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Abreviaturas

8-SPT : 8 sulfofenil teofilina.

A1 receptor tipo 1 de adenosina.

Ab5: area noradrenérgica 5.

AMP: Adenosin-monofosfato.

AMPc: Adenosin-monofosfato ciclico.

ATP: Adenosin-trifosfato.

CaMKI!I: cinasa Il dependiente de Ca**/calmodulina.
CB: complejo Botzinger.

CO,: diéxido de carbono.

CRV: columna respiratoria ventral.

DPCPX: 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine
Ga;: proteina Gai.

Ga,s: proteina Gagy.

Gas: proteina Gas.

GABA: acido gamma-amino butirico.

GIRK: canales de potasio acoplados a proteinas G.
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.

lcan: corriente catidnica inespecifica activada por calcio.



IKaTp: canales de potasio sensibles a ATP.

Ik-Leak: COrriente de fuga de potasio.

Inap: COrriente persistente de sodio.

Ins-Cd: neuronas marcapasos insensibles a cadmio.
ISI: Intervalo inter-espiga, por sus siglas en inglés.
KaTp: canales de potasio sensibles a ATP.

Kca: canales de potasio activados por calcio.

KF: nacleo Koéllicker-Fuse.

Ky: canales de potasio activados por voltaje.

MUA: actividad multi-unitaria, por sus siglas en inglés.
NCPA: N6-Ciclopentil adenosina.

NAc: nucleo ambiguo caudal.

NAr: nlcleo ambiguo rostral.

NK1: neurokinina tipo 1.

NK1R: receptor de neurokinina tipo 1 (receptor a sustancia P).
NMDA: N-metil-D-aspartato.

NRL: nucleo reticular lateral.

NRT: nucleo retrotrapezoide.

NTS: ndcleo del tracto solitario.

O,: Oxigeno.

PB: nucleo parabraquial.

PEPS: potencial excitatorio post sinaptico.

PGi: nucleo reticular paragigantocellular.

PIPS: potencial inhibitorio post sinaptico.

PKA: proteina cinasa A, por sus siglas en inglés.



PKC: proteina cinasa C, por sus siglas en inglés.

preBotC: complejo Pre-Botzinger, por sus abreviatura internacional y sus siglas
en inglés.

rAMPA: receptor del Acido alfa-Amino-3-hidorxi-5-metil-4-isoxazol Propionico.
R-PIA: (R)-N6-(2- fenil isopropil)- adenosina.

RNAm: acido ribonucleico mensajero.

RTN/GRPF: nucleo retrotrapezoide/Grupo Respiratorio paraFacial.

Sen-Cd: neuronas marcapasos sensibles a cadmio.

SIDS: Sindrome de muerte subita del lactante, por sus siglas en inglés.

SNC: Sistema Nervioso Central.

Sst: somatostatina.

SUA: actividad unitaria, por sus siglas en inglés.

TASK: canales de potasio con dos dominios de poro.

TTX : tetrodotoxina.

MM: micromolar.

VII: nucleo facial.

VGCC: canales de Ca2+ activados por voltaje, por sus siglas en inglés.



Resumen

La respiracion es una de las funciones mas importantes en los animales que,
en los mamiferos, es generada por el complejo pre-Bétzinger (preBotC) del
tallo cerebral. El preBotC es capaz de generar distintos ritmos respiratorios
dependiendo de la disponibilidad de oxigeno: la eupnea durante la oxigenacion
normal (normoxia) y, en condiciones de hipoxia, este circuito es capaz de
reconfigurarse, al reorganizar la actividad de las neuronas respiratorias, para
generar boqueos. Los mecanismos involucrados en esta reconfiguracién han
sido ampliamente investigados mediante estudios unicelulares. Sin embargo,
los cambios globales que ocurren a nivel del circuito y los neuromoduladores
gue lo subyacen aun no han sido identificados. Dado que una falla en la
generacion de boqueos se ha relacionado con la muerte subita del lactante, el
estudio de los mecanismos de la generacion de los boqueos tiene relevancia
clinica. En este trabajo se estudié la conformacion del preB6tC en la normoxia
y su reconfiguracién durante la hipoxia mediante el registro del preB6tC con
matrices de multielectrodos y la evaluacion de la conectividad funcional de los
elementos respiratorios mediante correlogramas cruzados de los trenes de
disparo de los mismos. Los resultados mostraron que la hipoxia produce una
reduccion en la fuerza o magnitud de la conectividad funcional dentro del
preB6tC sin reducir el nimero de conexiones y sin reducir el niamero de
neuronas activas. La reduccion en la fuerza de las interacciones en la hipoxia
se correlacioné con una disminucion en la actividad de sinaptica espontdnea
gue fue mediada por la activacién pre sinaptica del receptor de adenosina tipo
Ai. En contraste a lo propuesto anteriormente en base a estudios enfocados al

nivel unicelular, en esta tesis se mostré que la reconfiguracién del circuito



respiratorio por la hipoxia involucra una disminucion diferencial de la
transmision sinaptica excitadora, que se refleja en cambios en la fuerza, pero
no en el namero, de las interacciones funcionales entre las neuronas
respiratorias. A partir de estos resultados, se sugiere que el preBotC puede
cambiar su patron de actividad al ajustar Unicamente la fuerza de las
interacciones entre las neuronas. Por otra parte, la regulacion diferencial de la
excitabilidad durante periodos de hipoxia podria ser un mecanismo por el cual

el preB6tC es capaz de tolerar periodos prolongados de hipoxia.



Abstract

Breathing is one of the most important functions that, in mammals is generated
by the pre-Botzinger complex (preB6tC) located in the brainstem. The preBo6tC
is able to generate different breathing patterns depending on oxygen
availability: during normal oxygenation this circuit produces eupnea (normoxia)
and under hypoxic conditions this circuit reconfigurates, trough reorganizing the
activity of the respiratory neurons, to produce gasping. The mechanisms
involved in the reconfiguration of the preB6tC have been extensively
investigated by cell-focused studies. However, the global changes occurring at
the circuit level and the neuromodulators involved in this reconfiguration have
not yet been identified. Since a failure to gasp has been linked to sudden infant
death, the study of the mechanisms of gasping generation have clinical
relevance. Here, we studied the preBo6tC configuration in normoxia y its
reconfiguration during hypoxia by recording the preB6tC with multi-electrodes
arrays and by assessing the correlated firing among respiratory neurons. The
results showed that hypoxia causes a reduction in the strength or of the
functional connectivity within preBotC without reducing the number of
connections within the preB6tC and without reducing the number of active
neurons. The reduction in strength of functional interactions during hypoxia is
correlated with a decrease in spontaneous synaptic activity mediated by the
activation of presynaptic A; adenosine receptor. In contrast to previous
proposals based on cell focused studies, in this thesis it was shown that the
reconfiguration of the preBotC under hypoxia involves a differential decrease of
the excitatory synaptic transmission, which is reflected in changes in the

strength, but not the number of the functional interactions among respiratory



neurons. From these results, it is suggested that the preBotC is able to change
its population burst pattern by just changing the strength of the interactions
among its elements. Moreover, the dynamic and differential excitability
regulation during hypoxia may be a mechanism by which the preBo6tC can

tolerate prolonged periods of hypoxia.



1.- Introduccioén

La respiracion

La respiracién es una de las funciones mas importantes en los animales, ya
gue ademas de permitir el intercambio de gases, es necesaria para mantener
el metabolismo, regular el pH, etc. (Pefia y Garcia, 2006; Hall y Guyton, 2011).
Las funciones de la respiracion se han agrupado en cuatro (Hall y Guyton,

2011):

1) Ventilacion: entrada y salida de aire desde el ambiente a los
pulmones.

2) Intercambio de gases: O, y CO; entre los alveolos y la sangre.

3) Transporte de O, y CO..

4) Regulacion de la ventilacion, la cual consiste en el ajuste de la
velocidad de la ventilacion alveolar por parte del sistema nervioso

central (SNC).

