ritmo respiratorio bajo
condiciones de normoxia (Pefia et al., 2004) y que se necesita bloquear ambos tipos neuronales, con
la co-aplicacion de riluzol y de AFF, para eliminar la eupnea generada por el preBotC (Pefia et al.,

2004; Pefia y Aguileta, 2007). Cuando solamente se bloquea la actividad de una poblacién de

33



neuronas marcapaso, no se inhibe la generacion del ritmo respiratorio (Pefia et al., 2004; Pefa y
Aguileta, 2007), lo que sugiere que ambos tipos de neuronas marcapasos generan la eupnea in vitro
(Fig. 10; Pefa et al., 2004). Este mismo fendémeno se corrobord posteriormente in vivo (Pefia y
Aguileta, 2007; Pefia, 2008).

En condiciones de hipoxia, el preBotC sufre un proceso de reconfiguracién que se necesita
para generar los boqueos (Lieske et al., 2000). En este proceso de reconfiguracion, las neuronas
marcapaso Sen-Cd y la mayoria de las neuronas no-marcapaso (Ramirez et al., 2001; Pefa et al.,
2004; Pefa y Ramirez, 2005), disminuyen sus propiedades de disparo e inhiben su actividad
eléctrica (Pefia et al., 2004; Pefia y Ramirez, 2005). Contrario a esto, las neuronas marcapaso Ins-
Cd se mantienen intrinsecamente activas y continian generando rafagas de potenciales de accién,
lo que sugiere que estas neuronas son las encargadas de generar el ritmo respiratorio en
condiciones de hipoxia (Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Pefia et al., 2004; Tryba et al., 2006). Esto
se comprobo al bloquear la actividad de las neuronas Ins-Cd, con riluzol, y observar que bajo estas
condiciones se elimina la generacion de los boqueos, in vitro (Pefia et al., 2004), in situ (Paton et al.,
2006) e in vivo (Fig. 10; Pefia y Aguileta, 2007). Ademas, de la corriente persistente de sodio y la
corriente catidnica activada por calcio existen otras corrientes ionicas de las neuronas del preBotC
que también se modifican por la hipoxia y contribuyen a la reconfiguracién del circuito respiratorio
(Mironov et al., 1998; Mironov y Richter, 1998; Mironov y Richter, 1999a; Mironov et al., 2000;
Mironov y Richter, 2000; Pefia y Ramirez, 2005). Por ejemplo, la amplitud de la corriente de Ca2* tipo
L de neuronas inspiratorias se incrementa bajo condiciones de hipoxia (Mironov y Richter, 1998),
mientras que la corriente de Ca2* tipo N es reducida por estas mismas condiciones (Elsen y Ramirez,
1998). La activacion de la corriente tipo L de Ca2* podria estar involucrada en la respuesta inicial
(aceleracion) de la respiracion a la hipoxia, es decir, en la fase en que se incrementa la amplitud y la
frecuencia de la respiracion (Mironov y Richter, 1998). Por otra parte, los canales de Karp se activan
durante la hipoxia (Mironov et al., 1998; Mironov y Richter, 2000), lo que trae como consecuencia
una hiperpolarizacion del potencial de membrana de las células respiratorias. Esta hiperpolarizacion
neuronal se asocia con la depresion respiratoria observada en condiciones de hipoxia (Mironov y
Richter, 2000). Finalmente, la hipoxia también inhibe corrientes de Na* (Mironov y Richter, 1999) y la
corriente activada por la hiperpolarizacién (lh) (Mironov et al., 2000) de las neuronas inspiratorias
(Mironov y Richter, 1999, Mironov et al., 2000).
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Ademas de los cambios producidos en las propiedades intrinsecas de las neuronas
respiratorias, las condiciones hipoxicas también modifican la transmisién sinaptica del preBo6tC
(Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; Ramirez et al., 1998; Ballanyi et al., 1999; Lieske et al.,
2000). El efecto mas consistente de la hipoxia es una depresion de la transmisién sinaptica
inhibidora, que se ha observado tanto in vitro (Ramirez et al., 1998; Lieske et al., 2000) como in vivo
(Richter et al., 1991). Esta depresion de la inhibicion produce que las neuronas espiratorias dejen de
disparar ritmicamente (Thoby-Brisson y Ramirez, 2000) y que las post-inspiratorias disparen en fase
con la inspiracion (Lieske et al., 2000), lo que tiene como consecuencia que no haya espiracion
durante la hipoxia (Pefia y Ramirez, 2005). Por otra parte, la transmisién sinéptica excitadora se
inhibe moderadamente por la hipoxia y esto contribuye a que algunas neuronas inspiratorias
reduzcan su excitabilidad (Ballanyi et al., 1994; Ballanyi et al., 1999). Sin embargo, esto no sucede
en todas las conexiones excitadoras y existen neuronas inspiratorias cuya transmision
glutamatérgica no se modifica en estas condiciones (Ballanyi et al., 1994; Ballanyi et al., 1999). Esto
sugiere que debe existir algin componente de la transmision excitadora resistente a la hipoxia que

podria estar criticamente involucrado en la generacion de los boqueos (Pefia y Ramirez 2005).
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Figura 10. Modelo propuesto para explicar la contribucién de las neuronas marcapaso en la generacion de los
ritmos respiratorios en condiciones de normoxia e hipoxia (Pefia et al., 2004). El tamafio de los circulos representa
el total de neuronas respiratorias activas en cada condicién (100%). En condiciones de oxigenacién normal, los dos tipos
de neuronas marcapaso estan activas y participan en la generacion de la eupnea (centro de la figura). La aplicacion de
riluzol (RIL, izquierda), que inhibe la actividad de las neuronas marcapasos insensibles a Cd2* (azules), no es suficiente
para eliminar la generacion de la eupnea. Por otra parte, la aplicacién de &cido flufendmico (AFF, derecha), que inhibe la
actividad de las neuronas marcapasos sensibles a Cd2* (amarillo), tampoco es suficiente para anular la generacion de la
eupnea. Sin embargo, si ambas poblaciones de neuronas se bloquean (abajo), se inhibe la generacién de la eupnea. En
condiciones de hipoxia, las neuronas sensibles a Cd?* se inhiben (arriba). Sin embargo, una parte de las neuronas que
son insensibles al Cd2* mantienen su actividad y contribuyen a la generacion de los boqueos (arriba). El bloqueo de la
actividad de estas neuronas con riluzol evita la generacién de los boqueos (arriba, izquierda). Modificado de Pefia et al.,
2004,
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Modulacion de la respiracion.

La respiracion es un proceso altamente modulable (Bianchi et al., 1995; Butera et al., 1999a;
Haji et al, 2000; Morin et al., 1990) y generalmente esta sujeto a diversos cambios adaptativos en
razon de las diversas situaciones que se presentan en la vida del organismo, como son el ejercicio,
el suefio, la vocalizacién y los cambios en las presiones de O, y CO» (Pefia y Garcia, 2006). Una de
las maneras en que se regula la actividad respiratoria es a través de la accion de diversos
neuromoduladores que pueden actuar directamente sobre el circuito generador del ritmo respiratorio
(Bianchi et al., 1995; Butera et al., 1999a; Haji et al, 2000; Morin et al., 1990). Algunos de estos
neuromoduladores pertenecen a los grupos de las aminas biogénicas, los aminoacidos y los
péptidos (Mueller et al., 1982; Bonham, 1995; Hilaire y Duron, 1999; Haiji et al., 2000). Dentro del
grupo de los péptidos que modulan la respiracion se encuentra la somatostatina (SST; Stornetta et
al., 2003; Llona et al., 2004; Llona y Eugenin, 2005). La SST o factor inhibidor de la liberacion de
somatotropina (somatotropina release-inhibiting factor, SRIF) es un péptido del que se conocen dos
formas biologicas activas: el tetradecapéptido ciclico somatostatina-14 (SST-14), que se encontrd
originalmente en el hipotalamo (Brazeau et al., 1973) y el péptido amino-terminal extendido
somatostatina-28 (SST-28; Fig. 11), que corresponde a la SST-14 extendida catorce aminoacidos
mas en la parte amino terminal (Pradayrol et al., 1980). Ambos péptidos se generan por el proceso
proteolitico de una molécula precursora llamada preprosomatostatina, formada por 116 aminoéacidos,
que incluye a la prosomatostatina y un péptido sefial de 24 aminoacidos que le sirve para transitar
por el aparato de Golgi (Bell et al., 1995; Csaba y Dournaud, 2001; Olias et al., 2004). Tanto la SST-
14 como la SST-28 se producen, predominantemente, por células secretoras y neuronas del SNC,
asi como por células de la pared del tracto gastrointestinal (Reisine y Bell, 1995a, Reisine y Bell,
1995b; Olias et al., 2004) aunque también se han descrito otros sitios de produccion de SST como la
placenta, el rifion, la retina, otras células endocrinas y del sistema inmune (Reichlin, 1983a; Reichlin,
1983b). A nivel del SNC, la zona de mayor concentracién de SST esta constituida por neuronas

tuberoinfundibulares que participan en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisario (Schettini, 1991).

Ademas, dentro del SNC hay neuronas que expresan SST en diversas estructuras
cerebrales como la corteza, el sistema limbico (particularmente el hipocampo y la amigdala) y el

sistema nigroestriatal (Schettini, 1991; Kawaguchi y Kondo, 2002; Baraban y Tallent, 2004). En todos
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estos casos, las neuronas que producen SST son interneuronas GABAérgicas (Schettini, 1991;
Kawaguchi y Kondo, 2002; Baraban y Tallent, 2004). Ademas, se han identificado terminales
nerviosas que expresan SST en la corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, el hipotalamo, el
tallo cerebral y la médula espinal (Johansson et al., 1984; Kawaguchi y Kondo, 2002; Baraban y
Tallent, 2004). Dependiendo de su localizacién y de sus efectos fisiologicos, se ha relacionado a
este péptido con la regulacion de diversas actividlades motoras, sensoriales y cognitivas
(Haroutunian et al., 1987; DeNoble et al., 1989; Raynor et al., 1993). Como se menciond, la
presencia de SST se observa en interneuronas GABAérgicas (Schettini, 1991; Kawaguchi y Kondo,
2002; Baraban y Tallent, 2004). Sin embargo, es importante mencionar que se ha reportado que
algunos tipos neuronales glutamatérgicos también pueden generar SST (Epelbaum et al., 199%;
Sosulina et al., 2006; Hrabovszky y Liposits, 2008; Viollet et al., 2008). Esta co-expresiéon de
glutamato y SST se ha observado en neuronas del area predptica (Epelbaum et al., 1994); del
hipotalamo (Ziegler et al., 2002; Lin et al., 2003), de la amigala (Sosulina et al., 2006) y también en

las neuronas del preBotC (Stornetta et al., 2003).

Somatostatina-14 (sst-14)
Somatostatina-28 (sst-28)

Figura 11. Representacion esquematica de la somatostatina. Se muestra la secuencia de aminoacidos que
conforman a la somatostatina-14 (izquierda) y su forma extendida en la parte amino terminal, la somatostatina-28
(derecha). Ambos tipos de SST tienen una estructura ciclica y ademas cuentan con un puente disulfuro conformado por
los residuos de aminodcidos de cisteina 1 y 12. Aunque ambos tipos de SST reconocen sus 5 diferentes receptores,
generalmente, la SST-14 tiene mayor afinidad por el receptor tipo 2 y la SST-28 presenta mayor afinidad por el receptor
tipo 5 (Olias et al., 2004; Kumar y Grant, 2010).

Los receptores de SST.

Los efectos fisioldgicos de la SST se producen a través de la union de ésta con 6 receptores

diferentes (sst1, sst2A, sst2B, sst3, sst4 y sstb) que pertenecen a la familia de receptores con 7
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dominios transmembranales y que se acoplan a proteinas G (Hoyer et al., 1995; Csaba y Dournaud,
2001). Estos receptores se expresan ampliamente en diversos tejidos, incluido el sistema nervioso y
la expresion de estos receptores puede ser especifica del tejido. Por ejemplo, se sabe que los
SSTRS estan mayoritariamente expresados en el intestino y en sistemas periféricos como el sistema
respiratorio, mientras que los SSTR2 estan mas localizados en el SNC (Schulz et al., 2000; Csaba y
Dournaud, 2001). Ademas, dentro del SNC la distribucién de los diferentes receptores de SST
también es especifica para los diferentes circuitos neuronales (Reisine y Bell, 1995a; Reisine y Bell,
1995b; Videau et al., 2003; Viollet et al., 2008; Kumar y Grant 2010). Por ejemplo, el SSTR2 es
ampliamente distribuido en areas como el hipocampo, la amigdala y el tallo cerebral, mientras que el
SSTR1 se restringe a areas como el hipotalamo (Videau et al., 2003; Viollet et al., 2008; Kumar y
Grant 2010).

Basandose en la homologia de su secuencia y en sus propiedades farmacoldgicas, los
receptores de SST se clasifican en dos subgrupos: los receptores a somatostatina tipo 1 (SRIF1) y
los receptores a somatostatina tipo 2 (SRIF2) (Olias et al., 2004). Los receptores del subgrupo SRIF1
presentan alta afinidad a anélogos clasicos de la SST de 6-8 aminoacidos, como el octredtido, el
lanredtido y el vapreotido, mientras que los receptores del subgrupo SRIF2 tienen baja afinidad por
los mismos (Olias et al., 2004). El grupo SRIF1 comprende los receptores SSTR2, SSTR3 y SSTRS,
mientras que el grupo SRIF2 comprende los receptores SSTR1 y SSTR4 (QOlias et al., 2004). De
manera interesante, los receptores SSTR1 a SSTR4 se unen, con alta afinidad, tanto a la SST-14
como a la SST-28, mientras que el receptor SSTR5 tiene afinidad preferencial por la SST-28 (Olias
etal., 2004).

Los receptores de SST (SSTRs) se acoplan a diversas vias efectoras intracelulares
mediadas por proteinas G sensibles e insensibles a la toxina pertusis (Kleuss et al., 1991; Tallent y
Reisine, 1992; Meyerhof, 1998; Patel, 1999; Csaba y Dournaud, 2001). Como se muestra en la tabla
1, a pesar de la gran variedad de vias de sefalizacidon reportadas para estos receptores, todos
presentan en comun el acople a proteinas G que inhiben la actividad de la enzima adenilatociclasa
(AC) vy, de esta manera, promueven la disminucion en la produccién de AMPc (Koch y Schonbrunn,
1984; Lahlou et al., 2004). Esta via de sefializacidn tiene como consecuencia la disminucion de la

actividad celular a través de la reduccién en la conductancia de canales de Ca2* dependientes de
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voltaje (Wang et al., 1990; Vilchis et al., 2002) y el aumento en la actividad de distintas corrientes de
K* (Mihara et al., 1987; Wang et al., 1989; Kim et al., 2002; Sun et al., 2002; Meis et al., 2005). La
inhibicion de las corrientes de Ca2*, produce una disminucion en la liberacion de neurotransmisores
(Viana y Hille, 1996; Galarraga et al., 2007; Brady et al., 2012) y la activacién de canales de K*,
genera una hiperpolarizacion del potencial de membrana. En conjunto, esto produce una inhibicion
del disparo neuronal (Jiang et al., 2003; Baraban y Tallent, 2004; Meis et al., 2005; Brady et al.,
2012) y por lo tanto se define a la SST como un neuromodulador inhibidor (Tallent y Siggins, 1999;
Vezzani y Hoyer, 1999; Leresche et al., 2000; McDonald y Mascagni, 2002; Saha et al., 2002).

Distribucion de los receptores de SST en el SNC.

La distribucion de los diferentes tipos de receptores a SST (SSTRs; SSTR1-SSTR5) ha sido
bien estudiada tanto en humanos como en roedores (Kumar y Grant 2010). Los SSTRs se
distribuyen ampliamente en el SNC y su expresion es especifica para los diferentes tejidos y tipos
celulares (Reisine y Bell 1995a; Reisine y Bell 1995b, Patel, 1999; Kumar y Grant, 2010). De los
diferentes receptores de SST, se ha observado que el SSTR2 es el mas abundante en el SNC de
murinos y es posible localizarlo en &reas como el bulbo olfatorio, el nucleo olfatorio anterior, la
corteza, el hipocampo, la amigdala, el hipotalamo y el tallo cerebral (Videau et al., 2003; Kumar y
Grant 2010; Viollet et al., 2008). A diferencia de la amplia distribucién del SSTR2, la presencia de los
SSTR1 es mas reducida y se localiza en los ganglios basales, el hipotdlamo y el nucleo arcuato
(Stroh et al., 2006; Thermos et al., 2006; Viollet et al., 2008). Por otra parte, el SSTR3 es altamente
expresado en el cerebelo pero presenta poca expresion en el resto del SNC (Viollet et al., 2008;
Kumar y Grant 2010). La expresion del SSTR4 se restringe a areas como el bulbo olfatorio, la
corteza cerebral y el hipocampo (Schreff et al., 2000; Viollet et al., 2008; Kumar y Grant 2010).
Finalmente, el SSTR5 presenta una expresion muy débil dentro del SNC (Stroh et al., 1999; Viollet et
al., 2008). Algunas de las zonas del tallo cerebral en donde se ha detectado la expresién de los
SSTR2 son el locus coeruleus (Videau., et al., 2003; Viollet et al., 2008) y el circuito generador del

ritmo respiratorio, el preBotC (Gray et al., 2010).
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SENALIZACION DE LOS RECEPTORES A SOMATOSTATINA

VIAS TRANSDUCCIONALES sst1 sst2 sst3 sst4 ssth
Adenilatociclasa N3 N3 N3 N3 J
Fosfolipasa C 0 0 0 0 Ut
Fosfolipasa A2 \ \ ()
Fosfatasas de tirosina T T T T T
SHP-1 1
SHP-2 1 1
Cinasas de tirosina
-C-SIC T T
-JAK?2 T
Plscinasa T T T
Sintasas de dxido nitrico
-Nnos T
-Enos J
Canales de Ca?* N3 N3 J
Canales de K* J T T T T
Intercambiador Na*/H* J N it
MAP cinasas
-ERK k) k) J T J
-p38 ) )
-INK T

Tabla 1. Vias de sefializacion activadas para los diferentes receptores para somatostatina. Modificado de Lahlou et al.,
2004.

Acciones electrofisioldgicas de la SST.

La amplia distribucion de la SST y de sus receptores en el SNC, asi como su accion sobre
células secretoras, sugiere un papel importante de ésta como modulador de la excitabilidad neuronal
(Selmer et al., 2000; Csaba y Dournaud, 2001). Como ya se menciond, todos los subtipos de
receptores para la SST estan acoplados negativamente a la adenilato ciclasa (AC) (Olias et al.,
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2004). De esta manera, la union de la SST a su receptor se asocia con una disminucion del AMPc
intracelular y, como consecuencia de esto, la SST puede afectar distintas corrientes ionicas (Patel et
al., 1994; Grant et al., 2004; Lahlou et al., 2004; Viollet et al., 2008; Kumar y Grant 2010).