La ventilacion en los mamiferos, es llevada a cabo por la contraccion
ritmica de la caja toracica y de los musculos respiratorios (Hall y Guyton, 2011),
gue puede llevarse a cabo de manera “normal” o forzada (Fox, 2011; Hall y
Guyton, 2011). La primera se produce por el movimiento del diafragma para
modificar el volumen de la caja toracica (Fox, 2011; Hall y Guyton, 2011),
mientras que la segunda, involucra la elevacion y descenso de las costillas por
la contraccién/relajacion de los siguientes grupos musculares (Figura 1; Hall y

Guyton, 2011):
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1) Mdsculos inspiratorios:
a. Intercostales externos: contribuyen al movimiento de las
costillas.
b. Esternocleidomastoideo: eleva el esternon.
c. Serratos anteriores: contribuyen al movimiento de las costillas.

d. Escalenos: elevacion de las dos primeras costillas

2) Musculos espiratorios:
a. Rectos del abdomen: jalan las costillas hacia abajo.
b. Intercostales: los intercostales externos se contraen durante la
inspiracion, mientras que los internos se relajan, permitiendo

de esta forma que la caja toracica se expanda.

ESPIRACION INSPIRACION

Aumento del

diametro vertical \\ )

Aumento del diametro
Anteroposterior

, W
N | /ﬂ ‘
% ntercostales ’ /////

— externos
4 contraidos

Caja toracica elevada

internos BN Contraccion del

Intercostales
h
1 relajados 4 musculo diafragmaticc

Musculos
abdominales
contraidos

Figura 1.- Esquema de los cambios en la caja toracica producidos por la contraccion de los
musculos durante la espiracién y la inspiracién. Nétese el aumento del didmetro de la caja

tordcica durante la inspiracion. Modificado de Hall y Guyton, 2011.
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Control de los musculos respiratorios

Los musculos involucrados en la respiracion (muasculos respiratorios) son
comandados por motoneuronas localizadas a diferentes niveles del SNC
(Bianchi et al., 1995; Richter y Spyer, 2001; Hilaire y Pasaro, 2003). Las
motoneuronas que controlan las vias aéreas superiores se localizan a nivel
craneal, las que controlan el diafragma se localizan a nivel cervical de la
médula espinal y las que controlan la caja toracica y los musculos abdominales
se encuentran en los segmentos toracicos de la médula espinal (Bianchi et al.,

1995; Richter y Spyer, 2001; Hilaire y Pasaro, 2003).

Las ndcleos neuronales respiratorios se localizan en la columna
respiratoria ventral (CRV) del bulbo raquideo, la cual se puede dividir en los
grupos neuronales que se describen a continuacién (Onimaru et al., 1988;
Ezure, 1990; Hilaire et al., 1990; Bianchi et al., 1995; Feldman et al., 2003;
Onimaru y Homma, 2003; Wong-Riley y Liu, 2005; Feldman et al., 2013; Smith

et al., 2013; Richter y Smith, 2014) (Figura 2):

* Grupo Respiratorio Pontino (GRP): incluye neuronas del nucleo Koélliker-

Fuse y del complejo parabraquial lateral y medial (Wong-Riley y Liu,
2005; Mulkey et al.,, 2007). EI GRP parece ser necesario para la
coordinacion de la actividad de los musculos espiratorios y de la
musculatura de las vias aéreas superiores durante la espiracion

(vocalizacion) (Alheid et al., 2004; Wong-Riley y Liu, 2005).
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Nucleo retrotrapezoide/Grupo Respiratorio parafacial (RTN/GRPF): Esta

region contiene neuronas que son reguladas por CO;y/o por pH (Mulkey
et al.,, 2004), asi como por la informacion proveniente de los
guimiorreceptores periféricos (Takakura et al., 2006). Se ha propuesto
gue el RTN/GRPF interactia con el preB6tC para generar patrones de
respiracion coordinados durante la espiracion activa (Onimaru y Homma,

2003).

El Complejo Bodtzinger (CB): contiene neuronas espiratorias,

principalmente inhibidoras, tanto glicinérgicas como GABAérgicas
(Ezure, 1990; Wong-Riley y Liu, 2005; Smith et al., 2007; Dubreuil et al.,
2009; Burke et al., 2010), las cuales inhiben a las neuronas inspiratorias
para inducir la transicion entre la inspiracion y la espiracion (Smith et al.,

2013; Richter y Smith, 2014).

El Complejo pre-Boétzinger (preBotC): es el centro generador de la

respiracion (Onimaru et al., 1988; Smith et al., 1991; McKay et al., 2005;
Wong-Riley y Liu, 2005; Koizumi et al., 2008; Bouvier et al., 2010; Pefia-

Ortega, 2012).

El Grupo Respiratorio Ventral (GRV): Este conjunto de neuronas

inspiratorias, que se dividen en rostrales y caudales, proyectan al nervio
frénico que, a su vez, controla al diafragma (Alheid y McCrimmon, 2008).

Las neuronas inspiratorias del GRV son comandadas por el preBotC e
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inhibidas por el CB (Bianchi et al., 1995; Hilaire y Pasaro, 2003; Alheid et

al., 2004; Alheid y McCrimmon, 2008).

* Ndcleo del tracto solitario: es el punto de entrada de la informacién

mecanoreceptora proveniente de los pulmones y de la informacién

qguimiorreceptora de la periferia (Nattie, 2001; Alheid et al., 2011).

e Oftros nucleos involucrados en la respiracion:

0 Nducleos del Rafé: contienen neuronas serotoninérgicas que

proyectan a la CRV y que participan en la estabilizacion de la
respiracion (Hodges et al., 2009; Ptak et al., 2009; Depuy et al.,

2011; Ray et al., 2011).

o0 Nucleo Ambiguo, Nucleo Motor del Nervio Vago y Nducleo

Hipogloso: Todos estos nucleos controlan las motoneuronas de
las vias aéreas superiores (Nunez-Abades et al., 1992; St-John,

1998; Jordan, 2001; Wong-Riley y Liu, 2005).
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Figura 2.-. Esquema de una vista dorsal (izquierda) y sagital (derecha) del bulbo raquideo, en
donde se puede ver la localizacién de los nucleos respiratorios incluido el complejo pre-
Botzinger. KF: nucleo Kolliker-Fuse; PB: nacleo parabraquial; A5: area noradrenérgica; NRT:
ndcleo retrotrapezoide; PGi: ndcleo reticular paragigantocellular; B6tC: complejo Bétzinger;
preBotC: complejo preBoétzinger; GRVr: grupo respiratorio ventral rostral; NTS: nudcleo del tracto
solitario; GRVc: grupo respiratorio ventral caudal; NAc: nlcleo ambiguo caudal; NAr: nicleo
ambiguo rostral; NRL: nudcleo reticular lateral y VII: nacleo facial. Modificado de (Rekling y

Feldman, 1998).

Clasificacion de las Neuronas Respiratorias

Las neuronas respiratorias son aguellas que estan involucradas en la
generacion y control de la respiracion y que disparan sus potenciales de accién
preferentemente en alguna de las fases del ritmo respiratorio (Duffin, 2004). A
este respecto, las neuronas respiratorias se pueden clasificar como
inspiratorias y espiratorias (Feldman y Kam, 2015), las primeras disparando sus

potenciales de accion durante la inspiraciébn, mientras que las segundas
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aumentando su frecuencia de disparo entre inspiraciones (Thoby-Brisson y
Ramirez, 2000; Smith et al.,, 2013; Richter y Smith, 2014). Dentro de las
neuronas inspiratorias existen diversos subtipos que se basan en el patron de
disparo de las neuronas durante la inspiracion y que las divide en los siguientes
subtipos: incrementador, decrementador o constante (Hayes y Del Negro,

2007; Smith et al., 2013 ; Richter y Smith, 2014).

El Complejo Pre-Botzinger: Circuito generador de la Respiracion

Como se menciond anteriormente, el ritmo respiratorio se genera por neuronas
del bulbo raquideo, especificamente por un grupo neuronal denominado
Complejo pre-Botzinger (preBotC) en la CRV (Onimaru et al., 1988; Smith et
al., 1991; Wong-Riley y Liu, 2005; Pefia-Ortega, 2012). El preB6tC corresponde
a una region de entre 350 y 700 uM que se encuentra rostral al obex y ventral
al nacleo ambiguo (Smith et al., 1991). La mayoria de las neuronas del preB6tC
expresan a la somatostatina (Sst) (Stornetta et al., 2003; Tan et al., 2008), a los
receptores a neurokinina 1 (NK1) (Gray et al.,, 2001) y a los transportadores
Vglut2 (Wallen-Mackenzie et al., 2006). Estas neuronas son bilaterales y
proyectan hacia ambos lados del bulbo raquideo a través de proyecciones
comisurales (Koshiya y Smith, 1999; Stornetta et al., 2003; Funke et al., 2007;

Koizumi et al., 2008; Tan et al., 2008).

La evidencia que indica que el preBo6tC es suficiente y necesario para la
generacion del ritmo respiratorio se produjo gracias a los siguientes trabajos

seminales: el primero de ellos se produjo con el desarrollo de la preparacion
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denominada “en bloc”, la cual consiste en el aislamiento del bulbo raquideo
junto con la médula espinal (Suzue, 1984). Dicha preparacion es capaz de
generar actividad ritmica, registrada en los nervios frénico e hipogloso (Suzue,
1984). Posteriormente, Smith et al, (1991) hicieron una serie de cortes
secuenciales en direccion rostro-caudal en esta preparacion, a partir del
puente, y demostraron que el preBotC es la region necesaria para generar el
ritmo respiratorio, pues un corte mas alla de esta region abole la generacion del
ritmo respiratorio. Ademas, estos autores demostraron que cuando se aisla el
preBotC en una rebanada, este circuito es capaz de mantener la generacion de
actividad ritmica que se puede registrar de las raices del nervio hipogloso.
Posteriormente, al hacer una diseccion extra de la rebanada de tallo cerebral
gue para aislar al preB6tC del resto de las estructuras adyacentes (Figura 3a)
(Johnson et al., 2001), se demostré que el preBotC, aislado en una “isla” es
capaz de mantener la capacidad de generar actividad ritmica que presenta las
mismas caracteristicas de patrén y frecuencia que aquella generada en la

rebanada de tallo cerebral.
b)

“Isla”
= Rebanada

o

0.5 1

Tiempo (s)

Figura 3.-. Rebanada de tallo cerebral que contiene el preBotC y la preparacién en “isla” de
este circuito. a) Esquema de una rebanada de tallo cerebral y la zona correspondiente a la

preparacion en “isla” del preBo6tC (rectdngulo rojo). b) Comparativo de la actividad poblacional
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del preBotC en registros de rebanadas y de “islas”. Notese que la actividad es practicamente
idéntica. Panel b) Modificado de (Johnson et al., 2001). No se muestran las unidades de la
sefial, debido a que es producto de la rectificacion e integracidn de un registro de voltaje en el

tiempo.

La perturbacion de la actividad de las neuronas del preBotC “in vivo” ha
demostrado también el papel fundamental de este circuito en la generacion de
los ritmos respiratorios (Ramirez et al., 1998b; Gray et al., 2001; Wenninger et
al., 2004; McKay et al., 2005; Tan et al., 2008). Por ejemplo, la inhibiciéon o
eliminacién de las neuronas del preBotC ocasiona alteraciones en el patrén
respiratorio que pueden llegar a producir apnea (Gray et al., 2001; McKay et
al., 2005; Tan et al., 2008). Por ejemplo, Tan et al. (2008) demostraron que la
inhibicion de la actividad de las neuronas somatostatinérgicas del preBo6tC
produce apneas que pueden llegar a ser mortales de no aplicar apoyo
ventilatorio en roedores. Por otra parte, la lesion neurotéxica de neuronas del
preBo6tC que expresan el receptor a sustancia P (NK1, Neuro-Kinina 1) pueden
producir ataxia respiratoria (Gray et al., 2001) o apneas durante el suefio

(McKay et al., 2005).

Ritmos respiratorios generados por el Complejo Pre-Bétzinger

Se ha demostrado que el preBotC es capaz de generar distintos ritmos
respiratorios dependiendo de la disponibilidad de oxigeno (Lieske et al., 2000).
En condiciones normales de oxigenacion (normoxia), el preB6tC produce dos
ritmos respiratorios: la respiracién “normal” o eupnea y los “suspiros” (Lieske et

al., 2000). Por otra parte, el mismo circuito, en condiciones de hipoxia
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prolongada, es capaz de reconfigurarse para generar boqueos (Lieske et al.,

2000).

Las respuestas a la hipoxia observadas in vivo, también pueden
observarse in vitro en preparaciones de rebanadas de tallo cerebral que
contienen al preBotC (Pefia et al., 2004), por lo que esta preparacion constituye
un excelente modelo para el estudio de los mecanismos celulares que
subyacen a la generacion de los ritmos respiratorios (Lieske et al., 2000; Pefia
et al., 2004) y permite el uso de técnicas de registro uni- y multicelular en
condiciones muy bien controladas (Carroll y Ramirez 2013; Carroll et al., 2013).
A continuacion, se hara una descripcion breve de las caracteristicas de los

distintos patrones respiratorios generados por el preBo6tC.

Eupnea

Durante condiciones de oxigenacion “normal” se genera la eupnea,
también denominada respiracion normal (Lieske et al., 2000). In vivo, este ritmo
respiratorio se caracteriza por la activacion paulatina de los musculos
respiratorios (Ezure, 1990; Bianchi et al., 1995; Pefia y Aguileta, 2007). En
condiciones in vitro se caracteriza por rafagas con forma de campana (Lieske
et al., 2000), Figura 4. La generacion de este tipo de patrén respiratorio se
lleva a cabo gracias a la interaccion sinaptica, tanto excitadora como inhibidora,
de neuronas pre-inspiratorias, inspiratorias y espiratorias (Greer et al., 1991;
Shao y Feldman, 1997; Lieske et al., 2000; Ren y Greer, 2006). Dentro de las
neuronas inspiratorias existen neuronas marcapasos, que generan
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intrinsecamente rafagas de potenciales de accién y que juegan un papel
esencial en la generacion de la eupnea (Thoby-Brisson y Ramirez, 2001; Pefia
et al., 2004; Del Negro et al., 2005), dado que el bloqueo de la generacion de
rafagas de potenciales de accion de las neuronas marcapasos abole el ritmo
respiratorio tanto in vitro (Pefia et al., 2004), como in vivo (Pefia y Aguileta,
2007). A la fecha se han descrito 2 tipos de neuronas marcapasos gue poseen
propiedades intrinsecas distintas (Pefa et al., 2004; Del Negro et al., 2005), lo
que se reflejan en su sensibilidad diferencial a distintos bloqueadores de
canales ionicos, incluido el cadmio (blogueador inespecifico de canales de
Ca’") (Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005). Asi, tenemos neuronas
sensibles al cadmio, que requieren de una corriente catibnica no selectiva
activada por Ca®* (Ican) para la generacion de sus réfagas de potenciales de
accion (Pefa et al., 2004; Del Negro et al., 2005). La lcan puede ser bloqueada
con la aplicacién del acido flufenamico (Pefia et al., 2004; Del Negro et al.,
2005). También existen neuronas marcapaso cuya generacion de rafagas de
potenciales de accion es insensible al cadmio, pero que depende de una
corriente persistente de sodio (Inap) (Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2002a;
2005). La Inap puede ser bloqueada por la aplicacion de riluzol (Thoby-Brisson y
Ramirez, 2001; Pefa et al.,, 2004). Los subtipos de neuronas marcapaso
presentan una respuesta diferente a la hipoxia (Pefia et al., 2004). Mientras
gue las neuronas sensibles al cadmio pierden su habilidad intrinseca de
generar rafagas de potenciales de accién en la hipoxia (Pefa et al., 2004), las
neuronas marcapaso que no son sensibles al cadmio mantienen la generacion
de rafagas de potenciales de accion en la hipoxia (Pefia et al., 2004). Por otra

parte, ambos tipos de neuronas marcapasos pueden ser moduladas por
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descargas sindpticas inhibitorias (Ramirez et al., 1997), que lentifica o bloquea
su disparo en rafagas y, de esta forma, modula la generacién de la eupnea

(Tryba et al., 2003).