Se ha observado ampliamente que la SST, a través de la unién a sus receptores, modula
diversos canales de K* (Mihara et al., 1987; Moore et al., 1988; Watson y Pittman, 1988; de Weille et
al., 1989; Wang et al., 1989; Schweitzer et al., 1990; Raynor et al., 1991; Karschin et al., 1994;
Karschin, 1995; Duerson et al., 1996; Schweitzer et al., 1998; Akopian et al., 2000; Kim et al., 2002;
Vilchis et al., 2002; Meis et al., 2005; Galarraga et al., 2007). Mientras que existen muy pocos
reportes que muestran que la SST induce la disminucion de las corrientes de K* como la corriente
rectificadora retardada de K* (Wang et al., 1989) y los canales rectificadores entrantes (Karschin et
al., 1994; Karschin, 1995); la gran mayoria de los trabajos muestran que la SST incrementa
diferentes corrientes de K*, que incluyen el canal de K* rectificador entrante (Mihara et al., 1987; Kim
et al., 2002; Meis et al., 2005), los canales de K* dependientes de ATP (IKatp; de Weille et al., 1989);
los canales de K* dependientes de Ca2* (IKca; Duerson et al., 1996; Galarraga et al., 2007), el canal
rectificador retardado de K* (Wang et al., 1989; Raynor et al., 1991; Akopian et al., 2000), asi como
la corriente M (Iw) y la corriente de fuga (Moore et al., 1988; Watson y Pittman, 1988; Schweitzer et
al., 1990; Schweitzer et al., 1998; Vilchis et al., 2002). Todos estos efectos de la SST involucran la
inhibicién de la actividad de la AC en diversos tipos neuronales incluidas neuronas del plexo
submucoso (Mihara et al., 1987), de la amigdala (Meis et al., 2005), de la sustancia gelatinosa (Kim
et al., 2002), de la corteza cerebral (Wang et al., 1989), de los fotorreceptores (Akopian et al., 2000)
y del hipocampo (Moore et al., 1988; Watson y Pittman, 1988; Schweitzer et al., 1990; Schweitzer et
al., 1998). Ademas, se ha sabe que la SST también puede activar corrientes de K* mediante la
activacién de la fosfolipasa C y la proteina cinasa C (Ribalet y Eddlestone, 1995), asi como de la via
de la fosfolipasa A2 y el acido araquidonico (ver tabla 2; Schweitzer et al., 1990; Schweitzer et al.,
1993; Duerson et al., 1996; Lammers et al., 1996). El incremento de estas corrientes de K* produce
que las membranas celulares se hiperpolaricen y, en consecuencia, se inhiba el disparo neuronal
(Bell et al., 1995; Csaba y Dournaud, 2001; Kim et al., 2002; Meis et al., 2005).

Por otra parte, la SST también puede inhibir corrientes de Ca2* (Golard et al., 1993; Golard y
Siegelbaum, 1993; Shapiro y Hille, 1993; Patel et al., 1994; Shapiro et al., 1994; Viana y Hille, 1996;
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Boehm y Betz, 1997; Grant et al., 2004; Lahlou et al., 2004; Viollet et al., 2008; Kumar y Grant 2010).
Las principales corrientes de Ca2* afectadas por la SST son las del tipo L (Kleuss et al., 1991; Kleuss
et al., 1992), del tipo N (Shapiro y Hille, 1993; Shapiro et al., 1994), y del tipo P/Q (Viana y Hille,
1996). Esto se ha reportado en neuronas simpaticas (Golard et al., 1993; Golard y Siegelbaum,
1993), neuronas del ganglio cervical superior (Shapiro y Hille, 1993), neuronas del hipocampo
(Boehm y Betz, 1997), de la neocorteza (Raynor et al., 1991), del estriado (Vilchis et al., 2002) y de
la amigdala (Viana y Hille, 1996). Como consecuencia de la disminucion de estas corrientes de Ca?*,
se presenta una disminucion en el disparo neuronal y sobretodo una disminucion en la liberacion de
neurotransmisores (Vilchis et al., 2002; Olias et al., 2004; Lépez-Huerta et al., 2012). En suma, los
efectos electrofisioldgicos de la SST actlan sinérgicamente para inhibir la excitabilidad neuronal
(Tallent y Siggins, 1999; Vilchis et al., 2002).

Efectos de la SST sobre la respiracion.

En diversos estudios se ha reportado que la SST puede modular la funcién de diferentes
circuitos neuronales como el giro dentado (Baraban y Tallent, 2004), el hipotadlamo (Peineau et al.,
2003), la amigdala (Meis et al., 2005), la sustancia gelatinosa (Kim et al., 2002), la corteza cerebral
(Wang et al., 1989), la retina (Akopian et al., 2000) y el hipocampo (Moore et al., 1988; Watson y
Pittman, 1988; Schweitzer et al., 1990; Schweitzer et al., 1998). Ademas, se ha propuesto que,
alteraciones del sistema somatostatinérgico de estos circuitos neuronales, podrian estar
relacionadas con distintos desdrdenes neurolégicos como la enfermedad de Alzheimer (Craft et al.,
1999; Davis et al., 1999; van de Nes et al., 2002), la enfermedad de Huntington (Aronin et al., 1983;
Beal et al., 1988), la enfermedad de Parkinson (Beal et al., 1988; Strittmatter et al., 1996; Eve et al.,
1997) vy la epilepsia del l6bulo temporal (Robbins et al., 1991; Strowbridge et al., 1992). Por otra
parte, en algunos estudios, se propone que problemas relacionados con el desarrollo del sistema
somatostatinérgico podrian estar involucrados en fallas respiratorias, sobre todo en el proceso de
generacion de boqueos de bebés que murieron a causa del SMSL (Chigr et al., 1992; Carpentier et
al., 1998; Carpentier et al., 1999; Lavezzi et al., 2004a; Lavezzi et al., 2004b; Lavezzi y Maturri,
2008). Por ejemplo, en infantes que fallecieron a causa del SMSL, se reportd que éstos tienen mayor
numero de sitios de union a la SST en diversos nucleos neuronales relacionados con la generacion
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de la respiracion, en comparacion con la cantidad de sitios de union a SST observados en nifios que
no fallecieron por este mal (Chigr et al., 1992; Carpentier et al., 1998). Como se menciond
previamente, el SMSL se asocia a una falla en la generacién de los boqueos, que son
indispensables para llevar a cabo el proceso de autorresucitacion (Poets et al., 1999; Thach, 2005;
Erickson y Sposato, 2009). El aumento en la cantidad de receptores a SST, observado en nifios que
murieron por el SMSL (Chigr et al., 1992; Carpentier et al., 1998), se podria relacionar con la
incapacidad de estos nifios para generar el proceso de autorresucitacion (Lavezzi y Maturri, 2008).
Ademas de estas evidencias, que muestran una relacion entre posibles problemas del sistema
somatostatinérgico y el SMSL, también se ha reportado un aumento en la cantidad de la
somatostatina en nucleos relacionados con la generacion de la respiracion, tales como el nucleo
Kolliker-Fuse, el locus coeruleus, el nucleo hipogloso, el nucleo dorsal motor del vago, el nucleo del
tracto solitario y el nucleo ambiguo (Lavezzi et al., 2004a; Lavezzi et al., 2004b). En conjunto, el
aumento en la concentracion, tanto de la SST como de sus receptores, en nlcleos involucrados con
la generacion del ritmo respiratorio de infantes que fallecieron por el SMSL, nos permiten sugerir que
los sistemas de la SST son fundamentales para la regulacion de la respiracién y, también, para

realizar un proceso adecuado de autorresucitacion en infantes que sufren un periodo de apnea.

Por otra parte, los efectos de la SST sobre la respiracion se han estudiado ampliamente y se
ha reportado que este péptido modula la respiracién a diferentes niveles (Llona y Eugenin, 2005). A
nivel sistémico, se ha reportado que la infusion intravenosa de SST en seres humanos deprime la
respiracion tanto en condiciones de oxigenacién normal como en condiciones de hipoxia (Maxwell et
al., 1986; Filuk et al., 1988; Pedersen et al., 1999). Ademas, a nivel periférico, se ha observado que
la SST también afecta la actividad de motoneuronas respiratorias (Oomura y Mizuno, 1986) e inhibe
corrientes de Ca2* en células de los cuerpos carotideos (e Silva y Lewis, 1995). Sin embargo, estos
estudios solamente demuestran los efectos de la SST a nivel sistémico y periférico y no permiten
determinar si la SST podria ejercer sus efectos a nivel del SNC. En esta tesis, se sugiere que la SST
podria actuar en el SNC, puesto que se ha detectado la expresion de ésta en somas y terminales
nerviosas de diversos nucleos respiratorios del tallo cerebral, incluidos el nucleo del tracto solitario
(Kalia et al., 1984, Leibstein et al., 1985), el nucleo ambiguo (Leibstein et al., 1985), el nucleo
trigémino espinal (Leibstein et al., 1985) y de gran interés para este trabajo en el preBotC (Stornetta

et al., 2003). Hasta el momento, diversos estudios han evaluado el efecto de la SST sobre la
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respiracion, a nivel del SNC (Harfstrand et al., 1984; Kalia et al., 1984; Harfstrand et al. 1985;
Yamamoto et al., 1988; Llona et al., 2004; Gray et al., 2010; Pantaleo et al., 2011). Kalia y cols.,
(1984), reportaron que la inyeccion intracisternal de SST en ratas anestesiadas produce eventos de
apnea irreversible (Kalia et al., 1984). Esta depresion de la respiracion también se observd cuando
se aplico SST sobre el nucleo paragigantocelular lateral de gatos y ratas (Yamamoto et al., 1988).
Por otra parte, e interesantemente, la latencia de esta apnea, producida por la SST, se acorta por
condiciones de hipoxia y de hipercapnia (Harfstrand et al., 1984; Harfstrand et al., 1985). Estas
observaciones en conjunto, nos permiten sugerir que la SST ejerce efectos neuromoduladores sobre
diferentes nucleos neuronales relacionados con la respiracion y, muy posiblemente, de manera
directa sobre el circuito que genera la respiracion, el preBotC. Esta posibilidad no se ha estudiado
con profundidad y existen pocos estudios en los que se ha investigado el efecto de la modulacion de
la SST sobre diferentes nucleos neuronales relacionados con la respiracion, como el complejo
Botzinger y el preBotC (Llona et al., 2004; Gray et al., 2010; Pantaleo et al., 2011). En un trabajo en
el que se utilizé la preparacion de tallo cerebral-médula espinal, Llona y cols., (2004), demostraron
que mediante la aplicacién de SST, en forma de bolus, se disminuye la frecuencia y la amplitud de
las rafagas de actividad respiratoria, registradas en el nervio frénico, sugiriendo que la SST modula
la generacion de la respiracion mediante un efecto sobre el SNC (Llona et al., 2004). Ademas,
también se ha propuesto que la depresion de la ventilacion, mediada por la inyecciéon de &cido
aspartico en el tallo cerebral, se debe a la liberacién endégena de SST (Feldman et al., 1990). De
manera mas especifica, se ha reportado que la aplicacién de SST directamente sobre nucleos
relacionados con la generacion de la respiracion, como son el CB y el preBotC de conejos, afecta la
frecuencia del ritmo respiratorio, registrado en el nervio frénico, lo que sugiere que este péptido
modula al nicleo generador de la respiracion (Pantaleo et al., 2011). Recientemente, en un estudio
donde también se utilizd la preparacion en bloc y se registré la actividad respiratoria del nervio
frénico, se reportd que la aplicacion de SST reduce la frecuencia del ritmo respiratorio (Gray et al.,
2010). En ese estudio, se observd que la SST reduce la frecuencia respiratoria de manera
‘cuantica”, es decir, que los periodos entre cada rafaga respiratoria se incrementaron, en multiplos
enteros, de los periodos obtenidos bajo condiciones control (Gray et al., 2010). Se ha reportado
previamente que esta disminucion de la frecuencia respiratoria, de “tipo cuantico” ocurre cuando el
farmaco inhibe directamente al preBotC (Mellen et al., 2003). A diferencia de los estudios previos,

que no distinguen claramente los sitios de accion de la SST, aqui se propone que la SST podria
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ejercer sus efectos sobre la respiracion al actuar directamente sobre el circuito generador de ésta, el
preBotC. Ademas, es posible que la SST module, de manera endogena y constitutiva, la generacion
del ritmo respiratorio ya que se sabe que las células del preBotC tienen la maquinaria necesaria para
generar la SST (Llona et al., 2001; Stornetta et al., 2003) y también expresan el receptor tipo 2 para
somatostatina (Gray et al., 2010). Hasta la fecha, se desconoce si la SST es capaz de modular la
generacion de los diferentes ritmos respiratorios producidos por el preBotC y, mucho menos, se
conoce su mecanismo de accion en este circuito neuronal. Ademas, aunque se ha reportado la
expresion del SSTR2 en las neuronas del preBotC (Gray et al., 2010), no existen trabajos que
descarten la expresion de otros SSTRs, o bien que demuestren la posible participacion de éstos en
la modulacion somatostatinérgica de la respiracion. Por otra parte, a nivel celular, no se han
investigado los efectos de la SST sobre las propiedades intrinsecas y sinapticas del preBotC.
Finalmente, aunque se ha reportado que problemas en el desarrollo del sistema somatostatinérgico
podrian estar involucrados en el SMSL (Chigr et al., 1992; Carpentier et al., 1998; Lavezzi et al.,
2004a; Lavezzi et al., 2004b; Lavezzi y Maturri, 2008), no se han realizado estudios en los que se

evalue directamente la relacién del sistema somatostatinérgico con el proceso de autorresucitacion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La SST deprime la respiracion mediante efectos a nivel sistémico y central. Este efecto
depresor de la SST se ha observado tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia. Ademas,
las neuronas del circuito generador del ritmo respiratorio, el preB6tC, producen SST. También se
sabe que las neuronas de este circuito expresan receptores del tipo 2 para la SST (SSTR2), por lo
que es posible que la SST actue en el preBotC a través de los SSTR2 en condiciones de normoxia y
de hipoxia. A partir de lo anterior, en esta tesis se investigé si la SST es capaz de modular la
generacion de los diferentes ritmos respiratorios, actuando directamente sobre el preBotC, tanto en
condiciones de oxigenacién normal como de hipoxia. Por otra parte, se sabe que la SST modifica la
actividad sinaptica y las propiedades intrinsecas de diferentes circuitos neuronales, activando o
inhibiendo canales de potasio y calcio, respectivamente. Debido a esto, en este trabajo también se
estudié como afecta la SST a las propiedades intrinsecas y sinapticas del preBotC, asi como los
posibles canales ionicos involucrados en estos efectos. Finalmente, se ha propuesto que existen
alteraciones en el sistema somatostatinérgico de bebés recién nacidos que sufren del SMSL,
sindrome relacionado con una incapacidad para producir boqueos y autorresucitacion. Con base a
esto, se estudio el efecto de la SST sobre la respiracién in vivo en condiciones de normoxia y de

asfixia, asi como sobre el proceso de autorresucitacion.

HIPOTESIS.

La SST inhibira los diferentes ritmos respiratorios: eupnea, suspiros y boqueos, a través de
una accion directa sobre el circuito generador del ritmo respiratorio. Este péptido ejercera sus
efectos mediante la activacion de los SSTR2, lo que activara o inhibira, uno o varios canales de K* o
de Ca?, respectivamente. En consecuencia, se disminuira la generaciéon de la respiracion y el

proceso de autorresucitacion in vivo.
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OBJETIVOS:

Objetivo general:

» Caracterizar la modulacion somatostatinérgica de la generacién del ritmo respiratorio por

el preBotC, bajo condiciones de normoxia e hipoxia, tanto in vitro como in vivo.

Objetivos especificos:

>

Analizar el efecto de la SST sobre los ritmos respiratorios generados por el

preBotC in vitro.

Determinar los receptores involucrados en la modulacion somatostatinérgica del

preBotC in vitro.

Determinar los cambios en las propiedades intrinsecas neuronales que

participan en la modulacion somatostatinérgica del preBotC in vitro.

Determinar los cambios en las propiedades sinapticas que participan en la

modulacion somatostatinérgica del preBotC in vitro.

Evaluar los efectos de la SST sobre la generacion de los distintos ritmos

respiratorios y la autorresucitacién, in vivo.
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MATERIALES Y METODOS.

Animales.

Todos los experimentos de esta tesis se realizaron en ratones neonatos de 6 a 8 dias de
nacidos (P6-P8) de la cepa Swiss-Webster. Los protocolos experimentales se aprobaron por los
comités locales de ética en experimentacion animal (CICUAL-Cinvestav e INB-UNAM). Ademas,
todos nuestros experimentos se realizaron conforme la Norma Oficial Mexicana para el Uso y
Cuidado de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

Obtencion de rebanadas transversales de tallo cerebral.

Los registros electrofisiolégicos in vitro se realizaron en rebanadas transversales de tallo
cerebral que se obtuvieron de la siguiente manera: Los animales se decapitaron y se les extrajo
rapidamente el tallo cerebral. Este se colocd en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) frio y
burbujeado constantemente con carbogeno (mezcla de O2 95% y CO2 5%). EI LCRA contenia: NaCl
119 mM, KCI 3 mM, CaCl2 1.5 mM, MgCl, 1 mM, NaHCO3 25 mM y D-glucosa 30 mM, ajustado a un
pH de 7.4. El tallo cerebral se pegd sobre un bloque de agar y se coloco en un vibratomo para
realizar los cortes seriales, de manera transversal, en direccion rostro-caudal, hasta identificar el
margen rostral del preBotC. Para identificar esta zona, se utilizaron marcadores anatomicos como la
desaparicion del nucleo facial (VII) y la aparicién de la oliva inferior (Ol), el nicleo ambiguo (NA) y el
nucleo hipogloso (XII). Las rebanadas utilizadas tenian un grosor de 700 um. Solamente se obtuvo
una rebanada por cada animal. Una vez obtenida esta rebanada, se le colocd en una cdmara de
registro que contenia 3 ml de LCRA. Dicha rebanada se perfundi6 constantemente con LCRA a una
velocidad de flujo de 15-20 mi/minuto, en un volumen total de 50 ml. La temperatura de la camara de
registro se mantuvo constante a un valor de 29 £ 1 °C. Con la intencién de facilitar la generacién del
ritmo respiratorio y de mantenerlo constante por horas, se elevé la concentracién extracelular de KCl

desde una concentracion inicial de 3 mM a una concentracion final de 8 mM durante un periodo de
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30 minutos antes de iniciar los registros electrofisioldgicos (Tryba et al., 2003). Para la induccién de
las condiciones hipdxicas, se dejo de burbujear el LCRA con carbdgeno y se burbujed con una
mezcla de nitrégeno (N 95% y CO2 5%; Pefia et al., 2004; Pefa et al., 2008; Zavala-Tecuapetla et
al., 2008).

Registros electrofisiologicos.

Para el desarrollo de esta tesis, se realizaron diferentes tipos de registros, dependiendo del
tipo de actividad que se deseaba obtener. En condiciones in vitro, se hicieron registros
electrofisioldgicos multiunitarios para registrar la actividad poblacional del preBotC. Ademas, para
registrar la actividad de neuronas respiratorias, tanto espiratorias como inspiratorias, del tipo
marcapaso y no marcapaso, se realizaron registros unicelulares mediante la técnica del patch-clamp.
Finalmente, en condiciones in vivo se obtuvieron registros pletismogréficos para determinar el efecto
de diferentes farmacos sobre la respiracion. A continuacion, se detallan cada uno de los diferentes

tipos de registros utilizados:

Registros multiunitarios de la actividad poblacional del preB6tC.

Para registrar la actividad poblacional del preBotC, los registros electrofisioldgicos se
hicieron con electrodos de succion, colocados sobre la superficie de la rebanada a nivel del preBotC
(Fig. 12). La sefial se amplificé y se filtré con un amplificador de corriente alterna con un ancho de
banda de 0.25 KHz a 5 KHz (Grass Instruments, Quincy, MA, USA). La sefial obtenida también se
rectifico e integrdé simultaneamente con un filtro electronico (constante de tiempo 30-50 mseg,
disefiado por JFO electronics de la Universidad de Chicago; Pefia y Ramirez, 2002; Pefia y Alavez-
Perez, 2006). Finalmente, la sefial eléctrica se digitalizd con un convertidor analdgico-digital (BNC-
2110, National Instruments) y los datos se almacenaron en una computadora personal para su

posterior analisis.
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Registros de patch-clamp de neuronas respiratorias.

Para registrar individualmente la actividad de las neuronas del preBotC, se utilizo la técnica
del patch-clamp “a ciegas” (Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Para estos registros, se usaron
electrodos, hechos de capilares de borosilicato (G150F-4; Warner Instruments, Harden, CT, USA),
rellenados con solucién interna, que contenia: K-gluconato 120 mM; KCI 20 mM; CaCl, 1 mM; EGTA
10 mM; MgClz 2mM, Na,ATP 4 mM y HEPES 10 mM,; ajustada a un pH de 7.2. Para identificar a las
neuronas respiratorias, se registré simultdneamente la actividad poblacional del preBotC, que se usd
como referencia. Las células se mantuvieron en la configuraciéon de “cell-attached” mientras se
identificaba su patron de disparo. Una vez que se identificaba el tipo celular (inspiratoria o
espiratoria) se gener6 un gigasello y se registrd su actividad eléctrica en la configuracién de célula
entera en la modalidad de fijacion de corriente (Pefia et al., 2004). En algunos de estos
experimentos, se bloqueo la actividad sinéptica con la intencién de identificar neuronas inspiratorias
de tipo marcapaso. Para hacer esto, se aplicd un coctel de antagonistas de receptores para GABA,
glicina y glutamato (Pefia y Ramirez, 2002; Pefia et al., 2004). Solamente se registrd una neurona

por cada rebanada de tallo cerebral.

10 mv

[, N, USRS, NS, I, WO W

[preBstc Tseg

A

20 seg

I preBotC

Figura 12. Registros electrofisiolégicos realizados en la rebanada de tallo cerebral. A) En la preparacion de la
rebanada de tallo cerebral se realizaron registros duales. Por una parte se registrd la actividad poblacional del preBotC
(trazo inferior) y, simultaneamente, se registrd la actividad unicelular de neuronas respiratorias (trazo superior). B) Islas
del preBotC, extraidas de la rebanada de tallo cerebral, en las que se registro la actividad poblacional del preBotC (J
preBotC). Las islas del preB6tC se obtienen con la intencion de remover todos los nucleos vecinos al mismo. XIl, nucleo
del nervio hipogloso; X, nicleo del nervio vago; Ol, oliva inferior; NTE, niicleo trigémino espinal; | preBstC, sefial
integrada del complejo preBotzinger.
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Registros pletismogréficos.

Para registrar los movimientos respiratorios, in vivo, se hicieron registros pletismograficos de
ratones P6 a P8 (Fig. 13). Para esto, los animales se colocaron en una cdmara pletismografica y se
les dejo recuperar durante, al menos, 10 minutos. La camara de registro se ajusto al tamafio exacto
del animal, con la intencion de evitar el movimiento del mismo (Fig. 13). Las sefiales de la
respiracion, producidas por el desplazamiento del torax, se obtuvieron por un método barométrico
(Pefia y Aguileta, 2007; Pefia et al., 2008; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Los cambios de presion,
producidos por los movimientos inspiratorios y espiratorios, se midieron utilizando un transductor de
presion de alta ganancia diferencial (Grass Instruments). La sefial obtenida se amplifico y se filtrd
(pasa bajas 0.25 KHz, pasa altas 0.3 KHz) con un amplificador de corriente directa (Grass
Instruments). En estas condiciones, los farmacos se aplicaron de manera intracisternal (en 5 ul de
LCRA) (Yoneda et al., 1991; Martinez et al., 1995; Martinez et al., 2000; Pefia y Aguileta, 2007; Pefia
et al., 2008; Zavala-Tecuapetla et al., 2008) y sus efectos sobre la respiracion se registraron durante
10 minutos. Con la intencidn de aplicar concentraciones equiparables de los farmacos, tanto in vitro
como in vivo, se asumid que la cantidad del farmaco inyectado se diluia en el cerebro completo de
los ratones, que tenia un peso promedio de 330 mg (Pefia y Aguileta, 2007; Zavala-Tecuapetla et al.,
2008). De este modo, se aplicé la cantidad necesaria del farmaco, a partir de un stock, para alcanzar
la concentracion deseada al diluirse en 330 uL (Pefia y Aguileta, 2007; Zavala-Tecuapetla et al.,
2008). En todos los experimentos se humidificd el aire y esto se consideré como la normoxia. Para
inducir las condiciones de asfixia, el aire se sustituy6d por una mezcla de nitrégeno (N 95% y CO-
5%) y se mantuvo durante 3 minutos, hasta inducir un periodo de apnea y con esto, la generacion de
los boqueos (Pefa et al., 2004; Pefia et al., 2008; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Finalmente, se
restituyd el aire normal y se evalu6 el proceso de la autorresucitacién de los ratones. La
autorresucitacion se considerd exitosa cuando el animal recuper6 totalmente la capacidad de

generar la eupnea (Fewell et al., 2000; Gozal et al., 2002).
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transductor
de presion

registro pletismografico
Entrada de aire

camara pletismografica

Figura 13. Método pletismografico utilizado para registrar la respiracion en condiciones in vivo. El animal se
coloca en una camara pletismografica con la cabeza por fuera de la misma. Enfrente del animal se coloca un sistema de
aplicacion constante de aire humidificado (lado izquierdo). Los cambios producidos por la expansion y la contraccién de
la caja torécica del raton son registrados por un transductor de presién (en medio). Los registros se digitalizaron y
almacenaron en una computadora para su analisis posterior. Tomado de Zavala-Tecuapetla (2008).

rt-PCR en tiempo real (qPCR).

La expresion de ARNm para los diferentes receptores de SST se evalué a partir de muestras
de ARN de cerebro total y del preB6tC, por separado, en ratones neonatos de P6 a P8 y con el uso
de la técnica de rt-PCR en tiempo real (qPCR). Para extraer especificamente el preBotC de la
rebanada completa del tallo cerebral, se utilizé una aguja del tamafio 17, que tiene un diametro de
1.06 mm, y que es del tamafio indicado para extraer el area correspondiente al preBotC (Lai et al.,
2001). Con el objetivo de obtener suficiente ARNm del preBo6tC, se utilizaron 3 grupos de ratones.
Cada grupo se conformd de 12 a 14 animales. Para obtener el ARNm del cerebro completo, se
utilizé un cerebro por cada experimento. Las muestras de tejido del preBotC y del cerebro se
colocaron por separado en tubos eppendorf que contenian 1 ml de reactivo de Trizol® y se
almacenaron a -90 °C, hasta continuar con los siguientes pasos del experimento. Para la extraccion
del ARNm se sigui6 el protocolo del reactivo de Trizol® (Invitrogen, Cat. No. 15596-018). Para
producir el ADNc se utilizé el protocolo de la enzima Super-Script Il de Invitrogen (Cat. No. 18064).
Finalmente, los experimentos de PCR en tiempo real se realizaron usando la mezcla preparada de
SYBR PCR (Bio-Rad). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI Prism 7000
(Applied Biosystems). Cada tubo de reaccion contenia: 5 ul de la mezcla SYBR, 3 ul de la mezcla
de primers, tanto 5 = 3’ como 3’ - 5’ (cada uno a una concentracién de 10 uM) y 2 ul de ADNc.
Las reacciones de PCR se iniciaron con una temperatura de 95 °C para desnaturalizar el ADNC.
Después, la temperatura se disminuy6 a 65 °C para favorecer el alineamiento de los primers vy,

finalmente, se aplicaron 40 ciclos de 37 °C a 65 °C para realizar la amplificacion. La cuantificacion de
93



los niveles de expresion de los genes de interés se realiz6 utilizando el valor del ciclo umbral (CT,
por sus siglas en inglés). El valor del CT se obtuvo con el software del termociclador ABI Prism 7000.
La cantidad de la expresion de cada uno de los genes se calculd con la formula: (1/2 ©T). Todos los
valores fueron normalizados al valor de la expresion de ARNm para GAPDH, para cada uno de los

tejidos utilizados.

Diseiio de los primers utilizados para la qPCR.

En este trabajo, se amplificaron los ADNc para 7 transcritos diferentes: el de la enzima
GAPDH, los 5 receptores a SST (SSTR1-SSTR5) y el del receptor a sustancia P (NK1R). El gen de
la GAPDH se utilizd para normalizar todos los valores de expresion al valor de este transcrito
constitutivo. El transcrito del NK1R se utiliz6 como marcador molecular de las neuronas respiratorias
del preBotC (Gray et al., 2001; Gray et al., 2010). Las secuencias y los numeros de acceso de estos
genes se obtuvieron del GenBank ®. A continuacion, se muestra la tabla con los numeros de

accesos de cada gen, los primers utilizados para amplificar cada uno de estos y el tamafio de cada

amplificado.
GEN Numero de acceso primer5' — 3' primer 3' — 5' Tamaio
GENBANK del
producto
GAPDH | XM_001473623.1 AACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA GGCTAAGCAGTTGGTGGTGC 50 nt
NK1 NM_009313.4 ATTGAGTGGCCAGAACATCCC GGATCTCACTGGCCCACAGT 142 nt
SSTR1 | NM_009216 GCTCAGAGCGCAAGATCACTC CAGACAACTGGCTCACGGTG 135 nt
SSTR2 | NM_009217 AGTCCTCTGGAATCCGAGTGG CCACAGACACGGAAGAGACGT 141 nt
SSTR3 | NM_009218 GCAACTCGCTGGTGATCTACG GTTCTGAGCAGCCAGGAAGG 131 nt
SSTR4 | NM_009219 TCCTGGAAACAACTGGAGGTG GACTTGCTTGCAGCCAGGTT 146 nt
SSTR5 | NM_011425 CACCTAGCTGGAATGCCTCAG GTGTGTTTCCACCCAGTCCC 144 nt

Tabla 2. Lista de los pares de primers utilizados para evaluar la expresion de los transcritos de los diferentes
receptores de SST, asi como los controles (GAPDH y NK1R), tanto en el preB6tC como en el cerebro
completo.
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Analisis de datos

Todos los registros electrofisioldgicos se analizaron utilizando los programas IGOR-Pro
(WaveMetrics, Lake Oswego, Oregon) y AxoScope (Axon Instruments). Las curvas concentracion—
respuesta se utilizaron para calcular los valores ICso con el programa SigmaPlot (Systat Software
Inc, Germany). Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism
(GraphPad, San Diego, CA). Los pardmetros de periodicidad que se analizaron son la irregularidad y
la frecuencia de los ritmos respiratorios, registrados en diferentes condiciones experimentales. Estos
parametros, se evaluaron cada minuto, durante un periodo de 10 minutos, para cada condicion
experimental. La irregularidad (1) del ritmo respiratorio, se calculd con la férmula I, = ABS (Pn - Pr.1)/
Pn-1; donde, I es el valor de la irregularidad; nw es el niumero del ciclo, Py representa un periodo en
este ciclo, Pn.1 es el periodo anterior y ABS es el valor absoluto. Ademas, se usaron dos métodos
adicionales para evaluar este parametro. Por un lado, se calculd el coeficiente de variacion de los
periodos (CV), utilizando la férmula: CV = (desviacion estandar/media) * 100 (Viemari et al., 2004;
Viemari et al., 2011); y, por otra parte, se compararon las diferencias en la dispersion de los valores
de los periodos, respecto una media normalizada, con el uso de la prueba de Levene. Para hacer
esto, se dividio el valor de cada periodo entre el valor promedio del grupo, lo que permite normalizar
las medias de todos los grupos, es decir, la media para todos fue igual a 1y, de esta manera, se

analiz6 la varianza de los periodos de cada grupo.

Para evaluar la cinética de las rafagas de actividad poblacional de los ritmos respiratorios
producidos por el preBotC, se integro la sefial eléctrica producida por éste. A partir de esta integral
se analizd la amplitud, la duracion y el tiempo de subida de las rafagas de actividad respiratoria. La
amplitud se cuantificé en el pico méximo de la réfaga. El tiempo de subida se cuantificé del 10% al
90% de la amplitud méxima. Por Ultimo, la duracién se midi6 al 50% de la amplitud maxima de estas

rafagas. En la figura 14 se ilustran los parametros analizados durante este estudio.

Para analizar los efectos de la SST sobre la actividad unicelular, se evalud el potencial de
membrana de las neuronas respiratorias, asi como su frecuencia de disparo, tanto en presencia
como en ausencia de SST. Ademas, se cuantifico la duracion, la amplitud y la frecuencia de las

rafagas de potenciales de accion en ambas condiciones.
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El efecto de la SST sobre la actividad poblacional tonica del preBotC se cuantifico mediante
un analisis clasico de poder espectral (Pefia y Alavez-Pérez, 2006; Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia
et al., 2010). Para hacer esto, se analizaron segmentos de 2 segundos utilizando un algoritmo de la

transformada rapida de Fourier con el programa Clampfit (Molecular Devices).

Todos los datos se presentan como la media + el error estandar (EE). Las diferencias
estadisticas entre los diferentes grupos se determinaron mediante el uso de una prueba t de Student
(para comparar dos grupos de modo pareado o no pareado), o bien, mediante una prueba ANOVA
de una via, seguida por una prueba post-hoc de Tukey o de Dunnett (para comparar tres 0 mas
grupos). Para evaluar las diferencias del proceso de autorresucitacion entre los diferentes grupos de
animales, se us6 una prueba Chi-cuadrada. Para todos los casos, el valor de p < 0.05 se consider6

como significativamente diferente.

Patréon de la eupnea

90% ————————
Tiempo de Amplitud
subida10-90%
1O s
< n-1 > | <€ n >

Irregularidad = |n - (n-1)|
n-

Figura 14. Parametros del patron respiratorio cuantificados en las diferentes condiciones experimentales. En la
parte superior se muestra como se cuantificaron el tiempo de subida, la duracién media y la amplitud de la cinética de las
rafagas respiratorias. En la parte inferior, se muestra la manera de calcular la irregularidad del ritmo respiratorio.
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Farmacos

Para realizar el trabajo experimental de esta tesis se utilizaron los siguientes farmacos:

Somatostatina-14 (SST); como agonista de los SSTRs.

BIM23014C: B—(2-Naftil)-D-Ala-Cis-Tir-D-Trp-Lis-Val-Cis—-Thr amida [puente
disulfuro: 2-71). Como agonista especifico del receptor tipo 2 de SST.
Ciclosomatostatina (CSST): Ciclo (7-amino heptanoil-Phe-D-Trp—Lis—Thr [BzI]).
Como antagonista inespecifico de los receptores de SST.

Nifedipina: 1,4-Dihidro-2,6—dimetil-4— (2-nitrofenil) —3,5-acido piridino dicarboxilico
dimetil éster. Como un bloqueador especifico de los canales de Ca?* tipo L.

TEA: Cloruro de Tetraetilamonio. Un bloqueador de los canales de K*.

Tolbutamida: 1-Butil-3—(4—metil fenil sulfonil) urea. Un bloqueador de canales de K*
dependientes de ATP.

Glibenclamida: 5- Cloro-N—{4—(ciclo hexil ureido sulfonil) fenetil]-2-metoxi
benzamida Gliburida N-p-[2—(5—Cloro—2-metoxi benzamido) etil] benzeno sulfonil-
N'—ciclohexil urea. Otro bloqueador de canales de K* dependientes de ATP.
Linopirdina: 3-Dihidro —1-fenil-3,3-bis (4—piridinil metil) —-2H —indol-2—one DuP 996.
Un bloqueador de la corriente M de K*.

XE-991: 10, 10-bis (4—Piridinil metil}-9- (10H) —antracenona. Otro bloqueador de la
corriente M de K*.

Apamina. Como bloqueador de los canales de K* dependientes de calcio de poca
conductancia, los canales SK.

Paxilina. Como bloqueador de los canales de K* dependientes de calcio de alta
conductancia, los canales BK.

Cianamida 154806 (CYN). Como antagonista especifico de los receptores tipo 2 de
SST.

5-Bromo-2-metoxipiridina (5-Br—-2-Metox). Un antagonista especifico de los
receptores tipo 3 de SST.

Acido kinurénico: 4-Hidroxiquinolina—2—4cido carboxilico. Antagonista inespecifico
de los receptores de glutamato.
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e () Estricnina. Antagonista de los receptores de glicina.

e Bicuculina. Antagonista de los receptores de GABA.

Todos los farmacos se obtuvieron de Sigma Aldrich (San Luis, Misuri, USA) excepto el XE-
991 que se obtuvo de Tocris-Bioscience (Ellisville, Misuri, USA). La SST, el BIM23014C, la CSST, el
TEA, la apamine, XE991, la CYN y la estricnina se disolvieron en agua desionizada. La nifedipina, la
tolbutamida, la glibenclamida, el EBIO, la paxilina, 5-Bromo-2—-metoxipiridina, la bicuculina y el
acido kinurénico se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma, San Luis, Misuri, USA). Por
ultimo, la linopirdina se disolvié en etanol. Todos los farmacos se prepararon en soluciones stock

concentradas 1000x y se almacenaron a -20 °C hasta que se utilizaron.
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RESULTADOS

La somatostatina inhibe la generacion de los ritmos respiratorios e incrementa la regularidad

de la eupnea in vitro.

El preBotC, aislado in vitro y en condiciones de oxigenacion normal, genera la eupnea (Fig.
15 A) y, en algunas preparaciones, ésta se alterna con suspiros ritmicos (Fig. 16 A; Lieske et al.,
2000; Pefia et al., 2004; Zavala—Tecuapetla et al., 2008). Por otra parte, en condiciones hipoxicas el
preBotC sufre un proceso de reconfiguracion que conduce a la generacién de un tercer ritmo
respiratorio, denominado boqueo (Fig. 17 B; Lieske et al., 2000). Utilizando la preparacién de
rebanada de tallo cerebral, que contiene al preBotC, se investigo el efecto de la aplicacion de SST

exogena sobre la generacion de estos tres ritmos respiratorios.

La aplicacion de SST en condiciones de normoxia e in vitro produce una inhibicion
generalizada de la actividad del preBotC (Figs. 15 16). Esta inhibicion, incluye un decremento de la
actividad tonica de este circuito (Fig. 15 Al, trazos representativos), que se refleja en el anélisis de la
potencia de la actividad eléctrica del preBotC entre las réfagas inspiratorias, mediante la
transformada de Fourier (Fig. 15 Al, grafica). La inhibicién del preBo6tC por la SST, también se
observa como una reduccién en la frecuencia de la eupnea al 75.7 £ 2.2%, respecto al control,
después de 10 min de aplicacion continua de 500 nM de SST (p < 0.05; N = 5; Fig. 15). El curso
temporal de la reduccién de la frecuencia de la eupnea, producida por 500 nM de SST (Fig. 15 All.
izquierda), muestra que la inhibicion alcanza un estado estable después de 10 min, y que este efecto
se revierte cuando se lava el farmaco (Fig. 15 All, izquierda). Al tiempo en que la SST disminuye la
frecuencia del ritmo respiratorio, también incrementa su regularidad, lo que se revela como una
disminucién de la irregularidad de la eupnea al 76.6 + 1.9% del control, después de 10 min de
aplicacion continua de 500 nM de SST (p < 0.05; N = 5; Fig. 15 All, en medio). El decremento de la
irregularidad también se observa como una disminucion del coeficiente de variacién de los periodos
(CV)de 22.6 + 1.3a17.8 £ 0.4, en ausencia y presencia de SST, respectivamente (p < 0.05; Fig. 15
A I, derecha). La irregularidad y el CV del ritmo respiratorio, presentaron un curso temporal y una

reversibilidad similar a los encontrados en la reduccion de la frecuencia por la SST. Ademas, el
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incremento de la regularidad del ritmo producido por la SST también se observa como una
disminucidn en la varianza de los periodos normalizados de 0.06 bajo condiciones control a 0.03 en

presencia de SST (p < 0.05, evaluados con la prueba estadistica de Levene).

En este trabajo, también se probaron diferentes concentraciones de SST (desde 50 nM
hasta 1 uM) y se cuantificaron sus efectos sobre la frecuencia y la irregularidad de la eupnea, con la
intencion de determinar la concentracion inhibidora media (ICso) de este péptido. El analisis de estos
experimentos, mediante una curva concentracion—respuesta y el célculo de la ecuacion de Hill,
muestra que la SST disminuye la frecuencia (Fig. 16 Alll, izquierda) y el CV (Fig. 16 Alll, derecha) de
la eupnea de una manera dependiente de la concentracion. Mediante el ajuste de esta curva, se
encontr6 que la ICso es de 110 y 90 nM y el coeficiente de Hill de 1.0 y 1.4, para el efecto de la SST
sobre la frecuencia y el CV, respectivamente (Fig. 16 Alll). Por otra parte, cuando se evalu6 el efecto
de la SST sobre los patrones de las rafagas inspiratorias, se encontré que la SST no modifica ni la
amplitud, ni la duracién, ni el tiempo de subida cuando se aplica a concentraciones menores de 500
nM (inserto de la Fig. 16 Alll). Sin embargo, cuando se aplicé SST a una concentraciéon de 1uM, la
SST incrementa significativamente la amplitud al 121.4 £ 3.0 % del control, (p < 0.001), la duracién
al 122.0 £ 8.2 % del control (p < 0.05) y el tiempo de subida al 140.1 £ 15.7 % del control (p < 0.05),
de éstas rafagas. Con base en estos resultados, se decidié utilizar una concentracién de 500 nM de
SST para el resto de los experimentos, con la finalidad de evaluar los efectos de este péptido sobre
la ritmicidad del preB6tC, en ausencia de cambios en las caracteristicas cinéticas de las rafagas

inspiratorias.