Suspiros

Otro de los ritmos generados durante la normoxia son los suspiros
(Lieske et al., 2000). Los suspiros son inspiraciones bifasicas prolongadas,
caracterizadas por tener un volumen corriente (el aire que circula entre una
respiracion y espiracion) tres veces mayor al promedio del columen corriente
de un individuo (Bendixen et al., 1964; Cherniack et al., 1981). En
preparaciones in vitro, Lieske et al., (2000) describieron la existencia de los
suspiros, un ritmo bifasico que inicialmente es idéntico a la eupnea, pero que
continua con una fase de mayor amplitud, en comparacion con la eupnea,
seguida de una apnea denominada “apnea post suspiro” (Feldman y Gray,
2000; Lieske et al., 2000; Pefa, 2008, Figura 4). Si bien el ritmo tipo suspiro se
genera espontaneamente en preparaciones in vitro (Lieske et al., 2000), la
generacion de los mismos puede ser bloqueada al extirpar los
guimiorreceptores periféricos (Bartlett, 1971), indicando que los suspiros
podrian contribuir a la regulacion de la respiracion por el sistema nervioso
autbnomo (Hall y Guyton, 2011), asi como constituir un mecanismo para
reiniciar la funcién respiratoria (Vlemincx et al., 2009), para prevenir la
atelectasia (disminucién del volumen pulmonar), la rigidez pulmonar (Reynolds,
1962; Bendixen et al., 1964; Vlemincx et al.,, 2009) y para restablecer el

balance gaseoso en los pulmones (Cherniack et al., 1981).
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Figura 4.- Patrones de actividad respiratoria del preB6tC durante la normoxia. Trazos
electrofisioldgicos in vitro de un registro de campo del preBotC en una rebanada de tallo
cerebral obtenida de un ratén neonato. El trazo superior representa la actividad poblacional
rectificada e integrada, por lo que no se muestran sus unidades, mientras que el trazo inferior
muestra la actividad poblacional cruda. En ambos registros se puede observar la eupnea, los
suspiros y la apnea post-suspiro. Modificado de (Lieske et al., 2000). No se muestran las

unidades de la sefial integrada ( f ), debido a que es producto de la rectificacion e integracion
de un registro de voltaje en el tiempo.

Boqueos

Como se mencion6 anteriormente, el preB6tC es capaz de generar distintos
ritmos respiratorios dependiendo de la disponibilidad de oxigeno (Lieske et al.,
2000). Cuando este circuito es sometido a hipoxia, se produce una respuesta
gue presenta un comportamiento bifasico (Bureau et al.,, 1984; Haddad y
Mellins, 1984; Richter et al., 1991, Lieske et al., 2000; Maxova y Vizek, 2001,
Rivera-Angulo y Pefa-Ortega, 2014). La primera fase de la respuesta
respiratoria a la hipoxia es de aceleracién, que se caracteriza por un
incremento en la frecuencia de la eupnea y de los suspiros, para después
entrar en una fase de depresién donde el ritmo respiratorio desaparece de
manera inicial, para dar paso a la generacion de un nuevo ritmo respiratorio

llamado “boqueo” (Lieske et al., 2000), Los boqueos se caracterizan por ser un
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ritmo caracterizado por rafagas con un inicio subito, asi como con duracién y
frecuencia menores a las rafagas tipo eupnea (Lieske et al., 2000; Pefa y
Aguileta, 2007), Figura 5. Si la hipoxia es persistente, los boqueos
desaparecen y deviene la “apnea hipoxica”, que es mortal (Fewell et al., 2000;

Gozal et al., 2002).

Figura 5.- Respuesta a la hipoxia del preB6tC y los cambios en el patron de actividad
respiratoria en estas condiciones. a) Actividad poblacional (integrada) del preB6tC durante
periodos de normoxia e hipoxia de registros electrofisiolégicos in vitro de ratones de 0-2
semanas de edad. Los asteriscos representan suspiros. b) Comparacion de los diferentes tipos

de patrones de actividad que se producen en el preBotC: eupnea, suspiros y boqueos. Note
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qgue los boqueos son de menor duracién y menor frecuencia que la eupnea. Modificado de
(Lieske et al., 2000). No se muestran las unidades de la sefial, debido a que es producto de la

rectificacion e integracion de un registro de voltaje en el tiempo.

Como se mencion6é anteriormente, el preBotC estd compuesto por
neuronas inspiratorias, post-inspiratorias y espiratorias que interactian para
generar los diferentes ritmos respiratorios (Richter et al., 1991; Lieske et al.,
2000; Peila y Ramirez, 2004; Richter y Smith, 2014). Estas neuronas
responden de manera heterogénea a la hipoxia. Por ejemplo, las neuronas
espiratorias pierden su ritmicidad, mientras que algunas de las neuronas
inspiratorias contintan activas y las post-inspiratorias disparan en fase con la

inspiracion (Lieske et al., 2000; Lieske et al., 2001; Ramirez y Lieske, 2003),

Figura 6.
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Figura 6.-. Cambios en los patrones de disparo de las neuronas no-inspiratorias durante la
generacion de los boqueos. Los registros electrofisiolégicos, in vitro, se realizaron en animales
de 0-2 semanas de edad. a) Registro intracelular de una neurona post-inspiratoria durante la
hipoxia, nétese que durante la hipoxia la neurona transforma su disparo de un patrén post-
inspiratorio a uno inspiratorio. b) Histograma del promedio de disparo de una neurona post-
inspiratoria durante la normoxia y la hipoxia. ¢) Histograma del promedio de disparo de una
neurona espiratoria durante la normoxia y la hipoxia, la neurona espiratoria pierde su inhibicion
fasica y se vuelve quiescente durante la hipoxia. Modificado de (Lieske et al., 2000). No se
muestran las unidades de la sefial, debido a que es producto de la rectificacion e integracién de

un registro de voltaje en el tiempo.

Es importante mencionar que existe un grupo de neuronas marcapasos
resistentes a la hipoxia. Las neuronas marcapaso se pueden clasificar en
sensibles a cadmio y dependientes de la Ican (Sen-Cd,) e insensibles a cadmio
y dependientes de la Inap ( IN-Cd) (Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005).
Las neuronas marcapasos In-Cd mantienen la generacion de rafagas de
potenciales de accién en condiciones de hipoxia (Thoby-Brisson y Ramirez,
2000; Peia et al., 2004; Tryba et al., 2006). Interesentemente, al bloquear la
actividad de estas neuronas marcapasos, con el bloqueador especifico de la
Inap riluzol, la generacion de los boqueos desaparece tanto in vivo (Pefa y
Aguileta, 2007), como in situ (Paton et al., 2006) e in vitro (Pefa et al., 2004), lo
gue sugiere que estas neuronas son fundamentales para la generaciéon del

ritmo respiratorio en condiciones de hipoxia, Figura 7.
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Figura 7.- Modelos de las conformaciones de la red respiratoria durante la normoxia y la
hipoxia. La red respiratoria contiene un grupo de neuronas inspiratorias con propiedades
marcapasos heterogéneas (I en los circulos negros) que estan conectados a través de
conexiones excitadoras. Las neuronas marcapasos estdn moduladas por la entrada inhibidora
de neuronas inspiratorias (l), post-inspiratorias (PI) y espiratorias (E). La entrada inhibidora de
las neuronas | tanto a las E como a la Pl es fundamental para generar las diferentes fases de la
respiracion. Durante la hipoxia una gran porcion de neuronas respiratorias son inhibidas (gris
claro) y la transmisién inhibidora desaparece. Durante este periodo, el ritmo respiratorio podria
ser comandado por neuronas marcapasos resistentes a la hipoxia. Modificado de (Pefia y

Ramirez, 2005).

En cuanto al efecto de la hipoxia sobre las propiedades intrinsecas de
las neuronas respiratorias, se ha observado que algunas neuronas inspiratorias
y espiratorias responden a la hipoxia con una despolarizacion inicial seguida de
una hiperpolarizacion (Ballanyi et al., 1994; Ballanyi et al., 1999; Thoby-Brisson
y Ramirez, 2000), mientras que otras neuronas respiratorias no cambian su
potencial de membrana en la hipoxia (Ballanyi et al., 1999; Lieske et al., 2000;

Thoby-Brisson y Ramirez, 2000). Estos efectos son una consecuencia del
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efecto de la hipoxia sobre algunos canales i6nicos (Mironov et al., 1998;
Mironov y Richter, 1998, 1999; Mironov et al., 2000; Mironov y Richter, 2000b).
Por ejemplo, durante la hipoxia hay un aumento de las corrientes de los
canales tipo L de Ca?* (Mironov y Richter, 1998), una activacion de los canales
de potasio activados por ATP (IKarp) (Mironov et al., 1998; Mironov y Richter,
2000a) asi como la inhibicion de las corrientes activadas por hiperpolarizaciéon
(Ih) (Mironov et al., 2000) y las corrientes de Na* (Mironov y Richter, 1999).
Como se menciond, efectos de la hipoxia que producen una despolarizacion
seguida de una hiperpolarizacién en algunas neuronas respiratorias (Ballanyi et

al., 1994; Ballanyi et al., 1999; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000).