En la figura 15 A, se muestra que la SST modula la generacion de la eupnea, producida por
el preBotC. Sin embargo, con estos experimentos no es posible diferenciar entre una accion directa
de la SST sobre el preBotC y una posible accion indirecta de la SST sobre otros nucleos neuronales
contenidos dentro de la rebanada de tallo cerebral (Fig. 16 B; Pefia y Ramirez, 2002; Ptak et al.,
2009). Tomando en consideracion esto, se extrajeron islas del preBotC provenientes de rebanadas
de tallo cerebral y se registro su actividad como se ha reportado antes (Tryba et al., 2008; Fig. 15 B).
En estas islas, los efectos de la aplicacion de 500 nM de SST fueron idénticos a los observados en
la rebanada completa de tallo cerebral. Asi, se encontrd6 que la aplicacion de SST reduce la
frecuencia del ritmo respiratorio al 83.51 + 4.29% del control y también incrementa la regularidad del
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mismo (N =7, Fig. 16 B, trazos representativos y primer grafica; p < 0.05). Esto ultimo, se cuantificd
como una reduccion del indice de irregularidad, al 67.49 £ 7.15% del control (N = 7; p < 0.05), del
CV (de 35.9 + 2.9 en ausencia de SST a 18.9 + 1.6 en presencia de SST, Fig. 15 B, grafica de la
derecha) y de la varianza de los periodos normalizados de 0.13 en condiciones control a 0.03 en
presencia de SST (p < 0.05). Estos datos, nos permiten concluir que la SST modula la actividad del

preBotC, actuando directamente sobre éste nucleo.
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Figura 15. La somatostatina modula la generacion de la eupnea actuando directamente sobre el preBotC. A)
Trazo representativo de la eupnea, obtenido por el registro de la actividad poblacional del preB6tC en una rebanada de
tallo cerebral, asi como la modulacion producida por la SST sobre la misma. Al) Registros representativos de la actividad
del preBotC como sefial cruda (trazos superiores) e integrada (trazos inferiores), en condiciones de normoxia, antes
(control) y después de la aplicacion de la SST. Los cuadros punteados en cada trazo representan los segmentos
utilizados para realizar el analisis de Fourier mostrado en el lado derecho. All) Cursos temporales de los datos
normalizados para la frecuencia (gréfica de la izquierda), la irregularidad (gréfica de en medio) y el coeficiente de
variacion de los periodos (CV; gréfica de la derecha) de las rafagas respiratorias durante condiciones control, en
presencia de SST y el lavado de la misma. Es importante notar que la SST disminuye, de manera reversible, la
frecuencia, la irregularidad y el CV. Alll) Curvas concentracion-respuesta de la inhibicién de la frecuencia (grafica de la
izquierda) y del CV (gréafica de la derecha) de las rafagas inspiratorias producida por la SST. Las curvas concentracion—
respuesta se ajustaron con la ecuacion de Hill, que calcula el valor de la ICso y el coeficiente de Hill. Los valores
obtenidos se muestran en cada una de las gréficas. El inserto muestra rafagas representativas antes (negro) y durante
(gris) la aplicacién de SST con la intencidén de mostrar que su patrén es idéntico. B) Representacion esquematica de una
rebanada transversal de tallo cerebral y los cortes que se realizan para obtener una isla del preB6tC. En el panel de en
medio, se muestran los registros representativos de la eupnea obtenida de las islas del preBotC (control), asi como la
modulacién de la SST sobre las mismas (SST 500 nM). Los efectos de la SST, sobre la frecuencia y la irregularidad de
las r&fagas inspiratorias, se cuantificaron 10 minutos después de la aplicacion continua de SST (grafica de la izquierda).
El CV también se calculd y se compar6 con su control (grafica de la derecha). Note que los efectos de la SST son
idénticos a los observados en la preparacién de la rebanada completa de tallo cerebral. * indica una diferencia
significativa (p < 0.05) con respecto al control. | preBotC, sefial integrada del complejo preBétzinger; NTE, niicleo
trigémino; X nucleo motor vago; XlI, nicleo hipogloso.

Como mencionamos previamente, el preBotC en condiciones de normoxia produce otro
ritmo respiratorio ademas de la eupnea. A este segundo ritmo respiratorio se le denomina suspiro
(Lieske et al., 2000). En este estudio, se demuestra que, a diferencia de la modulacion tenue de la
SST sobre la eupnea, la misma concentracion de SST (500 nM) inhibe completamente la generacion
de los suspiros en las rebanadas completas de tallo cerebral (N = 6, Fig. 16 A; los suspiros se
marcan con un punto sobre ellos). Por otra parte, en condiciones de hipoxia, el preBotC se
reconfigura y genera un tercer ritmo respiratorio, denominado boqueo (Lieske et al., 2000; Pefia et
al., 2004). Para estudiar el efecto de la SST sobre la generacion de los boqueos, se aplicd 500 nM
de SST y se espero a que el efecto alcanzara un estado de inhibicion estable (10 min). Después de
esto, se modificaron las condiciones del registro y se indujo la hipoxia con la finalidad de evaluar la
reconfiguracién de la actividad del preBotC (Fig. 16 B). Como control, se compard la generacion de
los boqueos en ausencia de SST (Fig. 16 B, trazo superior) con la generacion de los mismos en
presencia de este péptido (Fig. 16 B, trazo inferior). Previamente, se reportd que el patron de las
rafagas inspiratorias cambia por la reconfiguracion producida por la hipoxia (Lieske et al., 2000).
Estos cambios, se caracterizan por una reduccidn en la duracion de las réfagas, en el tiempo de

subida y en la frecuencia de las mismas (Lieske et al., 2000) (Fig. 16 B, inserto superior). En esta
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tesis encontramos que las condiciones hipdxicas reducen estos parametros al 83.0 £ 2.1%, al 78.4 +
6.5%, y al 78.0 + 6.8% del control, respectivamente, en ausencia de SST (p < 0.05, N = 5, Fig. 16 B,
gréfica; barras negras). Estas modificaciones de las caracteristicas de las rafagas son las que
permiten diferenciar a los boqueos de la eupnea (Fig. 16 B, inserto superior). Respecto a la
generacion de boqueos en las rebanadas bajo condiciones hipdxicas y en presencia de SST, se
encontrd que se reduce la duracion (al 90.4 + 3.4% del control, p < 0.05) y el tiempo de subida (al
77.2 £ 6.5% del control; p < 0.05, Fig. 16 B, inserto inferior y grafica, barras blancas) de las rafagas
inspiratorias generadas por el preBotC. Sin embargo, en presencia de la SST la reduccion en la
frecuencia de estas rafagas por la hipoxia es més pronunciada (61.9 + 9.2%; N = 5, Fig. 17 B,
gréfica, barras blancas) que en ausencia de SST (78.0 + 6.8% del control p < 0.05, N = 5). Estos
resultados indican que la SST también puede modular la reconfiguracién del preBotC y en

consecuencia la generacion de boqueos que se presenta en condiciones hipoxicas.
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Figura 16. La somatostatina modula la generacion de los suspiros y los boqueos generados por el preBotC. A)
Trazo representativo de la actividad ritmica de una rebanada de tallo cerebral que generé tanto eupnea como suspiros
(marcados con circulos negros) y la desaparicion de estos ultimos por la aplicacién de SST. El bloqueo de la generacién
de suspiros, observado en 6 rebanadas, se presenta de manera individualizada en la gréfica del lado derecho. B)
Respuesta del preBotC a las condiciones hipoxicas en una rebanada control (trazo superior) y en una rebanada tratada
con SST (trazo inferior). Los insertos en ambos casos muestran rafagas representativas bajo condiciones de normoxia
(eupnea, gris) y en condiciones de hipoxia (boqueo, negro). Las reducciones sobre la duracion y el tiempo subida de las
rafagas, se mantienen inalteradas en presencia de la SST. Note que la disminucién en la frecuencia de las rafagas
inspiratorias es mayor en las rebanadas tratadas con SST. Los parametros de las rafagas y la frecuencia de las mismas
se cuantifican en la grafica de la derecha. * p < 0.05, respecto al control. # p < 0.05, entre los grupos que se indican.
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La SST endégena modula la actividad del preBotC.

Las neuronas del preBotC que estan continuamente activas tienen la capacidad de producir
SST (Stornetta et al., 2003) por lo que existe la posibilidad de que estas neuronas liberen
constantemente SST y que ésta produzca una modulacién ténica sobre este circuito neuronal, tal y
como ha sido descrito para otros neuromoduladores como la serotonina (Pefia y Ramirez, 2002;
Ptak et al., 2009) y la sustancia P (Ptak et al., 2009). Con el objetivo de estudiar la posible
modulacién tonica de la SST, se bloqued la activacion endogena de sus receptores, usando un
antagonista inespecifico de estos, la ciclosomatostatina (CSST; 100 y 500 nM; Fig. 17). Bajo estas
condiciones, se encontro que la CSST no solamente incrementa la excitabilidad del preBotC (Fig. 17
A) sino que, ademas, bloquea la modulacion sobre este circuito producida por la SST (Fig. 17 B). La
aplicaciéon de 100 nM de CSST produce un incremento significativo, tanto en la irregularidad como
en la frecuencia de las rafagas inspiratorias, a valores de 135.3 £ 8.2 % y 129.4 + 9.2 % del control,
respectivamente (Fig. 17 C, barras blancas; N = 5; p < 0.05). Ademas, la aplicaciéon de 500 nM de
CSST también incrementa la irregularidad al 133.4 + 14.6 % del control, y la frecuencia al 119.8 +
7.4 % del control (Fig. 17 C, barras blancas-lineas diagonales; p < 0.05, N = 8, Fig. 17 C). El
incremento de la irregularidad del ritmo respiratorio, producido por la CSST, también se observé al
comparar, ya sea el coeficiente de variacion de los periodos, CV (de 19.89 £ 1.57 en control a 28.37
* 1.73 en presencia de CSST, N = 8; p < 0.05), o bien, la varianza del mismo, mediante el uso de la
prueba de Levene (de 0.03 en control a 0.089 en presencia de CSST; N = 8; p < 0.05). En lo
referente al patrén de las rafagas inspiratorias, se determind que la CSST disminuye
significativamente su amplitud al 93.0 + 2.5 %, del control, con 100 nM de CSST; y al 93.2 + 1.9 %,
del control, con 500 nM de CSST (p < 0.05). Sin embargo, este antagonista no afecta la duracién
(98.8 + 3.2 % del control con 100 nM de CSST y 100.7 £ 2.0 % del control con 500 nM de CSST), ni
el tiempo de subida de estas réfagas (93.0 + 5.3 % del control con CSST 100 nM 'y 105.5 £ 3.6 %
del control con CSST 500 nM, Fig.17 A, e inserto).

Ademas de los efectos de la CSST sobre el ritmo respiratorio, también se determiné que,
cuando las rebanadas de tallo cerebral se pre-incuban con CSST, se previene la reduccion, tanto de
la frecuencia como de la irregularidad del ritmo respiratorio producida por la SST. Cuando se aplica
SST, en presencia de CSST 500 nM, la frecuencia no se reduce (102.4 £+ 6.9 % del control; Fig. 17 B

64



y C, barras blanca lineas verticales; N = 8; p < 0.05). Ademas, la CSST bloquea la disminucion de la
irregularidad, inducida por la SST, lo que se cuantifico con el indice de irregularidad, que no cambia
significativamente respecto al control (115.8 + 12.2 %; Fig.17 B y C); el analisis de CV, que tampoco
cambié (25.3 £ 1.7 en control vs. 24.8 + 2.8 en presencia de CSST + SST) y mediante la varianza de
los periodos normalizados, que tampoco se modificd (0.06 en condiciones control vs. 0.06 en
presencia de CSST + SST; p > 0.05). Aunado a esto, la CSST también inhibié el bloqueo de la

generacion de suspiros producido por la SST (Fig. 17 B, ver el inserto).

Por otra parte, también se investigo el efecto del bloqueo de la activacién enddgena de los
SSTRs bajo condiciones hipoxicas (Fig. 17 D). Como se mencioné arriba, la hipoxia disminuye la
duracion, el tiempo de subida y la frecuencia de las rafagas respiratorias (Fig. 16). Cuando se
preincuba con 500 nM de CSST, se previene la reduccién en la duracién de las réfagas inspiratorias,
producida por la hipoxia (101.0 £ 4.1 % del control, comparado con 94.3 £ 1.8 % del control en
rebanadas no tratadas con CSST; N = 8, Fig. 17 E, observar los insertos). Ademas, la CSST también
atenua significativamente la reduccion de la frecuencia de los boqueos (a 68.0 + 8.9 % del control,
comparado con 55.1 £ 4.9 % del control en rebanadas sin ser tratadas con CSST, p < 0.05, Fig. 17
Dy E), sin afectar la reduccion en el tiempo de subida (a 90.2 + 2.9 % del control comparado a 85.7
1 2.9 % del control en rebanadas sin el tratamiento con CSST; N = 8, Fig. 17 D y E). En conjunto,
estos resultados sugieren que la SST enddgena modula constitutivamente la generacion de los

ritmos respiratorios por el preBotC, tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia (Fig. 17).

Finalmente, con la intencion de investigar si la SST endogena modula directamente la
generacion del ritmo respiratorio por el preBotC, se registrd de nueva cuenta la actividad de islas del
preBotC (Tryba et al., 2008) y se evalud el efecto de la CSST sobre las mismas (Fig. 17 F). De
manera similar a los efectos producidos en la rebanada completa de tallo cerebral, la aplicacién de
500 nM de CSST en las islas del preB6tC, también incrementa la frecuencia de la eupnea, al 136.7 +
540 % del control (Fig. 17 F, trazos representativos y primer grafica; N = 6; p < 0.05) y la
irregularidad del ritmo. Esto Ultimo, se cuantificd como un incremento en el indice de irregularidad de
la eupnea al 123.50 £ 5.80 %, del control (Fig. 17 F, primer gréfica; N = 6; p < 0.05), en el CV (de
27.40 £ 0.74 en control a 35.73 + 1.22 en presencia de CSST, Fig. 18 F, segunda grafica) y en la

varianza de los periodos normalizados (de 0.07 en control a 0.115 en presencia de CSST; p < 0.05).

65



Estos experimentos, nos permiten sugerir que la SST se libera constitutivamente en el preBotC y

que es capaz de actuar de manera autdcrina.
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Figura 17. La SST enddégena modula la generacién del ritmo inspiratorio por el preBotC in vitro. A) Registro
representativo de la eupnea y la modulacién sobre ésta producida por el antagonista inespecifico de los receptores de
SST, la ciclosomatostatina (CSST, 500 nM). La CSST aumenta la frecuencia y la irregularidad de la eupnea. El inserto
representa una rafaga bajo condiciones control (negro) sobre una rafaga en la presencia de CSST (gris). Notese que la
CSST reduce la amplitud de las réfagas inspiratorias. El incremento en la frecuencia y la irregularidad del ritmo después
de la aplicacion de CSST, asi como el bloqueo de la modulacién inducida por la SST, se cuantifican en el panel (C). B)
Registro representativo de la eupnea y de los suspiros (marcados por los circulos negros) y el bloqueo de la modulacién
producida por la SST en presencia de la CSST. Los insertos representan un suspiro bajo condiciones control (negro)
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sobrepuesto con un suspiro en presencia de CSST y SST (gris). D) Respuestas representativas de la actividad
poblacional del preB6tC en condiciones hipoxicas en una rebanada control (trazo superior) y en una rebanada tratada
con CSST (trazo inferior). Los insertos en ambos casos muestran rafagas en normoxia (eupnea, negro) sobrepuestas
con rafagas en hipoxia (boqueo, gris). La CSST bloquea la reduccién de la duracion de éstas rafagas y evita la inhibicién
en la frecuencia de las mismas en condiciones hipdxicas (indicada por el #). La cuantificacion de estos parametros se
muestra en el panel (E). F) Representacion esquematica de una rebanada de tallo cerebral y los cortes necesarios para
obtener una isla del preBotC (izquierda). Registros representativos de la eupnea obtenidos de una isla del preBétC y su
modulacién por la CSST (trazos de en medio). El efecto de la CSST sobre la irregularidad y la frecuencia en islas del
preBotC se cuantificd después de 10 minutos de aplicacion continua de CSST (gréfica de la izquierda). EI CV también se
cuantificd y se comparo con su valor control (grafica de la derecha). Note que los efectos de la CSST son idénticos a los
observados en la rebanada completa del tallo cerebral. | preB6tC, sefial integrada del complejo preBétzinger; NTE,
nucleo trigémino espinal; X nucleo motor vago; Xll, nucleo hipogloso. * indica una diferencia significativa (p < 0.05) con
respecto al control. # indica una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a las rebanadas sin tratamiento.

La SST modula la actividad del preBotC a través de sus receptores tipo2.

Recientemente se demostré que las neuronas del preBotC expresan el receptor tipo 2 de
SST (SSTR2; Gray et al., 2010). Sin embargo, la expresion de otros tipos de receptores para este
péptido no se ha investigado en este circuito neuronal, a pesar de la evidencia de que estos se
encuentran ampliamente expresados a lo largo de todo el tallo cerebral (Breder et al., 1992; Eugenin
et al., 2008; Spary et al., 2008). Con la intencién de identificar los tipos de receptores de SST que se
expresan en el preBotC, se analizé el ARNm proveniente de este circuito neuronal y se cuantifico la
expresion de los 5 tipos de receptores para SST conocidos (Fig. 18 A, izquierda; Olias et al., 2004;
Kumar y Grant, 2010). Paralelamente, se analizaron muestras de ARNm de cerebro completo, como
un control positivo del funcionamiento correcto de todos los pares de primers utilizados. En estos
experimentos, encontramos que, conforme a la literatura, las muestras obtenidas del preBotC
mostraron una alta expresion de ARNm para el receptor a sustancia P, el receptor NK1R (Gray et al.,
2001; Gray et al., 2010; Schwarzacher et al., 2011; Fig. 18 A, izquierda). Ademas, contrario a lo
observado en las muestras del cerebro completo, donde se expresan los 5 receptores de SST
(Breder et al., 1992; Spary et al., 2008; Tallent y Qiu, 2008; Epelbaum et al., 2009; Kumar y Grant,
2010) (Fig. 18 A, derecha), en las muestras del preBotC no se encontré expresion del SSTR5 (Fig.
18 A, izquierda). De los receptores para SST que se detectaron en el preBotC (SSTR1-SSTR4), los
subtipos 2 y 3 (SSTR2 y SSTR3) son los que se encontraron con mayor expresion dentro de este
circuito neuronal (Fig. 18 A, izquierda). Los niveles de expresién de ARNm cuantificados para el
preBotC fueron: NK1 > SSTR3 = SSTR2 > SSTR1 = SSTR4, sin deteccion del SSTR5S (Fig. 18 A,
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izquierda); y para el cerebro completo: SSTR3 = SSTR2 >> SSTR4 > SSTR1 = NK1 > SSTR5 (Fig.
18 A, derecha).

Tomando en cuenta estos resultados, se estudié si los SSTR2 y/o los SSTR3 estan
involucrados en la modulacion somatostatinérgica del preBotC. Para esto, se evalu6 el efecto de
antagonistas especificos, para cada uno de estos receptores, ya sea independientemente, o en
conjunto, sobre el ritmo respiratorio y se evalu6 la capacidad de estos farmacos para evitar la
reduccion de la irregularidad y la frecuencia del ritmo respiratorio producida por la SST (N = 6, Fig.
18 C). En estas condiciones, se encontrd que cuando se bloquean especificamente los SSTR2, con
Cianamida 154806 (CYN, 500 nM), se incrementa tanto la irregularidad (al 121.6 + 6.0 % del control,
p < 0.05) como la frecuencia (al 116.2 £ 3.5 del control; N = 6; p < 0.05; Fig. 18 C) del ritmo
respiratorio. Ademas, el tratamiento con este antagonista bloquea los efectos depresores de la SST
sobre la actividad del preB6tC. De este modo, cuando se aplica la SST en presencia de CYN, no se
reduce la irregularidad (100.0 £ 8.6 %, del control, N = 7) ni la frecuencia (97 £ 4.6 %, del control, N
= 6) del ritmo respiratorio (Fig. 18 B). Contrario a esto, cuando se bloquearon los SSTR3, con 5-
Bromo-2-metoxipiridina (5-Br-2—-Met), encontramos que no se modifica la actividad del preBotC vy el
ritmo respiratorio mantiene su frecuencia (100.9 + 4.6, del control) y su regularidad (95.5 + 8.1 %,
del control) (Fig. 18 C). Ademas, este antagonista no bloquea la modulacion del preBotC, producida
por la SST, de modo que la frecuencia y la irregularidad disminuyeron en cuando se aplic ésta, en
presencia del 5-Br-2-Met, a valores de 73.1 £5.3 % y 81.6 £ 3.6 %, del control, respectivamente (p
< 0.05; Fig. 18 C). Finalmente, cuando se coaplican ambos antagonistas, se producen los mismos
resultados que se obtuvieron por el bloqueo de los SSTR2 con CYN. Esto es, un incremento de la
frecuencia (al 125.7 £ 9.1 %, del control, p < 0.05); y de la irregularidad (al 122.9 £ 8.6 % del control,
p < 0.05) del ritmo respiratorio. Tomando en cuenta nuestros resultados, se concluye que la
neuromodulacion del preBotC inducida por la SST es mediada exclusivamente por la activacién de
los SSTR2.
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Figura 18. La SST modula la generacion del ritmo respiratorio a través de sus receptores tipo 2, in vitro. A) Se
muestra la cuantificacién del ARNm obtenida por la gPCR en distintas muestras. En el panel izquierdo se presentan los
datos obtenidos para el preB6tC y en el panel derecho los datos obtenidos para el cerebro completo. Los niveles del
ARNm para los receptores de SST y el receptor NK1 se expresan como porcentaje de ARNm de la enzima GAPDH. Los
SSTR2 y SSTR3 son los transcritos mas expresados en ambas muestras. B) Trazo representativo de la eupnea y el
bloqueo de su modulacién por la SST en presencia del antagonista especifico del receptor SSTR2, la cianamida (CYN).
C) Cuantificacién de los efectos sobre la irregularidad y la frecuencia del ritmo respiratorio producidos por los
antagonistas especificos de los SSTR2 y SSTR3, CYN y 5-bromo-2-metoxipiridina (5-Br-2-MET), respectivamente.
También se muestran los efectos de estos antagonistas sobre la modulacion producida por la SST. Note que el bloqueo
de los SSTR2 incrementa tanto la irregularidad como la frecuencia de la eupnea y ademas elimina la reduccion,
producida por la SST, de la frecuencia y la irregularidad del ritmo respiratorio. El bloqueo de los SSTR3 no afecta la
eupnea ni la inhibicién de ésta producida por la SST. * indica una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto al
control. # indica una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a las rebanadas tratadas con SST (Ultima barra
mostrada para cada parametro).
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Para confirmar que la modulacion del preBo6tC por la SST se produce a través de los SSTR2,
se evaluaron los efectos de un agonista especifico para estos receptores, el BIM23014C, sobre la
generacion del ritmo respiratorio (Fig. 19 A). Bajo estas condiciones, se encontré que el BIM23014C
500 nM reduce la frecuencia de la eupnea al 64.9 + 4.4 % del control (N = 6, p < 0.05) (Fig. 19 B,
gréfica izquierda) y que esto es dependiente de la concentracion (Fig. 19 C). Aligual que con la SST,
se observé que la aplicacién de BIM23014C también incrementa la regularidad del ritmo respiratorio.
Esto ultimo se cuantificd como una disminucién en el indice de irregularidad, al 72.2 + 7.1 % del
control (Fig. 19 B, grafica de en medio N = 6; p < 0.05), una reduccién en el CV (25.7 + 0.4 en
control vs. 16.3 + 1.48 en presencia de BIM23014C, p < 0.05, N = 6) y una menor varianza de los
periodos normalizados (0.06 en control vs. 0.02 con BIM23014C, N = 6; p < 0.05). Al analizar los
cursos temporales de los efectos de este agonista sobre la frecuencia, la irregularidad y el CV se
encontré un patrén similar al observado cuando se aplicd SST (Fig. 19 B). Por ultimo, a través del
ajuste de una curva concentracion-respuesta de los efectos del BIM23014C sobre la frecuencia (Fig.
19 C, izquierda) y sobre el CV (Fig. 19 C, derecha), se obtuvieron valores de ICso de 144y 181 nM y
coeficientes de Hill de 1.3 y 1.4, respectivamente. Al igual que cuando se aplicé 500 nM de SST, el
agonista de los SSTR2 no modifica los parametros de las rafagas inspiratorias. De este modo, la
amplitud (87.45 + 12.0 % del control), la duracién (97.9 + 5.2 %del control) y el tiempo de subida
(100.07 £ 6.2 % del control; N = 6) se mantienen inalterados en presencia de 500 nM del
BIM23014C (Fig. 19 C, inserto). En conjunto, los resultados previos muestran que los receptores del

tipo 2 de SST median la neuromodulacién del preBotC, producida por la SST.
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Figura 19. La activacién especifica de los SSTR2 mimetiza la modulacion somatostatinérgica del preBotC. A)
Registro representativo de la eupnea generada por el preB6tC en una rebanada de tallo cerebral y su modulacién por el
agonista especifico de los SSTR2, el BIM23014C. B) Cursos temporales de la frecuencia (gréfica de la izquierda), la
irregularidad (grafica de en medio) y el coeficiente de variacion de los periodos (CV; grafica de la derecha) en
condiciones control (circulos negros) y en presencia del BIM23014C (circulos blancos). El BIM23014C disminuye la
irregularidad y la frecuencia de la eupnea asi como el CV. C) Curvas concentracion-respuesta de BIM23014 sobre la
frecuencia (izquierda) y el CV (derecha). Con los valores de estas curvas se calcularon la ICso y el coeficiente de Hill
mostrados en cada una de las gréficas. El inserto muestra que las rafagas en ausencia (negro) y presencia (gris) del
BIM23014C 500 nM no presentan cambios en su patron. * significa un valor de p < 0.05 con respecto al control,
comparados en el mismo momento.

La aplicaciéon de SST exdgena se asocia con la activacion de diferentes canales de K* en el

preBotC.

Después de determinar que el receptor somatostatinérgico involucrado en la modulacion del

preBotC es el SSTR2 en este trabajo se investigaron los posibles canales ionicos involucrados en
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esta modulacion. Diversos estudios han reportado que la SST activa diferentes canales de potasio
(Moore et al., 1988; Watson y Pittman, 1988; Wang et al., 1989; Schweitzer et al., 1990; White et al.,
1991; Shapiro y Hille, 1993; Duerson et al., 1996; Kim et al., 2002; Sun et al., 2002; Meis et al., 2005;
Galarraga et al., 2007) e inhibe algunos canales de calcio (Wang et al., 1990; Shapiro y Hille, 1993;
Meriney et al., 1994; e Silva y Lewis, 1995; Viana y Hille, 1996; Baratta et al., 2002; Vilchis et al.,
2002). Conociendo esto, se investigd qué canales iénicos se podrian activar o inhibir por la SST y
asi ser los responsables de la modulacion de la actividad del preBotC. Para estudiar esto, se registro
la actividad poblacional del preB6tC en presencia de bloqueadores de diversos canales iénicos,
durante 10 minutos. Posteriormente, se aplicd la SST a una concentracion de 500 nM y se determin
si ésta continuaba produciendo el efecto depresor caracterizado sobre la frecuencia del ritmo
respiratorio (Fig. 20). Para evaluar la posible participacion de los canales de Ca2* tipo L del preBotC,
se utilizo un bloqueador especifico de estos, la nifedipina (30 uM) (Mironov y Richter, 1998; Triggle,
2006). Bajo estas condiciones, la aplicacion de SST todavia reduce la frecuencia del ritmo
respiratorio, al 81.8 £ 4.2 % del control (Figura 20). Respecto a los canales de potasio, en primer
lugar, se evalud la posible participacion de canales de K* dependientes de voltaje, mediante la
aplicacion de TEA (5 mM) (Mathie et al., 1998) y se encontrd que en presencia de este bloqueador,
la SST reduce la frecuencia del ritmo al 80.6 + 3.2 % del control. Otro tipo de canales de K* que se
modulan por la SST son los dependientes de ATP (IKatp) (de Weille et al., 1989). Para estudiar la
posible participacién de estos canales sobre los efectos de la SST, se usaron dos bloqueadores: la
tolbutamida (200 uM) y la glibenclamida (100 uM) (Mironov et al., 1998). En ambos casos, se
observé que la SST también continua disminuyendo la frecuencia del ritmo respiratorio, al 80.6 + 7.2

% y al 80.3 £ 2.8 del control, respectivamente (Fig. 20).

En vista de que ni los canales de K* dependientes de voltaje, ni los IKatp, son los
responsables de la reduccion de la frecuencia del ritmo respiratorio producida por la SST, se evalu6
si otra corriente de K*, que también es modulada por la SST, la corriente M (Iw) (Moore et al., 1988;
Watson y Pittman, 1988; Schweitzer et al., 1990; Schweitzer et al., 1998; Vilchis et al., 2002), podria
estar involucrada en los efectos de la SST sobre el preBotC. Para bloquear la Iw se utilizaron dos
bloqueadores especificos de ésta, la linopirdina (100 nM) y el XE-991 (1 uM) (Sun y Kapur, 2012).
En presencia de cualquiera de estos dos bloqueadores, la aplicacion de SST es incapaz de reducir
la frecuencia de la actividad respiratoria. De este modo, los valores de la frecuencia se mantienen al
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100.3 £ 2.5 %y al 96.7 £ 2.9 % del control, cuando se aplica la SST a rebanadas pre-incubadas con

linopirdina y XE-991, respectivamente (Fig. 20 B).

Finalmente, otra familia de canales de K* que se activa por la SST, es la de los canales de
potasio dependientes de calcio (IKca) (Duerson et al., 1996; Galarraga et al., 2007). Para evaluar la
posible participacion de estos canales en la modulacion del ritmo respiratorio por la SST, se utilizd
apamina (300 nM) y paxilina (3 uM) como bloqueadores de estos (Wang et al., 2006; Hou et al.,
2012). Cuando se bloquearon los canales SK, con apamina, se encontré que la frecuencia del ritmo
respiratorio no cambio por la aplicacién de SST (98.2 + 1.9 % del control). Por otra parte, el bloqueo
de los canales BK, con paxilina, también previene el efecto depresor de la SST sobre el preBotC y
mantiene el valor de la frecuencia del ritmo al 95.4 + 3.1 % del control (Fig. 20). Estos resultados,
nos permiten sugerir que la modulacién de la actividad del preBotC por la SST esta asociada con

corrientes de K*, como son la Iw y las corrientes de potasio dependientes de calcio.
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Figura 20. La inhibicién de la actividad poblacional del preB6tC, producida por la SST, esta asociadaalalwy a
las corrientes de K* dependientes de Ca?*. A) Registros representativos de la eupnea producida por el preBotC en
presencia de varios bloqueadores de canales ionicos antes (previos a la flecha) y después (al término de la flecha) de 10
minutos de la aplicacion continua de SST. Note que la SST reduce la generacién de la eupnea en presencia de
bloqueadores de canales de calcio tipo L (nifedipina), canales de potasio activados por voltaje (TEA) y canales de
potasio dependientes de ATP (tolbutamida y glibenclamida). Contrario a esto, la SST no reduce la frecuencia respiratoria
en presencia de los bloqueadores de la corriente M (linopirdina y XE-991) o en presencia de los bloqueadores de canales
de potasio dependientes de calcio, ya sean SK (apamina) o BK (paxilina). B) Cuantificacion de la modulacién producida
por la SST sobre la frecuencia de la eupnea en presencia de estos bloqueadores. # indica una diferencia significativa (p
< 0.05) comparados con el efecto producido por la SST (Ultima barra de la gréfica).
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La somatostatina inhibe la actividad eléctrica de las neuronas del preBotC.

El preBotC contiene diferentes tipos de neuronas respiratorias que se clasifican segun su
patron de disparo (McCrimmon et al., 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Duffin, 2004; Hayes y
Del Negro 2007). Después de estudiar la modulacién, a nivel poblacional, del preBotC por la SST se
investigd el efecto de ésta a nivel celular, tanto sobre neuronas no-marcapaso como neuronas
marcapaso (Fig. 21). Para esto, se hicieron registros electrofisioldgicos simultaneos en los que se
registré la actividad poblacional y la actividad unitaria de los diferentes tipos neuronales del preB6tC
(Pefia et al., 2004; Zavala—Tecuapetla et al., 2008). El ritmo poblacional, se utilizé para determinar el
tipo de neurona respiratoria que se registraba. La respuesta tipica de las células respiratorias a la
aplicaciéon de SST se ilustra en la parte superior de la figura 21 A. En nuestros experimentos se
observé que 39 de 48 neuronas disminuyeron su actividad eléctrica en respuesta a la aplicacion de
SST. En lo que respecta a las neuronas respiratorias de tipo no—marcapaso, se encontré que su
actividad eléctrica se disminuye por la SST, lo que se cuantifica como una hiperpolarizacion del
potencial de membrana en reposo de 3.9 + 0.5 mV (Fig. 21 A, primer grafica) y como una
disminucion de la frecuencia de disparo de sus potenciales de accion (al 61.4 £ 4.9 % del control;
Fig. 21 A, segunda gréfica). Sin embargo, esta disminucion de la actividad neuronal no se reflejo en
un cambio sobre la resistencia de entrada de estas células respiratorias (305.9 £ 34.15 MQ vs.
321.3 *+ 36.56 MQ; en ausencia y presencia de SST, respectivamente; p > 0.05). Ademas, se
observo que la reduccion de la excitabilidad de las neuronas no—-marcapaso se asocia con una
reduccion en la actividad sinaptica espontanea (Fig. 21 B). La reduccion de la actividad sinaptica se
evalué mediante la cuantificacion de los potenciales sinapticos espontaneos de las neuronas
respiratorias en ausencia y en presencia de SST. Asi, se determind que cuando se aplica la SST, los
potenciales sinapticos disminuyen significativamente su frecuencia (al 56.8 + 9.9 % del control; Fig.
21 B, primer grafica) y su amplitud (al 76.3 £ 7.6 % del control; Fig. 21 B, segunda grafica). Estos
resultados nos sugieren que los efectos de la SST en el preBotC pueden ocurrir tanto a nivel

presinaptico como postsinatpico (Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia et al., 2010).

Actualmente, se propone que el preBotC es el circuito generador del ritmo respiratorio y que
este ritmo depende de la actividad de neuronas con propiedades marcapaso (Pefia et al., 2004;

Ramirez et al., 2004). Las neuronas marcapasos se caracterizan por su habilidad de producir
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rafagas ectopicas de potenciales de accion y que, ademas, mantienen su actividad ritmica en
ausencia de transmision sinaptica (Pefia et al., 2004; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Con la
intencién de estudiar la modulacion somatostatinérgica de las neuronas marcapaso del preBotC, se
registrd la actividad eléctrica de éstas, aisladas sinapticamente, tanto en ausencia como en
presencia de SST (Fig. 21 C). Bajo estas condiciones, se encontré que la SST reduce la frecuencia
de los potenciales de accion de las rafagas de las neuronas marcapaso, al 42.5 + 14.2 % del control
(N=12; Fig. 21 C) y también hiperpolariza su potencial de membrana en reposo 3.63 + 1.0 mV.
Ademas, cuando se analizd el efecto de la SST sobre las rafagas intrinsecas de potenciales de
accién de las neuronas marcapaso se observé una disminucién significativa de la frecuencia de las
mismas al 34.51 £ 9.74 % del control. Sin embargo, esta inhibicién no necesariamente refleja una
inhibicion generalizada de las propiedades intrinsecas marcapaso, debido a que las rafagas de
potenciales de accidn que se generan en presencia de SST incrementan su amplitud al 109 + 4.26
% del control (N=12; p < 0.05) y no disminuyen su duracién (125.2 £ 30.4 % del control).
Basandonos en estos resultados, sugerimos que la SST inhibe la generacion del ritmo respiratorio

reduciendo la excitabilidad de las neuronas respiratorias y sus interacciones sinapticas.
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Figura 21. La SST inhibe la frecuencia de disparo, tanto de neuronas no-marcapaso como de neuronas
marcapaso del preBotC y sus interacciones sinapticas. A) Se muestran trazos representativos de la modulacion
producida por la SST sobre una neurona no-marcapaso (trazo inferior) registrada simultaneamente con la actividad
poblacional del preB6tC (trazo superior). Se presenta el registro expandido de la misma neurona antes (control) y
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después de la aplicacién de la SST. En las gréficas se representa la cuantificacion de los cambios en la frecuencia de los
potenciales de accion (grafica de la izquierda) y en el potencial de membrana (gréfica de la derecha) producidos por la
SST sobre células no-marcapaso. B) Trazos representativos de potenciales postsinapticos espontaneos de una célula
no—-marcapaso, antes (trazo superior) y después de la aplicacién de SST (trazo inferior). En las graficas se muestra la
cuantificacion de la reduccion de la frecuencia (izquierda) y la amplitud (derecha) de estos potenciales en presencia de
SST. C) Trazos representativos de rafagas intrinsecas de potenciales de accién de neuronas marcapaso aisladas
sinapticamente (en presencia de un coctel de antagonistas de receptores a glutamato, GABA vy glicina, trazo superior),
antes (trazo superior) y después de la aplicacién de la SST (trazo inferior). Las graficas muestran la cuantificacion de la
frecuencia de los potenciales de accién (grafica superior izquierda), de la frecuencia de las rafagas de potenciales de
accion (grafica inferior izquierda) y de la amplitud de estas rafagas (grafica inferior derecha) en presencia de SST.
También se muestra que la SST hiperpolariza el potencial de membrana de las células marcapaso (grafica superior
derecha) y tiende a incrementar la duracion de las rafagas (grafica inferior de en medio). * indica un valor de p < 0.05
comparado con la condicién control.

La somatostatina inhibe la respiracion in vivo.

Una vez que se determind que la SST modula directamente al preB6tC in vitro, en la parte
final de este trabajo se decidid investigar si estos efectos de la SST correlacionan con sus efectos
sobre la generacion de la respiracion, in vivo (Fig. 22). Para estudiar esto, se evalué la frecuencia
respiratoria de ratones neonatos, mediante registros pletismograficos, tanto en condiciones control
(liquido cefalorraquideo), como en presencia de SST, o bien, sus agonistas y antagonistas. Estos
farmacos se aplicaron mediante una micro-inyeccion, intracisternal (Fig. 22 A; Yoneda et al., 1991;
Martinez et al., 1995; Martinez et al., 2000; Pefia y Aguileta, 2007; Pefia et al., 2008; Zavala-
Tecuapetla et al., 2008). De manera consistente con los resultados obtenidos in vitro, la inyeccion de
SST, reduce la frecuencia (al 60 + 3.6 % del control, Fig. 22 B; N = 11; p < 0.0001) y la irregularidad
(55.69 £ 4.95 % del control, Fig. 22 B; N = 11; p < 0.0001) de la respiracién. Ademas, se observd
que el agonista especifico de los SSTR2, el BIM23014C, mimetiza los efectos de la SST y reduce
tanto la frecuencia como la irregularidad de la respiracion, a valores del 66.1 + 4.2 % y 50.57
6.6%, del control, respectivamente (Fig. 22 B; N = 7; p < 0.001). Por otra parte, el bloqueo
inespecifico de los SSTRs (SSTR1-SSTRS), con CSST, o bien, el bloqueo especifico de los SSTR2,
con cianamida 154806, incrementan significativamente la frecuencia respiratoria, al 119.6 £ 2.5 %
del control, y al 118.6 + 4.1 % del control, respectivamente (Fig. 22 B; N = 6; p < 0.05). En estas
condiciones, el aumento de la frecuencia también se acompafié de un incremento en la irregularidad,
al 130 + 8.7 cuando se aplicd CSST, y al 125.3 £ 7.9 % cuando se aplicé CYN. Ademas, se observo
que los efectos de la SST, sobre la frecuencia y la irregularidad, se bloquean cuando se coaplica con
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el antagonista inespecifico de los SSTRs (CSST), o bien, con el antagonista selectivo de los SSTR2,
la cianamida 154806 (CYN). Cuando se coaplicé la CSST con la SST, la frecuencia se mantuvo en
valores del 96.4 £ 6.5 % del control (N = 5) y la irregularidad al 103.1 + 6.9 %, del control. Por otra
parte, la coaplicacién de CYN y SST mantiene la frecuencia en valores del 101.1 + 0.6 % del control

(N =15)y lairregularidad en valores del 98.84 £ 7.1 %.