En cuanto a la transmision sinptica, la transmisién inhibidora es
suprimida durante la hipoxia, o que ocasiona que las neuronas espiratorias
dejen de tener una actividad ritmica y comiencen a disparar tonicamente
(Figura 6c¢) (Lieske et al.,, 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000) y las
neuronas post-inspiratorias disparen en fase con la inspiracion (Lieske et al.,
2000). Con respecto a la transmision excitadora, se ha visto que en algunas
neuronas inspiratorias hay una reduccion en la excitacion durante la hipoxia,
mientras que en otras no hay ningun efecto aparente (Ballanyi et al., 1994;
Ramirez et al., 1998a; Ballanyi et al., 1999; Lieske et al., 2000). Este efecto
heterogéneo de la hipoxia sobre la transmision excitadora, hace suponer que
existe un componente de transmision excitadora que es resistente a la hipoxia

y que podria participar en la generacién de los boqueos.

Es importante mencionar, que Lieske et al., (2000) demostraron que

todos los ritmos antes mencionados son generados por el mismo circuito (el
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preBotC) y, a partir de entonces, se ha propuesto que los cambios en el patron
respiratorio se debe a modificaciones en las propiedades intrinsecas y
sinapticas dentro del preB6tC que dan por resultado la generacion de
diferentes ritmos en respuesta a diferentes condiciones fisiolégicas o
patoldgicas (por ejemplo, la hipoxia) (Lieske et al., 2000; Nusbaum et al., 2001,
Pefia y Ramirez, 2005; Pefia-Ortega, 2012; Aoi et al., 2013; Dupret et al.,

2013).

Modelos de la Generacién de los Ritmos Respiratorios

A la fecha, se han generado varios modelos con el objetivo de explicar como es
gue el preBo6tC es capaz de generar el ritmo respiratorio (Butera et al., 1999a;
Butera et al., 1999b; Feldman et al., 1991; Funk y Feldman, 1995; Koshiya y
Smith, 1999; Richter et al., 1992; Ramirez y Richter, 1996; Rybak et al., 2014,
Smith et al., 2000). Estos modelos se han producido paralelamente a estudios
experimentales que apoyan ciertos aspectos de los mismos (Butera et al.,
1999a; Del Negro et al., 2002a; Koizumi y Smith, 2008; Rybak et al., 2003),
pero que no apoyan otros (Del Negro et al., 2002b, 2005). Por lo anterior, se ha

originado una diversidad de modelos que se describen a continuacion:

Modelo de la red respiratoria condicional

Este fue uno de los primeros modelos de generacién de la respiracion
(Connelly et al., 1992; Richter et al., 1992; Ramirez y Richter, 1996), que

propuso, como practicamente lo hacen todos los modelos, que el patron ritmico
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surge de una interaccion entre las propiedades sinapticas e intrinsecas de las
neuronas respiratorias (Connelly et al., 1992; Richter et al.,, 1992; Ramirez y
Richter, 1996). En particular, este modelo propuso que las conductancias de
las neuronas respiratorias estan bajo el control de las propiedades sinapticas,
las cuales determinan una ventana temporal de activacion neuronal (Richter y
Spyer, 2001). Lo anterior ocasiona que las neuronas respiratorias solo estén
activas durante la inspiracion y/o la post-inspiracién dependiendo del grado de
modulacién sinaptica que reciban (Botros y Bruce, 1990; Ogilvie et al., 1992).
Este modelo propone que la transicion entre las diferentes fases respiratorias
estd gobernada exclusivamente por cambios en la modulacion sinaptica
(Richter et al., 1992; Ramirez y Richter, 1996). Este modelo incorpora un papel
obligatorio de la inhibicidn sinaptica como esencial para generar la transiciones
entre las diferentes fases del ritmo (por ejemplo, para terminar la inspiracién)
(Bradley et al., 1975; Del Negro et al.,, 2010). En este modelo, cuando la
transmision sinaptica inhibidora es bloqueada el ritmo respiratorio desaparece
(Rybak et al., 1997b). Sin embargo, esto no ocurre en preparaciones in vitro y

en bloc (Feldman y Smith, 1989; Ramirez et al., 1996; Shao y Feldman, 1997).

Modelo basado en neuronas marcapaso

Este modelo surgié de la identificacion de ciertas neuronas dentro del preBo6tC
gue son capaces de generar intrinsecamente rafagas de potenciales de accion,
aun cuando la transmision sindptica es inhibida (Funk y Feldman, 1995; Pefia
et al., 2004). A partir de ello, y acorde a modelos en circuitos de invertebrados

(Hooper y Marder, 1987; Marder y Calabrese, 1996; Marder et al., 2005), se
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propuso que estas neuronas “marcapaso” podrian ser las encargadas de
generar el ritmo respiratorio (Feldman et al., 1991; Funk y Feldman, 1995;
Butera et al., 1999a; Koshiya y Smith, 1999; Pefa et al., 2004; Feldman y Del
Negro, 2006). Como se mencioné anteriormente, existen al menos dos
poblaciones de neuronas marcapaso (Thoby-Brisson y Ramirez, 2001; Pefia et
al., 2004). Unas que dependen de Inap y otras de lcan (Thoby-Brisson y
Ramirez, 2001; Pefia et al., 2004). Al bloquear la actividad de ambos grupos de
neuronas marcapasos el ritmo respiratorio es abolido tanto in vitro (Pefia et al.,
2004; Del Negro et al., 2005) como in vivo (Pefa y Aguileta, 2007). El punto
mas criticado de esta teoria es que la mayoria de las neuronas del preBo6tC
expresan tanto la Inap como la Ican (Del Negro et al., 2002b; Rybak et al., 2003;
Del Negro et al.,, 2005), por lo que el bloqueo de la generacion del ritmo
respiratorio producido por los bloqueadores de la Inap Y 12 Ican (Pefa et al.,
2004; Aguileta y Pefa, 2007), podria deberse a una disminucién de le
excitabilidad de todo el circuito y no exclusivamente de las neuronas
marcapaso (Del Negro et al., 2002b; Rybak et al., 2003; Del Negro et al., 2005).
Es importante mencionar que las criticas a este modelo presuponen que las
neuronas del preB6tC son homogéneas en cuanto a la expresion de las
corrientes Inap Y lcan, 10 cual es poco probable dado que las neuronas
presentan una expresion variable en cantidad y en tipos de canales iénicos que
determinan sus patrones de disparo (Hille, 2001). Por otra parte, cuando se
modela la expresion de estas corrientes de manera aleatoria dentro del
preBotC, da por resultado una poblacion neuronal heterogénea (neuronas con
actividad marcapaso dependientes de Ican, dependientes de Inap O

dependientes de ambas, asi como neuronas no marcapaso) (Rybak et al.,
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2014), lo cual es consistente con la evidencia experimental (Thoby-Brisson y

Ramirez, 2001; Pefia et al., 2004).

Modelo hibrido de marcapasos-red respiratoria

Este modelo fue originalmente propuesto por Butera et al (Butera et al., 1999a,
b) y toma en cuenta tanto las interacciones sinapticas excitadoras como el
papel crucial de las neuronas marcapasos para generar la respiracion (Butera
et al., 1999a, b). Este modelo también propone que las neuronas excitadoras
interactdan con las neuronas inhibidoras para generar las diferentes fases del
ritmo respiratorio (Butera et al., 1999a, b; Smith et al., 2000; Del Negro et al.,
2001). Este modelo estd basado en una expresion heterogénea de dos
corrientes, la Inap Y 12 Ik-Leak (JOhNson et al., 1994; Koizumi y Smith, 2008;
Koizumi et al., 2010), lo que genera una poblacién heterogénea de neuronas
gue van desde neuronas completamente silentes, hasta neuronas con
propiedades marcapaso (Butera et al., 1999b). Media década después del
modelos de Butera et al (1999), se descubrié que las neuronas marcapasos
presentan una corriente catiénica no selectiva dependiente de Ca** (Ican)
(Pefia et al., 2004; Del Negro et al., 2005), corriente que no fue tomada en
cuenta en el modelo inicial (Butera et al., 1999a, b). Sin embargo, una de las
ventajas de este modelo es la incorporacién de diferentes grupos neuronales
(marcapasos, inspiratorias y espiratorias de diversos tipos) que existen tanto en
el preBotC como en otras regiones involucradas para la generacién del ritmo

respiratorio (Smith et al., 2000; Del Negro et al., 2010).
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Modelo del “grupo de neuronas marcapaso”