En un estudio previo, en el que se utilizd la preparacién en bloc, se reportd que la SST
reduce la frecuencia respiratoria a través de un “enlentecimiento cuantico”, es decir, que los valores
de los periodos entre cada ciclo respiratorio de las condiciones control se incrementaron a manera
de maltiplos enteros cuando se aplicd la SST (Gray et al., 2010). Este tipo de enlentecimiento
cuantico de la respiracion, también se ha observado cuando se aplican de algunos opioides en el
cerebro (Gray et al., 1999; Mellen et al., 2003). Conociendo estos antecedentes, aqui se realizé un
analisis mas detallado del efecto de la SST sobre la temporalidad de la respiracion, con el objetivo
de determinar si la SST reduce la frecuencia respiratoria de forma cuéntica, bajo condiciones in vivo.
Para evaluar esto, se cuantificaron los periodos de cada uno de los ciclos respiratorios, bajo
condiciones control y durante la inyeccion de SST. Al realizar este analisis, se encontrd que el efecto
inhibidor de la SST (que se refleja como un incremento en el periodo de los ciclos respiratorios) se
presenta en forma de incrementos “escalonados” de los periodos. Esto se observd en 9 de 11
ratones tratados con SST (Fig. 22 B, gréfica derecha). Finalmente, en lo que respecta a la
generacion de los suspiros, in vivo (Fig. 22 C, trazos de la izquierda), se observo que la inyeccion de

SST inhibe completamente la generacion de éstos (N = 4; Fig. 22 C, gréafica derecha).
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Figura 22. La SST induce un enlentecimiento “tipo-cuéntico” de la respiracion a través de la activacién de los
SSTR2. A) Registros pletismograficos representativos de la respiracion antes (control) y después de la inyeccion
intracisternal de agonistas y antagonistas de los SSTRs. La SST, al igual que el agonista de los SSTR2 (BIM23014C),
reduce la frecuencia respiratoria mientras que el bloqueo de la activacion de los SSTR2 enddgenos incrementa la
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respiracion (CYN) y evita los efectos de la SST sobre la misma (CYN154806 + CSST). B) La gréfica de la izquierda
muestra la cuantificacion de la frecuencia respiratoria de los experimentos mostrados en el panel A. La grafica de la
derecha muestra un curso temporal representativo del enlentecimiento “tipo-cuantico” producido por la SST. Esta, induce
un incremento en el periodo de la respiracion de un modo escalonado. C) Registro pletismogréafico representativo de
ratones que generaron suspiros (trazo superior) y la inhibicién de éstos producida por la SST (trazo inferior). El bloqueo
de la generacién de estos suspiros se representa en la grafica de la derecha, observado en 4 de 4 ratones que
generaron suspiros. * indica una diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a los animales tratados con solucién
salina (vehiculo).

Finalmente, en esta tesis se investigo el efecto de la SST sobre la generaciéon de los
boqueos in vivo y también sobre el proceso de autorresucitacion, que se genera cuando se
restablecen las condiciones de normoxia, después de un periodo hipdxico prolongado (Fig. 12;
Fewell et al., 2000; Gozal et al., 2002). Para estudiar esto, los animales se sometieron a condiciones
de asfixia, sustituyendo el aire normal con una mezcla de nitrogeno (95% N2; 5% CO2) durante
aproximadamente tres minutos (Pefia y Aguileta, 2007; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Después de
esto se restablecieron las condiciones de aireacion normal y se evalué el proceso de
autorresucitacion (Pefia y Aguileta, 2007; Zavala—Tecuapetla et al., 2008). La autorresucitacion se
consider6 exitosa cuando los animales recuperaron, totalmente, la capacidad de respirar con
normalidad. Como se muestra en la figura 23 A, la respuesta respiratoria a la hipoxia es bifasica y
consiste de una aceleracion inicial de la eupnea que se continta por una depresion secundaria que
dirige a la generacién de los boqueos y eventualmente, a la apnea hipoxica (Pefia y Aguileta, 2007;
Pefia et al., 2008; Zavala—-Tecuapetla et al., 2008). En nuestros experimentos, se observé que,
después de restablecer las condiciones de oxigenacidn normal, se induce el proceso de
autorresucitacion, a través de la generacién de boqueos (Fig. 7B; Gozal et al., 2002; Pefa y
Aguileta, 2007; Zavala-Tecuapetla et al., 2008; Pefia, 2009). Bajo estas condiciones, encontramos
que, tanto la activacion como el bloqueo del sistema somatostatinérgico, afectan la generacion de
los boqueos, reduciendo la frecuencia de estos (Fig. 23 B, gréfica de arriba). Por un lado, cuando se
activa el sistema somatostatinérgico, mediante la aplicacion de SST (N = 11) o del agonista de los
SSTR2, el BIM23014C (N = 7), se reduce la frecuencia de la respiracion a valores del 35.82 + 7.44
%, y del 50.16 + 3.4 % del control, respectivamente. Por otra parte, cuando se bloquea el sistema
somatostatinérgico, con el antagonista inespecifico, CSST (N = 6), o con el antagonista especifico de
los SSTR2, CYN154806 (N = 6), se reduce la frecuencia de los boqueos a valores de 40.93 + 8.16
%y 11.34 £ 7.86% del control, respectivamente (Fig. 23 B, grafica superior; p < 0.05).
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Por ultimo, con respecto al proceso de autorresucitacion, se encontrd, de manera
interesante, que al antagonizar especificamente los SSTR2 (aplicando CYN) se elimina
completamente la capacidad de autorresucitar de los ratones (Fig. 23 B, grafica inferior, N = 11,
p < 0.0001). Esta incapacidad de los ratones para autorresucitar se correlaciona con una
disminucién en la amplitud de los boqueos, al 44.81 + 4.64 %, del control (Fig. 23 B, gréfica de en
medio). Contrario a esto, cuando se agonizan los SSTRs (con SST o con BIM23014C) o cuando se
antagonizan, inespecificamente con CSST, ni la amplitud de los boqueos ni el proceso de
autorresucitacion se ven afectados, de modo que los animales vuelven a respirar normalmente
después de haber sido sometidos al periodo de asfixia (Fig. 23 B). Estos resultados sugieren que la
generacion de los boqueos es modulada in vivo y que la activacion endégena de los SSTR2 es

esencial para realizar el proceso de autorresucitacion.
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Figura 23. La SST modula la generacion de los boqueos y la autorresucitacion de ratones neonatos. A) Registros
representativos de la respuesta respiratoria a la hipoxia en animales control (inyectados con solucién salina) y en ratones
inyectados con agonistas y antagonistas de los SSTRs. Nétese que la amplitud de los boqueos disminuye por la
presencia del antagonista especifico de los SSTR2, CYN. B) Cuantificacién de la frecuencia y amplitud de los boqueos.
También se muestra el porcentaje de autorresucitacion de los ratones después ser sometidos a un periodo de asfixia.
Note que, tanto la activacion como el bloqueo de los receptores de la SST, reducen la frecuencia de los boqueos (grafica
superior). Sin embargo, solamente el bloqueo especifico de los SSTR2 reduce la amplitud de los boqueos (grafica de en
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DISCUSION

En esta tesis se demostrd que la SST modula directamente la actividad de las células que
conforman al circuito generador del ritmo respiratorio, el preB6tC, y que esta modulacién es esencial
para la generacidén adecuada de los diferentes patrones respiratorios generados in vitro, asi como
para la regulacion de la respiracion in vivo. Ademas, se demostro que la SST enddgena del preBotC
regula constitutivamente la generacion del ritmo respiratorio, tanto en condiciones in vitro como in
vivo. La SST ejerce sus acciones moduladoras a través de la activacion especifica de sus receptores
tipo 2 lo que se asocia con la activacion de distintos canales ionicos de K*, como la corriente M y los
canales de potasio dependientes de calcio. La activacion de estos canales de K* produce una
reduccion de la actividad eléctrica de las neuronas del preBotC y de la actividad sinaptica de este
circuito neuronal lo que conlleva a una reduccion de la frecuencia y la irregularidad del ritmo
respiratorio. Finalmente, bajo condiciones in vivo, se encontrd que la regulacion de la respiracién por
la SST es fundamental para la sobrevivencia de los animales, pues cuando se bloquean los
receptores SSTR2 se reduce la generacion de los boqueos y se evita el proceso de

autorresucitacion.

Efectos de la SST sobre la actividad del preBotC y la generacion de la eupnea.

La modulacion somatostatinérgica de la respiracion es un proceso complejo que involucra la
regulacion de componentes periféricos y centrales (e Silva y Lewis, 1995; Llona et al., 2004; Llona y
Eugenin, 2005; Kaczynska y Szereda-Przestaszewska, 2010). Se ha reportado que la inyeccion
intravenosa de SST disminuye la tasa respiratoria y el volumen corriente y que esta regulacion
ocurre a diferentes niveles, tanto centrales como periféricos (Kalia et al., 1984; Yamamoto et al.,
1988; Chen et al., 1990; Llona et al., 2004; Gray et al., 2010). De hecho, se sabe que la SST puede
actuar a través de las vias aferentes de los cuerpos carotideos, ya que las células de éstos
presentan receptores a SST (Kaczynska y Szereda-Przestaszewska, 2010). Ademas, los pulmones
de ratas presentan una alta expresion tanto del SSTR4 (Schloos et al., 1997; Fehimann et al., 2000)

como de la SST (Balaguer et al., 1992). Algunos autores sugieren que los efectos de la aplicacién
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sistémica de SST involucra solo efectos periféricos debido a que tiene un periodo de vida media muy

corto (Banks et al., 1990) por lo que dificimente podria alcanzar a ejercer un efecto a nivel central.

Por otra parte, también se ha reportado que la SST produce efectos sobre la respiracién
actuando a nivel del SNC (Kalia et al., 1984; Yamamoto et al., 1988; Chen et al., 1990; Llona et al.,
2004; Gray et al., 2010). En estudios en los que se inyectd la SST en la cisterna magna de ratas
anestesiadas, se observo que este péptido produce apneas, después de aproximadamente 5 a 7 min
de haber sido aplicada (Kalia et al., 1984). En otros trabajos, se ha reportado que la aplicacién local
de SST sobre los nucleos paragigangocellularis y reticularis de la médula ventrolateral reduce la
frecuencia respiratoria (Yamamoto et al., 1988; Chen et al., 1990). Ademas, esta aplicacion de SST
sobre estos nucleos puede producir episodios de apnea, tanto en ratas (Chen et al., 1990) como en
gatos anestesiados (Yamamoto et al., 1988). En nuestro trabajo, también se aplico SST
intracisternalmente a ratones neonatos y se evaluaron los efectos de ésta sobre la respiracion, tanto
en condiciones de normoxia como de asfixia, y se observo que la SST deprime la frecuencia de los
la eupnea y los boqueos (Figs. 22 y 23; Ramirez-Jarquin et al., 2012). Sin embargo, en nuestros
experimentos no observamos que la aplicacion intracisternal de somatostatina generara periodos de
apneas. Estas diferencias entre nuestros resultados y los de otros trabajos, podrian tener distintas
explicaciones. Por un lado, debido a las diferentes concentraciones de SST utilizadas en los estudios
previos y el nuestro debido a que en este trabajo se administraron concentraciones menores a las
reportadas previamente (Kalia et al., 1984 Yamamoto et al., 1988; Chen et al., 1990). Por otra parte,
aqui se inyectd la SST a animales despiertos (Ramirez—Jarquin et al., 2012) mientras que en los
demas trabajos se aplicé a animales anestesiados (Kalia et al., 1984; Yamamoto et al., 1988; Chen
et al., 1990). Esto ultimo podria favorecer la generaciéon de apneas debido a que los anestésicos
utilizados en esos estudios (Kalia et al., 1984; Yamamoto et al., 1988; Chen et al., 1990) producen
un efecto depresor sobre la frecuencia respiratoria (Schernthaner et al., 2011). En lo que respecta a
los efectos de la SST a nivel central, una de las principales contribuciones de nuestro estudio recae
en haber demostrado, de manera farmacolégica, que la SST inhibe la respiracién a través de la
activacion de su receptor tipo 2 en el preBo6tC (Figs. 18 y 19). En esta tesis, se observd que la
participacion de estos receptores es fundamental para la generacion de la respiracion (Fig. 18) vy,
mas aun, para que se produzca una generacién adecuada del proceso de autorresucitacion (Fig. 19)

(Ramirez-Jarquin et al., 2012). Esto ultimo, se determind cuando se bloque6 especificamente a los
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SSTR2 y observar que los animales expuestos a un periodo de asfixia no fueron capaces de
producir un proceso de autorresucitacion adecuado, por lo que no sobrevivieron después de la

hipoxia (Fig. 19) (Ramirez-Jarquin et al., 2012).

Ademas de los estudios en donde se inyectd la SST en la cisterna magna (Kalia et al., 1984;
Yamamoto et al., 1988; Chen et al., 1990), también existen algunos reportes en los que, mediante el
uso de preparaciones en bloc (que contienen al tallo cerebral y la médula espinal), se ha demostrado
que al aplicar localmente la SST, en forma de bolus, se disminuye tanto la amplitud como la
frecuencia de la actividad respiratoria registrada en la cervical 4 (C4, que inerva al nervio frénico) y
que estos efectos son dependientes de la concentracién de SST utilizada (Llona et al., 2004). Por
otra parte, utilizando la misma preparacién, se reportd que la aplicacién de SST en el liquido
cefalorraquideo, disminuye la frecuencia respiratoria, registrada también en la C4, de manera
cuantica (Gray et al., 2010). Finalmente, en un estudio realizado por Pantaleo y cols., (2011) se
reportd que la aplicacion de SST sobre el preBotC de conejos modifica la frecuencia de la
respiracion (Pantaleo et al., 2011). Es ese trabajo, Pantaleo y cols., (2011) también sugieren que la
SST enddgena de este circuito neuronal puede modular la generacidn de la respiracion (Pantaleo et
al., 2011). Tomando en cuenta estos hallazgos, en esta tesis se propuso que la SST podria modular
la generacion del ritmo respiratorio a través de una accion directa sobre el preBotC de ratones (Gray
et al., 2010; Pantaleo et al., 2011). Asi, en este trabajo se proporcionan pruebas directas que apoyan
esta propuesta al demostrar que la aplicacion de SST y de CSST, disminuye e incrementa
respectivamente, la generacién de los diferentes ritmos respiratorios en rebanadas de tallo cerebral,
que contienen al preBotC y a otros nucleos respiratorios (Figs. 15-17) (Ramirez-Jarquin et al.,
2012). Ademas, aqui también se demuestra que la SST actla directamente sobre las neuronas del
preBotC, ya que la aplicacién de ésta sobre preparaciones de “islas” del preBotC (Fig. 15) causa un
efecto idéntico al observado en las rebanadas completas del tallo cerebral (Ramirez-Jarquin et al.,
2012). Las islas del preBotC, que contienen casi exclusivamente a las neuronas del preBotC,
eliminan la posible participacién de otros nlcleos neuronales en la modulacion de la SST sobre la
generacion del ritmo respiratorio (Tryba et al., 2008; Ben-Mabrouk y Tryba, 2010) lo que nos permite

sugerir que este péptido actta directamente sobre el preBotC.
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A pesar de que en nuestro trabajo se demuestra que SST ejerce sus efectos directamente
sobre el preBotC, no se debe excluir el hecho de que este péptido también ejerce sus efectos a nivel
sistémico, actuando sobre diferentes nucleos neuronales, o bien, sobre componentes periféricos
(Lieske et al., 2000; Ptak et al., 2009). Por ejemplo, se ha reportado que la SST modula la
respiracion si se aplica locamente sobre el complejo Bétzinger (CB), un nucleo neuronal aledafio al
preBotC (Burke et al., 2010; Pantaleo et al., 2011). La aplicacién de SST sobre el CB incrementa los
periodos de la inspiracion y, al mismo tiempo, reduce los periodos de la espiracion, produciendo de
este modo un patrén de apneusis (periodos inspiratorios prolongados; Burke et al., 2010). Ademas,
la aplicacion bilateral de SST sobre el CB produce una disminucion de la frecuencia respiratoria
(Pantaleo et al., 2011). Esta reduccion de la frecuencia respiratoria, se acompafié de una
disminucién del tiempo de subida de la actividad del nervio frénico aunque su amplitud no se afecté
(Pantaleo et al., 2011). Por otra parte, en diversos trabajos se ha reportado que la SST modifica la
respiracion actuando sobre diferentes grupos de motoneuronas respiratorias (Oomura y Mizuno,
1986; Breder et al., 1992; Sefiaris et al., 1995). Por ejemplo, las motoneuronas del nucleo dorsal del
nervio vago se hiperpolarizan cuando se les aplica SST (Oomura y Mizuno, 1986). Aunado a esto,
Sefaris y cols., (1995) determinaron, mediante técnicas de hibridacion in situ, que algunas
motoneuronas de la espina dorsal y de otros nucleos del tallo cerebral expresan el SSTR3, lo que
sugiere una regulacion de la actividad motora mediada por la SST (Sefiaris et al., 1995). Estos
efectos inhibidores de la SST sobre motoneuronas podrian explicar el por qué este péptido
disminuye la amplitud de la sefial de la salida inspiratoria, registrada en el nervio frénico (Llona et al.,
2004), mientras que la amplitud del comando inspiratorio, generado directamente por el preBotC, no

se ve afectada por la SST (Fig. 15; Ramirez-Jarquin, et al., 2012).

Finalmente, en un trabajo reciente, se demostrd que la aplicacion de SST, directamente
sobre el preBotC de conejos, también modifica la generacion de la eupnea (Pantaleo et al., 2011).
Estos autores, ademas, sugirieron que la SST enddgena de este nucleo puede modular su actividad
(Pantaleo et al., 2011). En su trabajo Pantaleo y cols., (2011) reportaron que la aplicaciéon de SST'y
de CSST sobre el preBotC, incrementa y reduce, respectivamente, la frecuencia del ritmo
respiratorio (Pantaleo et al., 2011). Estos resultados, son contrarios a los observados en la mayoria
de los trabajos anteriores en donde se ha reportado un efecto depresor de la SST sobre la
respiracion (Kalia et al., 1984; Yamamoto et al., 1988; Chen et al., 1990; Llona et al., 2004; Gray et
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al., 2010), de la misma manera en que se observo en nuestra investigacion (Figs. 15y 22) (Ramirez-
Jarquin et al., 2012).

Efectos de la SST sobre el preBotC y la generacion de los suspiros.