Este modelo considera la generacion de los patrones respiratorios como una
propiedad emergente (Rekling et al., 1996; Rekling y Feldman, 1998; Feldman
y Del Negro, 2006; Rubin et al., 2009b). Una propiedad emergente es aquel
proceso o patron que se origina a través de interacciones entre elementos que
por si solos no poseen esta “propiedad” (Hopfield, 1982; Del Negro et al.,
2002a; Feldman y Del Negro, 2006; Mironov, 2013). EI modelo del “grupo de
neuronas marcapasos” propone que la generacion del ritmo respiratorio
emerge debido a que las corrientes intrinsecas de las neuronas respiratorias se
encuentran “silentes” o “latentes” hasta que son evocadas y moduladas
singpticamente a través de retroalimentacion negativa y positiva (Rekling et al.,
1996; Rekling y Feldman, 1998; Feldman y Del Negro, 2006; Rubin et al.,
2009b). La excitacion recurrente produce la activacion de la Inap (Del Negro et
al., 2002b; Rybak et al., 2003) y de la Ican (Onimaru et al., 1996; Mironov y
Richter, 1998, 2000b; Mironov, 2008, 2013), lo que potencia la excitacion y
origina el ritmo respiratorio (Feldman y Del Negro, 2006). En resumen, la
generacion del ritmo respiratorio requiere de la interaccion entre las
propiedades intrinsecas y sinapticas (excitadoras: glutamato e inhibidoras:
glicina y GABA) de las diferentes poblaciones neuronales del preBotC (Ramirez
et al., 1997; Pefa et al., 2004; Del Negro et al., 2005; Feldman y Del Negro,
2006; Feldman et al., 2013), como son las neuronas inspiratorias (marcapasos
Yy N0 marcapasos), post-inspiratorias, espiratorias y no inspiratorias (Richter et
al., 1991, Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez, 2004; Richter y Smith, 2014). La

interaccidn entre estos grupos de neuronas se da a través de una excitacion e
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inhibicién reciproca (Richter et al., 1991, Lieske et al., 2000; Pefia y Ramirez,
2004), en donde la excitacion es necesaria para la sincronizacion mientras que
la inhibicion juega un papel importante en la generacién de las diferentes fases
del ritmo respiratorio como son la inspiracion, la post-inspiracion y la espiraciéon
(Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1999; Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson y
Ramirez, 2001). Es importante mencionar que la transmision sinaptica
inhibidora no es necesaria para la generacién del ritmo respiratorio, pero juega
un papel fundamental en el control de la actividad de las neuronas marcapasos
(Ramirez et al., 2004; Montandon et al., 2011). Recientemente, mediante el
registro simultaneo de multiples neuronas se ha observado que la actividad de
las neuronas respiratorias puede variar de una inspiracién a otra, llevando a
proponer que las neuronas marcapasos no funcionan como un comando fijo,
sino como iniciadoras y estabilizadoras del ritmo respiratorio (Carroll y Ramirez,
2013; Carroll et al., 2013). Por lo anterior, se propone que cada inspiracion
emerge de una colaboracion estocastica de las diferentes neuronas
respiratorias (marcapasos y no marcapasos) (Carroll y Ramirez, 2013; Carroll

et al., 2013).

Como se menciond anteriormente, existen al menos dos corrientes
i6nicas que son fundamentales para la actividad de las neuronas marcapasos,
la lcan Y 1a Inap (Butera et al., 1999b, a; Thoby-Brisson y Ramirez, 2001; Pefa et
al., 2004; Del Negro et al., 2005) y que se han incorporado en nuevos modelos
de generacién del ritmo respiratorio (Rubin et al., 2009b; Dunmyre et al., 2011;
Toporikova y Butera, 2011). Sin embargo, estos modelos asumen que todas

las neuronas respiratorias presentan ambas corrientes y suponen que las
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neuronas del preBotC son homogéneas, lo cual no es del todo cierto (Feldman
y Kam, 2015). Como ya se mencion0, Rybak et al., 2014 han propuesto un
modelo en donde la expresion de estas corrientes, modelada de manera
aleatoria, da por resultado una poblacion heterogénea de neuronas con
actividad marcapaso dependientes de la Ican, de la Inap 0 de ambas, lo cual es
consistente con la evidencia experimental (Thoby-Brisson y Ramirez, 2001;
Pefa et al., 2004). En este ultimo modelo, la generacién de la actividad ritmica
surge a partir de la Iyap por si sola, o en conjunto la Ican. La activacion de
ambas corrientes depende criticamente del nivel de excitabilidad del circuito
(excitacion ténica proveniente de otros circuitos respiratorios), del nimero de
neuronas que participan y de la magnitud o fuerza de las interacciones

excitadoras entre las neuronas respiratorias (Rybak et al., 2014).

A pesar de que la diversidad de modelos de generacion de la respiracion
han aportado invaluable informacién, la mayoria de los estudios se basan en
registros electrofisioldgicos de neuronas individuales (por ejemplo, 1 neurona
inspiratoria de alrededor de 1000-3000 por rebanada (Feldman y Kam, 2015).
Este enfoque limita la habilidad para determinar el alcance total de la
funcionalidad, superposicion y magnitud de las interacciones de las neuronas o
elementos respiratorios dentro del circuito. Por ello, consideramos que los
modelos de la generacion del ritmo respiratorio se veran enriquecidos con la
integracion de estudios en donde se hayan registrado simultAneamente
diversos tipos de neuronas respiratorias, como es el caso de los registros con
multi-electrodos (Lindsey et al., 2000; Segers et al., 2008; Galan et al., 2010;

Morris et al., 2010; Ott et al., 2011; Segers et al., 2012; Carroll y Ramirez, 2013,
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Carroll et al., 2013; Nieto-Posadas et al., 2014) o con imagenologia (Hartelt et
al., 2008; Mironov, 2009; Rubin et al., 2009a; Mellen y Mishra, 2010; Okada et
al., 2012; Gourevitch y Mellen, 2014). A la fecha, la mayoria de este tipo de
estudios se enfocan en registros de multiples de neuronas de varios ndcleos
respiratorios de la CRV (Vachon y Duffin, 1978; Segers et al., 1987; Lindsey et
al., 1992; England et al., 1995; Morris et al., 1996; Lindsey et al., 1998; Tian y
Duffin, 1998; Lindsey et al., 2000; Shan y Cheng, 2000; Shannon et al., 2000;
Shen et al., 2002; Li et al., 2003; Duffin, 2004; Segers et al., 2008; Morris et al.,
2010; Ott et al., 2011; Ott et al., 2012; Segers et al., 2012; Segers et al., 2015)

sin enfocarse especificamente a un nucleo en especifico.

Registro simultaneo de multiples neuronas respiratorias

Una de las aproximaciones experimentales que ha dado mas informacion con
respecto al funcionamiento de los circuitos neuronales son las técnicas de
imagen de calcio intracelular, las cuales se basan en detectar los incrementos
en la concentracién de Ca** (concentracién que se incrementa hasta 100 veces
durante la actividad neuronal) (Grienberger y Konnerth, 2012). Con respecto a
los estudios de imagenes de calcio en el preBotC (Hartelt et al., 2008; Mironov,
2009; Rubin et al.,, 2009a; Mellen y Mishra, 2010; Okada et al.,, 2012;
Gourevitch y Mellen, 2014), el grupo de Mironov (Hartelt et al., 2008; Mironov,
2009) ha aportado informacion crucial sobre la topologia del preBotC. Este
grupo ha establecido que la mayoria de las neuronas respiratorias (= 90%)
forman grupos (“clusters”) de 7 neuronas con alrededor de 7 conexiones cada

una, mientras que el 10% restante de las neuronas del este circuito se
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mantienen aisladas y con alrededor de 2 conexiones cada una (Hartelt et al.,
2008; Mironov, 2009). En concordancia con estas observaciones, se ha
observado que el preBo6tC representa el grupo mas homogéneo y compacto
dentro de la columna respiratoria ventral, mostrando alto grado de actividad
correlacionada dentro del mismo preB6tC como con otros nucleos respiratorios
(Gourevitch y Mellen, 2014), lo que sugiere que el preB6tC podria funcionar
como un médulo que integra la actividad de los diferentes nucleos respiratorios
para generar la actividad inspiratoria (Gourevitch y Mellen, 2014). Una
desventaja de la utilizacion de las imagenes de calcio en los estudios de la
dinamica de circuitos neuronales es que esta técnica no permite ver si existen
cambios en la magnitud o fuerza de las interacciones (solamente se puede
establecer si hay o0 no interacciones funcionales entre los elementos
respiratorios). Por ejemplo, sabemos que durante la hipoxia se pierde la
comunicacién entre muchos elementos (neuronas) respiratorios, pero no
sabemos que es lo que ocurre con las conexiones que resisten durante la
hipoxia. Este tipo de preguntas se pueden abordar realizando registros
extracelulares de multiples neuronas (Lindsey et al., 2000; Segers et al., 2008;
Galan et al., 2010; Morris et al., 2010; Ott et al., 2011; Buzsaki et al., 2012;
Segers et al., 2012; Carroll y Ramirez, 2013; Carroll et al., 2013; Nieto-Posadas

et al., 2014).

Diversos grupos de investigacion han llevado a cabo registros con
multielectrodos en la columna respiratoria ventral (Vachon y Duffin, 1978;
Segers et al., 1987; Lindsey et al., 1992; England et al., 1995; Morris et al.,

1996; Lindsey et al., 1998; Tian y Duffin, 1998; Lindsey et al., 2000; Shan y
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Cheng, 2000; Shannon et al., 2000; Shen et al., 2002; Li et al., 2003; Duffin,
2004; Segers et al., 2008; Morris et al., 2010; Ott et al., 2011; Ott et al., 2012;
Segers et al., 2012; Segers et al., 2015). Sin embargo, estos estudios se han
enfocado al registro de diferentes nucleos respiratorios simultdneamente y han
dejado de lado la circuiteria especifica de cada nudcleo respiratorio. Con
respecto al preBotC, mediante el uso de multi-electrodos y el analisis de los
patrones de disparo de sus neuronas, se ha observado que la actividad de las
neuronas inspiratorias con respecto a la actividad poblacional no es fija y
cambia de una rafaga poblacional a otra (Carroll et al., 2013; Carroll y Ramirez,
2013). Lo anterior siguiere que las rafagas respiratorias no se producen por
una activacion fija, ordenada y secuencial de neuronas respiratorias, sino por el
reclutamiento aleatorio de estas neuronas (Carroll et al., 2013; Carroll y
Ramirez, 2013). Lo anterior podria sugerir que las neuronas marcapasos, que
se proponian como iniciadoras de la inspiracién, podrian tener un papel mas
dinamico en la generacién del ritmo respiratorio (Carroll y Ramirez, 2013). Por
otra parte, con el uso de registros con multielectrodos se ha determinado que la
actividad del preBo6tC es sumamente maleable (Galan et al., 2010). Por
ejemplo, después de la hipoxia se producen cambios heterogéneos en la

sincronizacion de las neuronas de este circuito (Galan et al., 2010).

Pocos estudios, con un enfoque de circuito (mediante el uso de
multielectrodos e imagenes de calcio), se han realizado sobre la
reconfiguracion del preBotC durante la hipoxia. A este respecto, se ha visto que
después de la hipoxia, la mayoria de las neuronas respiratorias presentan una

disminuciébn en su sincronizacién, aunque en algunas neuronas esta
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sincronizacion aumenta (Galan et al., 2010). Lo anterior sugiere que la hipoxia
produce cambios heterogéneos en la conectividad del circuito respiratorio que
son de larga duracién (Galan et al., 2010). Sin embargo, se desconoce si los
cambios en la sincronizacion de las neuronas respiratorias observados
después de la hipoxia son iguales a los que ocurren durante la misma y, mas
aun, no se ha determinado si existen cambios en la magnitud o en el nUmero
de las interacciones entre las neuronas respiratorias en ambas condiciones

experimentales.

Cambios en la transmision sinaptica durante la hipoxia: Papel de la

adenosina

La hipoxia produce una depresion robusta y reproducible de la transmision
sinaptica tanto excitadora (Rosen y Morris, 1993; Hammond et al., 1994;
Coelho et al., 2000; Frenguelli et al., 2003; Pearson y Frenguelli, 2004; Dias et
al., 2013) como inhibidora (Rosen y Morris, 1993; Hammond et al., 1994,
Centonze et al., 2001). Esta disminucién de la transmisién sinaptica producida
por la hipoxia se ha observado tanto in vivo (Xu y Pulsinelli, 1996; Gervitz et al.,
2001; Fowler et al., 2003; Gervitz et al., 2003) como in vitro (Lipton y
Whittingham, 1979; Luhmann y Heinemann, 1992; Jha y Deshpande, 2003;
Deshpande y Jha, 2004). La disminucion de la transmisién sinaptica producida
por la hipoxia tiene como resultado una disminucién en el niamero total de
neuronas co-activas y, por lo tanto, afecta la dinamica de los circuitos
neuronales (Pefia y Ramirez, 2005; Mahamed et al., 2011; Strey et al., 2012;

Wassink et al., 2013).
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Los mecanismos celulares involucrados en la depresidon de la
transmision sinaptica causada por la hipoxia se pueden agrupar en tres tipos:
a) inhibicién de las corrientes pre-sinapticas de Ca** (Krnjevic y Leblond, 1989;
Young y Somjen, 1992); b) alteraciones en la maquinaria vesicular (Katchmany
Hershkowitz, 1993b; Kulik et al., 2000); y ¢) modulacion de los receptores pre-
sinpticos que controlan la neurotransmision (Gribkoff et al., 1990; Katchman y
Hershkowitz, 1993a; Canhao et al., 1994; Zhu y Krnjevic, 1997; Dale et al.,
2000; Gervitz et al., 2001; Frenguelli et al., 2003; Gervitz et al., 2003). De estos
tres mecanismos, el mas comunmente asociado a la depresion de la
transmision sinaptica durante la hipoxia en diferentes circuitos del SNC es el
incremento en los niveles de adenosina (Coelho et al., 2000; Centonze et al.,
2001) y la subsecuente activacion de sus receptores, localizados pre- y post-
singpticamente (Zetterstrom et al., 1982; Latini et al., 1998; Coelho et al., 2000;
Dale et al., 2000; Centonze et al., 2001; Kyung Park et al., 2002; Frenguelli et
al., 2003; Pearson et al., 2003; Dias et al., 2013; Chen, 2014; Chen et al.,

2014).

La adenosina funciona como un neuromodulador al regular la
excitabilidad neuronal mediante el control de la liberacién de neurotransmisores
(Gribkoff et al., 1990; Katchman y Hershkowitz, 1993a; Canhao et al., 1994,
Zhu y Krnjevic, 1997; Dale et al., 2000; Gervitz et al., 2001; Frenguelli et al.,
2003; Gervitz et al., 2003), la generacién de los potenciales de accion (Chen,
2014; Chen et al., 2014; Pan et al., 1994; Visentin et al., 1990) y la modulacién

de la plasticidad sinaptica (Diogenes et al., 2004; Chung et al., 2009; Gomes et
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al., 2011; Sasaki et al., 2011; Dias et al., 2013). Los efectos de la adenosina
son mediados por receptores acoplados a proteinas G (Fredholm et al., 2001),
del que a la fecha se han identificado cuatro subtipos: Ai, Aza, A Y As
(Fredholm et al., 2001). Esta clasificacion se basa en el tipo de proteina G a la
gue estd acoplado cada subtipo de receptor y, por lo tanto, su efecto sobre la
actividad de la adenilato ciclasa (Fredholm et al., 2001). Asi, tenemos tanto
receptores de adenosina acoplados a proteina Ga; que inhiben a la adenilato
cilcasa (van Calker et al., 1979) y receptores de adenosina acoplados a
proteina Gas que activan a la adenilato cilcasa (van Calker et al., 1979). Los
receptores A; y As; estan acoplados a proteinas Ga; y Gas respectivamente
(Fredholm et al., 2001). Mientras que los A, estan acoplados a Gagr Y Gas
(Gubitz et al., 1996; Kull et al., 2000). La activacién del receptor A; también
induce cambios adicionales como el aumento en los niveles de diacilglicerol y
de inositol trifosfato a través de la activacion de la fosfolipasa C (Fredholm et
al., 2001; sShim et al., 2002), la activacion de canales de potasio acoplados a
proteinas G (GIRK, por sus siglas en inglés) (Kirsch et al., 1990; Heurteaux et
al., 1995) y la activacién canales de potasio acoplados a ATP (Karp) (Fredholm
et al.,, 2001) (Figura 8): La activacion de estos canales i6nicos produce una
hiperpolarizacion y la disminucién de la excitabilidad neuronal (Figura 8)
(Fredholm et al., 2001). Por su parte, la activacion de los receptores Aja
aumenta los niveles de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc; por sus siglas
en inglés), mientras que la activacion de los receptores Az y A3 aumenta los
niveles de AMPc y de inositol trifosfato (Fredholm et al., 2001; Jacobson y Gao,
2006). El papel funcional de los receptores a la adenosina no solo depende de