Bajo condiciones de oxigenacion normal, el preBotC genera un segundo ritmo respiratorio. A
este ritmo, se le denomina suspiro (Lieske et al., 2000). En este trabajo, se observé que la SST
también modula la generacion de los suspiros. Este péptido evita completamente la generacion de
los suspiros, tanto en condiciones in vitro (Fig. 16) como in vivo (Fig. 22) (Ramirez-Jarquin et al.,
2012). Sin embargo, este hallazgo, se debe interpretar con cautela y no asumir que los suspiros son
exclusivamente inhibidos por la SST. Es importante tomar en cuenta que los mecanismos del
preBotC involucrados en la generacion de los suspiros son altamente sensibles a una reduccion en
la excitabilidad neuronal (Pefia y Ramirez, 2002; Telgkamp et al., 2002; Pefa et al., 2004; Lieske y
Ramirez, 2006; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). En diversos estudios se ha reportado que varias
condiciones experimentales, que reducen la excitabilidad del preBotC, evitan la generacion de los
suspiros sin afectar la generacion de la eupnea (Pefia y Ramirez, 2002; Pefia et al., 2004; Telgkamp
et al, 2002; Lieske y Ramirez, 2006; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Estas condiciones
experimentales, incluyen el bloqueo de los receptores de serotonina (5-HT), especificamente los
receptores tipo 2A (5-HT2a; Pefia y Ramirez, 2002), el bloqueo de la corriente persistente de Na*
(Pefia et al., 2004), el bloqueo de la corriente cationica activada por Ca?* (Pefia et al., 2004), el
bloqueo de los receptores a sustancia P (Telgkamp et al., 2002), el bloqueo de los canales de Ca?*
tipo P/Q (Lieske y Ramirez, 2006), la activacion de los receptores metabotropicos de glutamato
(Lieske y Ramirez, 2006) y también la activacién de corrientes de K* dependientes de Ca?*,
especificamente las corrientes de baja conductancia (SK; Zavala-Tecuapetla et al., 2008). Por lo
tanto, la inhibicién de los suspiro producida por la SST que se observé en este trabajo no implica que
este ritmo sea exclusivamente dependiente de la SST. Debido a esto, seria de gran interés
determinar los mecanismos especificos por los que se generan los suspiros y estudiar la modulacién
de éstos por los diferentes neurotransmisores y neuromoduladores con la intencion de comprender
el papel de cada uno de éstos en la reconfiguracion del preBotC necesaria para generar los

diferentes ritmos respiratorios.
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Efectos de la SST sobre el preBotC y la generacién de los boqueos.

Por otra parte, cuando el preBotC se encuentra en condiciones hipdxicas sufre un proceso
de reconfiguracién y esto conlleva a la generacién de un tercer ritmo respiratorio, los boqueos
(Lieske et al., 2000). En la figura 16 de esta tesis, se muestra que, en condiciones in vitro, la SST
también modula el proceso de reconfiguracion del preBotC, que se produce bajo condiciones
hipdxicas. Todavia mas, en experimentos realizados in vivo (Fig.23) se observo que la regulacion
somatostatinérgica es fundamental para llevar a cabo un proceso adecuado de autorresucitacion en
los animales tratados con condiciones de asfixia. Nuestros resultados in vitro indican que tanto la
activacién como el bloqueo de los SSTRs modifican la reconfiguracién del preBotC, disminuyendo o
incrementando, respectivamente, la frecuencia de los boqueos (Fig. 16). En estudios previos se ha
observado que la SST, aplicada a nivel sistémico, mediante una inyeccion intravenosa, modula la
respuesta respiratoria en condiciones hipdxicas (Harfstrand et al., 1984; Maxwell et al., 1986; Filuk et
al., 1988; Chen et al., 1990). Este efecto depresor de la SST sobre la respiracién, se ha observado
tanto en ratas anestesiadas (Harfstrand et al., 1984; Chen et al., 1990), como en humanos (Maxwell
et al., 1986; Filuk et al., 1988). A pesar de que todos estos estudios muestran que la SST modula la
actividad respiratoria en condiciones de hipoxia, tanto in vitro como in vivo, hasta la fecha, no se
habia determinado el sitio especifico de accion de la SST, lo que deja abierta la pregunta de si ésta
podria actuar a nivel de SNC directamente sobre el circuito generador del ritmo respiratorio, el
preBotC. De aqui, la importancia de nuestro estudio, ya que en éste se muestra evidencia de que la
modulacién somatostatinérgica del ritmo respiratorio también sucede a nivel del SNC e involucra una
accién directa sobre las neuronas del preBotC (Fig. 15). Ademas, como mencionamos antes,
también se demuestra que la SST participa en la reconfiguracion que el preBotC realiza cuando se
encuentra en condiciones de hipoxia (Fig. 17). Hasta donde sabemos, esta tesis es uno de los
primeros reportes en donde se demuestra que la SST puede modular la generacion de los boqueos
actuando directamente sobre el preBotC. A pesar de esto, como ya hemos comentado, no es posible
descartar la participacion de la modulacion por SST de otros posibles sitios de accion, ya sea a
niveles centrales, como el nucleo paragigantocelular, el ndcleo hipogléso, e incluso el complejo
Botzinger (Harfstrand et al., 1984; Kalia et al., 1984; Harfstrand et al. 1985; Yamamoto et al., 1988;
Llona et al., 2004; Gray et al., 2010; Pantaleo et al., 2011); o bien, a niveles periféricos, como los

cuerpos carotideos en los que se ha reportado la presencia de SST (Kameda, 1989; Kummer et al.,
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1989) y en donde se ha observado que éste péptido puede deprimir la actividad respiratoria

actuando sobre estos (Kaczynska y Szereda-Przestaszewska, 2010).

Cuando se evalué la participacion de la SST sobre la regulacién de la respiracién in vivo
(Fig. 23), se determin6 que el bloqueo especifico de los SSTR2 reduce la amplitud de los boqueos y
que, ademas, esto se conjunta con una inhibicién del proceso de autorresucitacion en el 100% de los
casos analizados (Fig. 23; Ramirez-Jarquin et al., 2012). Estos hallazgos sugieren que la
modulacién somatostatinérgica de la respiracién es mediada a través de los SSTR2 y que es
indispensable para la generacién normal de los boqueos in vivo, y que ademas es fundamental para
producir un proceso de autorresucitacion exitoso en ratones neonatos (Fig. 23) (Ramirez-Jarquin et
al., 2012). A pesar de la importancia de los SSTR2 en la regulacién de la respiracion, demostrada en
este trabajo, es importante mencionar que actualmente existen ratones knock-out tanto para la SST
(Zeyda et al., 2001; Cammalleri et al., 2006) como para sus receptores, especificamente los SSTR2
(Zheng et al., 1997; Dutar et al., 2002) y que todos estos animales, aunque no expresan el SSTR2,
presentan un fenotipo normal y no tienen alteraciones en la generacion de la respiracion bajo
condiciones de oxigenacion normal (Zheng et al., 1997; Zeyda et al., 2001; Dutar et al., 2002;
Cammalleri et al., 2006). Sin embargo, es importante mencionar que esta ausencia de
anormalidades en la generacion de la respiracion de estos animales knock-out, posiblemente se
deba a cambios compensatorios, como ya se ha reportado previamente en otros ratones knock-out
para receptores de moduladores, como la sustancia P (Herpfer et al., 2005) o para el
neuromodulador, como por ejemplo el neuropéptido Y (Higuchi et al., 2008). Hasta donde tenemos
conocimiento, no existen estudios aun que evallen el efecto de las condiciones hipdxicas sobre la
respiracion, o incluso sobre el proceso de autorresucitacion, de estos ratones knock-out del SSTR2.
Con base a esto se propone que seria de gran importancia retar a estos animales con condiciones
de estrés respiratorio, es decir, condiciones hipoxicas o hipercapnicas, con el objetivo de explorar la
generacion y/o modulacién del ritmo respiratorio, bajo estas condiciones y determinar si estos
ratones son capaces de generar, de manera normal, los boqueos y consecuentemente el proceso de
autorresucitacion (Fig. 23), o bien, identificar los posibles mecanismos compensatorios inducidos por
la ausencia de SST y del SSTR2. Ademas, seria de gran importancia realizar estudios in vitro sobre

la modulacion somatostatinérgica en rebanadas de tallo cerebral de los ratones knock-out para SST
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y para SSTR2, para evaluar la respuesta del preBotC de éstos, ante diferentes condiciones de

oxigenacion y determinar las similitudes y diferencias con lo observado en nuestro trabajo.

A partir de los resultados de nuestro trabajo se determiné que, como sucede para otros
neuromoduladores como la adenosina, la sustancia P y la serotonina (Mironov et al., 1999; Pefia y
Ramirez, 2002; Telgkamp et al., 2002), la SST enddgena ejerce un efecto constitutivo sobre la
generacion de los ritmos respiratorios (Fig. 17; Ramirez-Jarquin et al., 2012). En relacién a esto,
sugerimos que este péptido podria actuar como un estabilizador a la baja de la actividad del
preBotC. Una diferencia importante entre la SST y los otros neuromoduladores que también ejercen
un efecto basal sobre el ritmo respiratorio es que la primera se produce por neuronas localizadas
dentro del mismo preBotC por lo que se sugiere que ésta puede actuar de manera autocrina (Figs.
15 y 17; Ramirez-Jarquin et al., 2012). Esto ultimo, se demostré en nuestro estudio al aislar
completamente al preBotC en preparaciones de islas de este nucleo y, observar bajo estas
condiciones que la activacion (Fig. 15) y la inhibiciéon (Fig. 17) del sistema somatostatinérgico,
decrementa e incrementa, respectivamente, la frecuencia del ritmo respiratorio (Ramirez-Jarquin et
al., 2012). Ademas, en esta tesis se demostré que el decremento de la frecuencia respiratoria,
provocado por la SST, se correlaciona con un incremento de la regularidad del ritmo respiratorio
(Fig. 15; Ramirez-Jarquin et al., 2012), lo que nos permite sugerir que la SST es de gran
importancia para modular tanto la generacion como la regularidad del ritmo respiratorio. A partir de
esto se sugiere que la modulacion somatostatinérgica podria constituir un mecanismo protector para
la generacion de la respiracion. Por ejemplo, cuando el preBotC se encuentre en condiciones que
podrian sobreexcitar los componentes neuronales de este circuito neuronal, la SST se podria
coliberar con el glutamato y de este modo evitar un estado de sobreexcitacion del circuito producido
por el glutamato liberado de las neuronas del mismo. En conjunto, estas observaciones dejan abierta
la posibilidad de investigar las diferentes condiciones de sobreexcitabilidad en las que la SST podria
participar como un estabilizador del ritmo respiratorio y de este modo ayudar al mantenimiento de

éste, tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia.
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La SST ejerce sus efectos a través de la activacion especifica de los SSTR2.

Una contribucidbn mas de nuestro trabajo, es haber demostrado que la modulacion
somatostatinérgica de la actividad del preBotC se produce a través de la activacion especifica de los
SSTR2 (Figs. 18 y 19). La participacion de estos receptores se confirmé al observar que cuando se
aplica un agonista (BIM23014C), o bien un antagonista (Cianamida 154806), especificos de éstos,
se disminuye o se incrementa, respectivamente, la frecuencia del ritmo respiratorio, tanto in vitro
(Figs. 18 y 19) como in vivo (Figs. 21 y 22). Estos resultados son consistentes con los reportados
previamente en la bibliografia, ya que el SSTR2 es el tipo de receptor para SST, mas abundante en
el SNC de murinos (Videau et al., 2003). Aunado a esto, en un estudio realizado por Gray y cols.
(2010) se reportd, mediante el uso de técnicas de inmunocitoquimica, que las neuronas del preBotC
de ratones expresan el receptor tipo 2 de la SST (Gray et al., 2010). Los resultados obtenidos en
nuestra investigacion corroboran de manera farmacolégica (Figs. 18 y 19) y funcional (Figs. 22 y 23;
Ramirez-Jarquin et al., 2012), los hallazgos reportados por Gray y cols., (2010), demostrando que la
SST se une a sus SSTR2 en las células del preBotC. Es importante mencionar que en nuestro
trabajo se utilizd la técnica semi-cuantitativa de la PCR en tiempo real, con la intencién de
determinar los diferentes niveles de expresion de los SSTRs y se observé que la cantidad de ARNm
del SSTR3 es practicamente la misma que la cantidad del ARNm del SSTR2 en el preBotC (Fig. 18).
Sin embargo, nuestros resultados indican que el SSTR3 no parece participar en la regulacion
somatostatinérgica de la generacion del ritmo respiratorio, tanto en condiciones in vitro como in vivo
(Fig. 18; Ramirez-Jarquin et al., 2012) debido a que la aplicacion de un antagonista especifico de
los SSTR3 no modifico la actividad del preBotC y tampoco inhibid la reduccién, producida por la
SST, de la frecuencia y la irregularidad del ritmo (Fig. 18) (Ramirez-Jarquin et al., 2012). Respecto a
esto, es importante recalcar que los niveles de expresion del ARNm no siempre coinciden con la
cantidad de proteina expresada (Pisarek et al., 2011). Recientemente, en un estudio realizado por
Pisarek y cols., (2011), en adenomas adrenocorticales, se reportd que los niveles de ARNm y los
niveles de proteina para el SSTR2 presentan una correlacién del 100 % (Pisarek et al., 2011). Sin
embargo, en el mismo estudio se reportd que para el caso de los SSTR3 solamente habia un 37.5 %
de correlacion entre los niveles de su ARNm y los niveles de expresion de su proteina (Pisarek et al.,
2011). El reporte de Pisarek y cols., (2011) junto con los resultados obtenidos de esta tesis

demuestran una vez mas, que la deteccion del ARNm mediante técnicas de PCR no es suficiente
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prueba experimental para determinar la expresion proteica, de modo que es necesario realizar
estudios con técnicas complementarias para confirmar la expresion de proteinas y asi determinar la
correlacion entre los niveles de ARNm y de proteina. En este estudio no se evalud la cantidad de
proteina de los diferentes SSTRs, sin embargo, es importante recalcar que aqui se presenta la
primera demostracién farmacologica de que la SST actla directamente sobre las neuronas del
preBotC y que ésta ejerce sus efectos a través de la activacion de los SSTR2 (Figs. 18, 19, 22 y 23),
como se habia sugerido previamente por hallazgos inmunohistoquimicos (Gray et al., 2010). Esta
activaciéon tiene como consecuencia la modulacion de la generacion de los diferentes ritmos
respiratorios producidos por el preBotC, bajo diferentes condiciones de oxigenaciéon (Ramirez—
Jarquin et al., 2012). Aunque en nuestro trabajo se revela que los SSTR2 son de gran importancia
para la generacion de la respiracion, se debe de tomar en cuenta que el ARNm del preBotC se
extrajo del tejido total de este circuito neuronal. En consecuencia, nuestros resultados no permiten
identificar si la expresion de los SSTRs se presenta en algun tipo neuronal especifico del preBotC
(espiratorias, inspiratorias no-marcapaso, o inspiratorias marcapaso). Tomando en consideracion
esto, se propone que se podria realizar una caracterizacion de los diferentes receptores de SST
presentes en los tipos neuronales del preBo6tC, lo que se podria realizar mediante experimentos de

qPCR de célula Unica.

La modulaciéon del preBotC producida por la SST se asocia con la activacion de diferentes

corrientes de potasio.

En esta tesis también se estudio6 el efecto de la SST a nivel unicelular y se demostré que la
modulacion somatostatinérgica de la generacion del ritmo respiratorio es mediada por una
disminucion de la actividad neuronal (Fig. 21) y de la actividad sinaptica del preBotC, tanto a niveles
presinapticos como postsinapticos (Fig. 21). A partir de nuestros registros electrofisioldgicos se
muestra que la SST hiperpolariza el potencial de membrana en reposo de las neuronas respiratorias
y que este efecto se acompafio de una reduccién en la frecuencia de disparo de las mismas (Fig. 21
A). Sin embargo, solamente el 81 % de las neuronas registradas respondieron de esta manera a la
aplicacién de la SST. El resto de las neuronas registradas no modificaron su actividad eléctrica en
presencia de este péptido. Es importante mencionar que esta heterogeneidad en la respuesta de las
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neuronas, a la aplicacion de somatostatina, también ha sido reportada en otros nucleos neuronales
como la sustancia gelatinosa (Kim et al., 2002), el ntcleo talamo-reticular (Sun et al., 2002) y en el
septo medial (Bassant et al., 2005; Yin et al., 2009). La ausencia de respuesta, por parte de las
neuronas del preBotC, a la aplicacion de la SST, se podria explicar por diferentes causas. Una
posibilidad es que, a pesar de que las neuronas del preBotC expresan el SSTR2 (Gray et al., 2010;
Ramirez-Jarquin et al., 2012), como se menciono previamente, se desconoce si la totalidad de las
neuronas de este circuito neuronal expresan SSTRs, por lo que existe la posibilidad de que algunas
de las células del preBotC no expresen receptores para SST y, por lo tanto, éstas no presenten
respuesta a la aplicacion de la SST. Otra posibilidad para explicar la ausencia de respuesta neuronal
ala SST, podria ser que ésta no se difunda bien a través de toda la preparacion, que tiene un grosor

total de 700 um y, por lo tanto no alcance una célula blanco en donde actuar.

Por otra parte, los efectos de la SST, observados aqui, sobre el potencial de membrana y la
disminucion de la frecuencia de disparo también se han reportado antes en células de la sustancia
gelatinosa (Kim et al., 2002), neuronas del estriado (Galarraga et al., 2007), neuronas del septo
medial (Bassant et al., 2005), neuronas del nucleo talamo reticular (Sun et al., 2002) y en neuronas
de la amigdala lateral (Meis et al., 2005). En todos estos estudios, se determind que la SST reduce
la actividad celular a través de la activacion de diferentes corrientes de potasio que estan
involucradas en el mantenimiento del potencial de membrana, como son la corriente M, la corriente
de fuga de potasio y las corrientes de potasio dependientes de calcio (Moore et al., 1988; Watson y
Pittman, 1988; Schweitzer et al., 1990; Duerson et al., 1996; Schweitzer et al., 1998; Vilchis et al.,
2002; Galarraga et al., 2007). Como mencionamos previamente, la disminucion de la actividad
eléctrica neuronal, producida por la SST, se debe a que ésta puede bloquear corrientes de Caz*
(Golard et al., 1993; Golard y Siegelbaum, 1993; Shapiro y Hille, 1993; Patel et al., 1994; Shapiro et
al., 1994; Viana y Hille, 1996; Boehm y Betz, 1997; Grant et al., 2004b; Lahlou et al., 2004; Viollet et
al., 2008; Kumar y Grant 2010;), o bien, activar corrientes de K* (Mihara et al., 1987; Moore et al.,
1988; Watson y Pittman, 1988; de Weille et al., 1989; Wang et al., 1989; Schweitzer et al., 1990;
Raynor et al., 1991; Karschin et al., 1994; Karschin, 1995; Duerson et al., 1996; Schweitzer et al.,
1998; Akopian et al., 2000; Kim et al., 2002; Vilchis et al., 2002; Meis et al., 2005; Galarraga et al.,
2007). En este trabajo, se determind que la SST no modifica las corrientes de Ca?* tipo L de las

neuronas del preBotC (Fig. 20). Sin embargo, se observd que este péptido podria disminuir la
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actividad neuronal del preBotC a través de la activacién de dos diferentes corrientes ionicas de
potasio, como son la corriente M (lw) y las corrientes dependientes de calcio (IKca). La activacion de
estos canales idnicos por la SST se ha reportado en neuronas piramidales del hipocampo donde se
observo que se activa Iv ante la aplicacion de SST exdgena vy, en consecuencia, el potencial de
membrana en reposo se hiperpolariza y la frecuencia de disparo de estas células se reduce (Moore
et al., 1988; Watson y Pittman, 1988; Schweitzer et al., 1990; Tallent y Siggins, 1997; Schweitzer et
al., 1998; Qiu et al., 2008). Por otra parte, la activacion de corrientes de potasio dependientes de
calcio, producida por la SST, también se ha observado en diferentes tipos celulares (White et al.,
1991; Duerson et al., 1996; Galarraga et al., 2007; Perry y Sandle, 2009). En un estudio realizado en
células tumorales de la pituitaria de mamiferos se observo que la SST activa especificamente los
canales BK (White et al., 1991; Duerson et al., 1996). Otro tipo celular en que también se reporté la
activacion de canales BK es en las neuronas espinosas del estriado (Galarraga et al., 2007). Por otra
parte, también las células de colon responden activando canales BK ante la aplicacion de SST
(Perry y Sandle, 2009). En este trabajo se muestra que la regulacion de la SST sobre el preBotC se
relaciona con la activacion de la I y los canales IKca (Fig. 20). Ademas, aqui también se muestra de
manera farmacoldgica, que la SST podria activar estos canales a través de su unidn con el SSTR2
dentro del circuito generador del ritmo respiratorio (Ramirez—Jarquin et al., 2012), como se ha
observado previamente en otros nucleos neuronales como la sustancia gelatinosa y el nucleo
reticular del talamo (Sun et al., 2002; Bassant et al., 2005; Yin et al., 2009).

La activacion de la Iw y de las corrientes de potasio dependientes de calcio reduce la
excitabilidad neuronal (Storm, 1990; Marrion, 1997; Hosy et al; 2011). La Iw es una corriente
persistente de potasio que atenua las entradas excitadoras y reduce la frecuencia de disparo
neuronal en presencia de un proceso de despolarizacion constante (Storm, 1990; Marrion, 1997).
Por otra parte, los canales de potasio dependientes de calcio participan en la repolarizacion del
potencial de membrana, después de producirse un potencial de accion (Edgerton y Reinhart, 2003).
Los canales de potasio dependientes de calcio, de alta conductancia, los BK, estan involucrados en
la repolarizacion del potencial de membrana después de potenciales de accién individuales y los
canales de potasio dependientes de calcio de baja conductancia o SK, son responsables en parte de
la repolarizacion del potencial de membrana en respuesta a potenciales de accién disparados de

manera repetitiva (Edgerton y Reinhart, 2003; Hossy et al., 2011). Los resultados obtenidos en
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nuestro estudio sugieren que la aplicacion de SST exdgena podria activar las corrientes IM, BK'y SK
(Fig. 20) de las células del preBotC lo que modula la excitabilidad de este circuito neuronal y, como
consecuencia, la generacion de los distintos ritmos respiratorios. Sin embargo, estos resultados se
deben interpretar cuidadosamente, debido a que nuestros experimentos en que se utilizaron los
diferentes bloqueadores de canales idnicos, fueron registros electrofisiologicos multiunitarios, por lo
que se registro la actividad poblacional de este circuito neuronal. Debido a esto, no es posible
determinar especificamente qué tipos neuronales del preB6tC son los que modifican su actividad
eléctrica en presencia de la SST por lo que queda abierta la posibilidad de que la activacién de algin
canal de potasio por SST podria correlacionar con algun tipo neuronal especifico del preBotC. De
aqui, que seria de gran interés realizar registros electrofisiolégicos unicelulares en el preBotC,
mediante el uso de la técnica del “patch-clamp” para determinar si, mediante el uso de bloqueadores
de las corrientes Iw, BK y SK, se previene la disminucion de la actividad celular producida por la
SST. Ademas, esto permitiria caracterizar la participacion de los diferentes tipos neuronales del

preBotC en la modulacion somatostatinérgica.

Por otra parte, la Iv se denomina asi porque su activacién depende de receptores
colinérgicos, especificamente aquellos que son agonizados por la muscarina. Es posible que la
activacion de la Im por la aplicacion de SST en el preBotC observada en este trabajo (Fig. 20) no sea
directamente mediada por la SST sino a través de un efecto indirecto mediado por acetilcolina. Esto
se sugiere debido a que se ha reportado que la SST induce la liberacion de acetilcolina en neuronas
del estriado (Rakovska et al., 2003), del giro dentado (Nakata et al., 1996), de la corteza e
hipocampo (Mancillas et al., 1986; Matsuoka et al., 1991). Esta acetilcolina liberada podria unirse a
sus receptores muscarinicos del tipo M3 que se sabe estan en las neuronas del preBotC (Shao y
Feldman, 2000; 2005) y con esto se podria activar la Iu. Por otra parte, en neuronas del hipocampo
se ha reportado que la SST también puede incrementar la activacion de receptores NMDA (Pittaluga
et al., 2000) con lo que se incrementarian las concentraciones intracelulares de Ca2* de las neuronas

del preBotC y esto podria contribuir a la activacion de los canales BK'y SK.
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La SST deprime la transmision sinaptica del preBotC.

Se ha reportado que la SST, ademas de modificar las propiedades intrinsecas de las
neuronas, también ejerce acciones como neuromodulador sobre la actividad sinaptica de diferentes
redes neuronales (Vezzani y Hoyer, 1999; Baraban y Tallent, 2004; Tallent y Qiu, 2008; Viollet et al.,
2008). La disminucién de la actividad sinaptica por la SST, se ha estudiado en diferentes zonas del
SNC como la amigdala, la corteza, el estriado y el hipotdlamo (Baraban y Tallent, 2004; Vezzani y
Hoyer, 1999; Tallent y Qiu, 2008; Viollet et al., 2008). En estos circuitos neuronales, tanto el GABA
como la SST, se coliberan por las neuronas y esto sirve para reducir la actividad neuronal, por lo que
estos moduladores son de gran importancia para prevenir la hiperexcitabilidad de las células de
estos circuitos (Vezzani y Hoyer, 1999; Baraban y Tallent, 2004; Tallent y Qiu, 2008). Sin embargo,
este escenario es totalmente diferente en el preB6tC en donde se reportd que la SST se libera por
neuronas glutamatérgicas del mismo nucleo (Stornetta et al., 2003). Por otra parte, los experimentos
realizados en esta tesis muestran que la SST modula constitutivamente la actividad del preB6tC (Fig.
17), lo que se observd recientemente en un estudio realizado en conejos en condiciones in vivo
(Pantaleo et al., 2011). Ademas, se sabe que las vesiculas que contienen SST se liberan ante
estimulaciones de alta frecuencia (Vezzani y Hoyer, 1999). Conociendo esto, se sugiere que la SST,
como modulador del preBotC, podria tener un efecto opuesto al producido por el cotransmisor
(glutamato) y que, de este modo, las neuronas respiratorias excitadoras liberarian SST para evitar
una sobreexcitacion de ésta red neuronal con el objetivo de mantener una generacion adecuada del
ritmo respiratorio. Esta hipdtesis se puede robustecer por otras observaciones: por un lado, se
reportd que los ratones knock-out para SST son propensos a una hiperexcitacion neuronal
(Buckmaster et al., 2002); y, por otra parte, se observd que ratones knock-out para el SSTR2
presentan una respuesta glutamatérgica (AMPA y NMDA) exacerbada (Dutar et al., 2002). En
nuestra investigacion se encontrd que cuando se bloquea la participacion de la SST enddgena del
preBotC el ritmo respiratorio incrementa su frecuencia y su irregularidad (Fig. 17), lo que recalca la
importancia fundamental de la SST (Fig. 17) y también de los SSTR2 (Fig. 18) para modular la

generacion del ritmo respiratorio.

En esta tesis también se encontré que la SST reduce la actividad sinaptica del circuito

generador del ritmo respiratorio (Fig. 21 B). Este efecto depresor, se observd como una disminuciéon
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en la generacion de los potenciales sinapticos espontaneos de las neuronas respiratorias (Fig. 21B).
En presencia de la SST, tanto la frecuencia como la amplitud de los potenciales sinapticos
espontaneos se disminuyeron. Estos datos sugieren que la SST afecta de forma presinaptica y
postsinaptica la actividad del preBotC, lo que también se ha reportado previamente en otros nicleos
neuronales (Boehm y Betz, 1997; Tallent y Siggins, 1997; Leresche et al., 2000; Sun et al., 2002;
Vilchis et al., 2002; Grilli et al., 2004; Cammalleri et al., 2006; Momiyama y Zaborszky, 2006; Lépez-
Huerta et al., 2008; Balleza-Tapia et al., 2010; Pefia et al., 2010). Algunos nlcleos neuronales en
donde se ha observado una reduccién de la actividad presinaptica, producida por la SST, incluyen al
nucleo talamo reticular (Leresche et al., 2000; Sun et al., 2002), el estriado (Lépez-Huerta et al.,
2008; 2012), el hipocampo (Boehm y Betz, 1997; Tallent y Siggins, 1997), la corteza cerebral (Grilli
et al., 2004) y el cerebro anterior (Momiyama y Zaborszky, 2006). Por otra parte, el efecto inhibidor
post-sinaptico de la SST se ha reportado en células del estriado (Vilchis et al., 2002), del hipocampo
(Cammalleri et al., 2006) y del cerebro anterior (Momiyama y Zaborszky, 2006). Ademas, se sabe
que la SST deprime tanto la transmision sinaptica excitadora como la inhibidora y que este efecto se
puede producir a través de la activacion de autorreceptores SSTR2 (Grilli et al., 2004). Esto mismo
podria suceder en el preBotC ya que en este trabajo se observé que la SST no modula la actividad
del circuito generador del ritmo respiratorio cuando se bloquean los SSTR2 (Figs. 18 y 19)
(Ramirez-Jarquin et al., 2012). En nuestros experimentos no se aislaron farmacoldgicamente los
diferentes tipos de transmision sinaptica por lo que seria de gran interés caracterizar el efecto de la
SST sobre la transmisién sinaptica y determinar si este péptido ejerce sus acciones sobre la
transmision excitadora, inhibidora o sobre ambas. Ante este panorama una posibilidad es que la SST
inhiba la transmision excitadora ya que, como se menciond previamente, las células del preBotC
producen la SST y son glutamatérgicas, por lo que es posible que la SST reduzca la transmision
glutamatérgica, de manera postsinaptica en el preBotC, ya que se ha reportado que el SSTR2 es
altamente expresado en las post.sinapsis de diversos circuitos neuronales (Piwko et al., 1996;
Schulz et al., 2000; Ramirez et al., 2002; Galarraga et al., 2007). Por otra parte, la SST también
podria inhibir la transmisién sinaptica de manera presinaptica, mediante la activacién de
autorreceptores del tipo 2 de SST ya que se ha reportado que los autorreceptores SSTR2 se
encuentran presentes en las presinapsis de terminales nerviosas de la corteza cerebral (Grilli et al.,
2004).
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Relacién entre la somatostatina y el sindrome de muerte subita del lactante.

Dentro de los problemas de salud relacionados con el proceso de la respiracion, el sindrome
de muerte subita del lactante (SMSL) también conocido como muerte de cuna o muerte blanca es
una de las causas mas comunes de muerte infantil entre la primera semana de nacido y el afio de
edad (Martinez et al., 2007). Los nifios que sufren de este sindrome mueren inesperadamente

mientras estan dormidos sin una causa aparente (Martinez et al., 2007).

En nuestro pais, en el periodo comprendido entre 1998 y 2002, se reportd un promedio
anual de 245 muertes a causa del SMSL con una tasa de 0.09/1000 nacidos vivos (Martinez et al.,
2007). La causa de este sindrome se desconoce, aunque en algunos estudios se sugiere que la
apnea que conlleva al SMSL podria originarse por dormir boca abajo (Martinez et al., 2007), por una
maduracion tardia del tallo cerebral (Takashima et al., 1994), por un alto indice de apoptosis en el
cerebro (Waters et al., 1999), e incluso por un fallo del sistema serotoninérgico, a nivel del tallo
cerebral (Pefia y Ramirez, 2002; Weese-Mayer et al., 2003a; Weese-Mayer et al., 2003b; Paterson
et al., 2006; Tryba et al., 2006). Sin embargo, como ya se menciono, parece ser que el factor de
riesgo primordial para el SMSL se asocia con fallas en la generacion de los boqueos y por lo tanto
en el proceso de autorresucitacion (Poets et al., 1999; Sridhar et al., 2003; Pefia y Garcia, 2006).
Esto, debido a que los boqueos son esenciales para realizar el proceso de autorresucitacién que se
genera después de un periodo prolongado de hipoxia (Pefia y Ramirez, 2005; Pefia y Aguileta, 2007;
Ramirez et al., 2007). Por lo tanto, es de gran importancia estudiar los mecanismos involucrados en
la generacion de este ritmo respiratorio, con la finalidad de desarrollar o proponer estrategias que
ayuden a generar y mantener la actividad respiratoria bajo condiciones hipoxicas y, de este modo,

evitar la apnea hipdxica que conlleva a la muerte de los infantes.

Por otra parte, se ha reportado que la SST también podria tener relevancia en la generacién
del SMSL. En algunos estudios post-mortem, realizados en infantes que fallecieron por el SMSL, se
ha sugerido que, algunas modificaciones del sistema somatostatinérgico estan asociadas con este
sindrome (Takashima et al., 1994; Carpentier et al., 1998; Lavezzi y Matturri, 2008; Lavezzi et al.,
2010). En uno de estos estudios, se demostrd que los nifios que murieron por el SMSL presentan
mayores niveles de SST en el nlcleo hipogloso (uno de los nucleos neuronales involucrados con la
respiracién), en comparacion con nifios que no murieron por esta causa (Lavezzi et al., 2010).
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Ademas del incremento en los niveles de la SST en nifios que perecieron por éste sindrome,
también se ha reportado un nimero mayor de sitios de unién de ésta a lo largo del tallo cerebral
(Carpentier et al., 1998). Las fallas del sistema somatostatinérgico asociadas al SMSL, se podrian
deber a problemas relacionados con la maduracion del tallo cerebral ya que se ha reportado que las
neuronas respiratorias, localizadas en el tallo cerebral, deben de presentar ciertos cambios entre el
periodo prenatal y el periodo postnatal para alcanzar un desarrollo adecuado de esta zona del SNC
(Takashima et al., 1994). Estos problemas de maduraciéon del tallo cerebral, también podrian afectar
directamente al circuito generador del ritmo respiratorio, el preBotC, ya que se ha observado que
existe una reduccion en los niveles de expresion de la SST en las células del preB6tC de en nifios
que murieron por el SMSL (Lavezzi y Maturri, 2008). En resumen, alteraciones del tallo cerebral que
resulten en un incremento del sistema somatostatinérgico, ya sea incrementando los niveles de SST,
o bien de sus receptores, podrian evitar la capacidad para generar los boqueos y, en consecuencia,
inhibir el proceso de autorresucitacion de neonatos. Los datos obtenidos en nuestro estudio, podrian
tener una relevancia clinica debido a que se observd que la SST modula la generacion del ritmo
respiratorio tanto en condiciones de normoxia (Fig. 15) como de hipoxia (Fig. 16) en condiciones in
vitro (Ramirez-Jarquin et al., 2012). Mas aun, bajo condiciones in vivo, la aplicacion intracisternal de
SST también modifica la generacidn de la respiracion disminuyendo su frecuencia (Figs. 22 y 23)
(Ramirez-Jarquin et al.,, 2012). Como se menciond, algunos de los problemas del sistema
somatostatinérgico en el tallo cerebral se han encontrado presentes en el preBotC de infantes que
murieron por el SMSL (Carpentier et al., 1998, Carpentier et al., 1999; Lavezzi y Maturri, 2008; Chigr
et al., 1992; Lavezzi et al., 2004a; Lavezzi et al., 2004b). Sin embargo, hasta el momento, no se ha
realizado una caracterizacién de qué tipos de receptores podrian ser los responsables de la
regulacion somatostatinérgica de la respiracion. Aqui se gener6 una primera aproximacion de esto y
se sugiere que los receptores tipo 2 de somatostatina son esenciales para generar adecuadamente
la respiracién en condiciones de normoxia y de hipoxia. Ademas, la participacién de los SSTR2 es
fundamental para realizar el proceso de autorresucitacién ya que cuando se bloquean se produce
una incapacidad en los animales para autorresucitar (Fig. 23; Ramirez-Jarquin et al., 2012). Sin
embargo, es importante recordar que existen algunos ratones knock-out para este tipo de receptor
en particular (Zheng et al., 1997; Dutar et al., 2002) y que, hasta donde sabemos, no se han
realizado estudios sobre estos animales expuestos a condiciones hipdxicas para evaluar el proceso

de la autorresucitacién. De aqui, que seria importante determinar las respuestas del preBotC de
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estos ratones knock-out a distintas condiciones de oxigenacion, tanto in vitro como in vivo, con la
intencién de verificar si el SSTR2 es esencial para la generacion del proceso de autorresucitacion,

como se sugiere en nuestro trabajo (Fig. 23; Ramirez-Jarquin et al., 2012).

Finalmente, en este trabajo se encontrd que la SST reduce la frecuencia respiratoria, lo que
se observa como un aumento en los periodos de los ciclos respiratorios (Fig. 22). Ademas, se
observé que este efecto, se presenta de una manera “escalonada” (Fig. 22), pero esto no ocurre de
forma cuantica, es decir, en multiplos exactos de los periodos de la condicidn control, como se habia
reportado previamente en la preparacion en bloc (Gray et al., 2010). Respecto a esto, podemos decir
que nuestros hallazgos son similares, aunque no idénticos, a los reportados por Gray y cols., 2010
(Gray et al., 2010) y que estas diferencias, se podrian deber al tipo de preparacién utilizada ya que
en este trabajo se registré la frecuencia respiratoria bajo condiciones in vivo, mientras que Gray y
cols., (2010) lo hicieron en condiciones in vitro, utilizando la preparacion en bloc, que contiene al tallo
cerebral y la médula espinal (Gray et al., 2010). Nuestros resultados, en conjunto con lo reportado
previamente, sugieren que seria de gran relevancia realizar investigacién sobre el SMSL haciendo
énfasis en la participacion de los receptores tipo 2 de SST sobre la generacién de los boqueos y
sobre el proceso de autorresucitacion. Todo esto, con la intencion de buscar estrategias
farmacoldgicas que permitan prevenir el cese de la generacidn de los boqueos, o bien, inducir su

generacion.
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CONCLUSIONES

v En esta tesis se demuestra que la SST modula la generacion de los ritmos respiratorios
producidos por el preBotC: eupnea, suspiros y boqueos, mediante un efecto directo sobre
este nucleo neuronal. Esta modulacion se refleja mediante una disminucion en la
frecuencia del ritmo respiratorio, acompafiada de un incremento en la regularidad del
mismo.

v La SST endégena modula, constitutivamente, la generacién del ritmo respiratorio. Dicha
modulacion se observa cuando, al bloquear los SSTRs, el ritmo respiratorio incrementa su
frecuencia e irregularidad.

v' El efecto modulador de la SST parece ser directamente sobre el circuito generador del
ritmo respiratorio ya que los efectos de la SST sobre el ritmo se mantienen en la
preparacion de islas de rebanadas del preBotC.

v La modulacién de la SST sobre el preBotC se genera por la activacion de los SSTR2, que
son altamente expresados en este nlcleo neuronal. La participacion de los SSTR2 se
demuestra ya que al usar un agonista y un antagonista, especificos de estos, se reduce e
incrementa, respectivamente, la frecuencia y la irregularidad del ritmo respiratorio.

v En el preBotC, la modulacién somatostatinérgica se asocia con diversos canales ionicos
como son la Iw y canales IKca. La participacion de estos canales, se demuestra al
bloquearlos y observar que se previene la modulacién, producida por la SST, sobre el
ritmo respiratorio.

v Anivel celular, la SST disminuye la actividad de las neuronas del preB6tC. La SST genera
una hiperpolarizacion del potencial de membrana en reposo y reduce la frecuencia de
disparo de estas células.

v La SST inhibe la transmisién sinaptica del preBotC tanto de manera presinaptica como
postsinaptica. Los cambios en la transmision sinaptica por la SST se reflejan como una
reduccién de la frecuencia y la amplitud de los potenciales sinapticos.

v"La neuromodulacion de la SST es esencial para la generacion del ritmo respiratorio y, mas
aun, para el proceso de la autorresucitacion. Esto, se refleja en una incapacidad de los
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animales para generar boqueos y autorresucitar después de un periodo de apnea
hipéxica, cuando se bloquea el receptor tipo 2 de SST.

Los hallazgos de este trabajo podrian contribuir a la comprension del SMSL, que esta
relacionado con una interrupcion en la generacion de los boqueos y la autorresucitacion,
asi como con un incremento en los niveles de SST y los sitios de union a ésta en el
preBotC.
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