las cascadas de segundos mensajeros que producen sino también de su
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distribucion y expresion en el SNC (Fredholm et al., 2001). El receptor A; se
expresa en altos niveles en el hipocampo, la corteza cerebral, la médula
espinal y el cerebelo (Ribeiro et al., 2002). El receptor A,a Se expresa en altos
niveles en el bulbo olfatorio y el estriado, especialmente en las neuronas
GABAérgicas estriatopalidales (Fredholm et al., 2001). El receptor A,z se
expresa escasamente en el cerebro (Dixon et al., 1996) y el receptor A; se

expresa principalmente en el cerebelo y el hipocampo (Fredholm et al., 2001).

Canales de Receptor
Canales de Calcio A,
Potasio
o-JNj-els
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Figura 8.- Vias principales de sefalizacion del receptor de adenosina tipo A;. Se ejemplifica la
activaciéon tanto de proteinas Ga; como Gays, asi como la activacién de canales de K" y la
inhibicion de canales de Ca®*. También se ejemplifica la activacién de la B-arrestina y la
activacién de las vias de sefalizacion acopladas a la fosfolipasa C (PLC). AC: adenilato
cilcasa; AMPc: monofosfato ciclico de adenosina; PKA: proteina cinasa A; ERK: cinasas
reguladas por sefiales extracelulares; IP3: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; PKC: proteina

cinasa C. Modificado de (Chen et al., 2014).

Los efectos de la adenosina sobre la excitabilidad neuronal se deben
principalmente a la activacién de los receptores A; y Axa (Sebastiao y Ribeiro,

1996; Chen, 2014), los cuales se expresan pre-sinapticamente (Fredholm et al.,
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2001) y controlan la liberacion de diversos neurotransmisores como el
glutamato, el GABA, la dopamina y la acetilcolina (Sebastiao y Ribeiro, 1996;
Pefia y Ramirez, 2005; Chen, 2014). El efecto principal de la activacion del
receptor A; es el de deprimir la transmisién sinaptica (Dunwiddie y Masino,
2001; Pefia y Ramirez, 2005; Sebastiao y Ribeiro, 2009). La activacion pre-
sinaptica de estos receptores bloquea la transmisién singptica mediante la
inhibicion de los canales de calcio tipo N (Wu y Saggau, 1994; Gundlfinger et
al., 2007) y la interferencia con la maquinaria de liberacién vesicular (Fredholm
et al., 1989; Hasuo et al.,, 1992). La activacién post-sinaptica del receptor A;
puede regular la excitabilidad neuronal al inhibir a los receptores
glutamatérgicos del tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) (de Mendonca et al.,
1995) y al activar canales de potasio (Chen et al., 2014). Con respecto al
receptor A2A de adenosina post-sinaptico, se sabe que su activaciéon produce
la inhibicion del receptor NMDA vy la reduccidén de la excitabilidad neuronal

(Wirkner et al., 2000; Gerevich et al., 2002).

En resumen, la adenosina es capaz de regular la excitabilidad neuronal
controlando la liberacién de glutamato, de GABA y de acetilcolina (Chen et al.,
2014). Por ello, en condiciones en las que los niveles de adenosina
incrementan, como en la hipoxia o en la isquemia, la adenosina produce una
reduccion en la excitabilidad neuronal (Gribkoff et al.,, 1990; Katchman y
Hershkowitz, 1993a; Canhao et al., 1994; Zhu y Krnjevic, 1997; Dale et al.,
2000; Gervitz et al., 2001; Frenguelli et al., 2003; Gervitz et al., 2003) que se
traduce en un silenciamiento de la actividad neuronal por la disminucién en la

generacion de potenciales de accién (Chen, 2014; Chen et al., 2014; Pan et al.,

42



1994; Visentin et al., 1990) y la depresiébn de la transmision sinaptica
(Dunwiddie y Masino, 2001; Pefla y Ramirez, 2005; Sebastiao y Ribeiro, 2009).
De nueva cuenta, en estas condiciones la adenosina ocasiona cambios en la
dindmica de los circuitos neuronales (Pefia y Ramirez, 2005; Dias et al., 2013;

Chen, 2014; Chen et al., 2014).

El receptor de adenosinatipo A, y larespiracion

La adenosina modula la generacion de la respiracion tanto en normoxia
(Eldridge et al., 1985; Phillis et al., 1992; Schmidt et al., 1995; Mironov et al.,
1999; Barros et al., 2006) como en hipoxia (Kawai et al., 1995; Schmidt et al.,
1995; Herlenius y Lagercrantz, 1999; Pefia et al., 2004; Vandam et al., 2008;
Rivera-Angulo y Pefa-Ortega, 2014). Durante la normoxia, la adenosina activa
tbnicamente a los receptores A; y produce una inhibicién tdnica de la
respiracion (Eldridge et al., 1985; Phillis et al., 1992; Schmidt et al., 1995;
Mironov et al.,, 1999), la cual sirve como modulador homeostatico de la
actividad sinaptica que evita episodios de sobreexcitacion y que aumenta la
relacion sefial-ruido de las rafagas respiratorias (Mitchell et al.,, 1993). Con
respecto al papel de la adenosina en la respuesta del circuito respiratorio en
condiciones de hipoxia, se ha demostrado que este neuromodulador juega un
papel crucial en la reconfiguracion del circuito respiratorio tanto en
experimentos in vivo (Runold et al., 1989; Gozal et al., 2002; Walsh y Marshall,
2006; Fewell et al., 2007; Rivera-Angulo y Pefa-Ortega, 2014) como in vitro
(Kawai et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Herlenius y Lagercrantz, 1999; Pefa

et al., 2004; Rivera-Angulo y Pefa-Ortega, 2014). Por ejemplo, los niveles de
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adenosina en la columna respiratoria aumentan durante la hipoxia (Richter et
al., 1999) (Figura 9) y los antagonistas de los receptores A; pueden modular la
respuesta a la hipoxia (Thurston et al., 1978; Lagercrantz et al., 1984; Eldridge
et al., 1985; Runold et al., 1989; Bissonnette et al., 1990; Kawai et al., 1995;
Schmidt et al., 1995; Herlenius et al.,, 1997; Herlenius y Lagercrantz, 1999;
Fewell et al., 2007). La activacion de los receptores A; de adenosina durante la
hipoxia parece contribuir a la depresion del circuito respiratorio durante la
hipoxia (Lagercrantz et al., 1984; Eldridge et al., 1985; Bellingham y Berger,
1994; Herlenius et al., 1997; Herlenius y Lagercrantz, 1999; Vandam et al.,
2008). Lo anterior se basa en evidencia de que la preaplicacion de
antagonistas no selectivos de los receptores de adenosina, como el 8 sulfofenil
teofilina (8-SPT) y la amniofilina, prolongan el tiempo para llegar a la apnea
(Runold et al., 1989) y disminuyen la depresion de las neuronas respiratorias
durante la hipoxia (Kawai et al., 1995). Ademas, la aplicaciébn de agonistas
especificos del receptor A; de adenosina, como el (R)-N6—(2- fenil isopropil)-
adenosina (R-PIA) (Herlenius y Lagercrantz, 1999) y el de N6-Ciclopentil
adenosina (NCPA) (Vandam et al., 2008), disminuyen la generacion de rafagas
respiratorias (tal como ocurre durante la hipoxia), y este efecto puede ser
blogueado con la aplicacién de 8-Ciclopentil-1,3.dipropilxantina (DPCPX), un
antagonista de los receptores A; (Herlenius y Lagercrantz, 1999; Vandam et al.,
2008). En base a estos hallazgos, se ha propuesto que la reconfiguracion del
circuito respiratorio involucra un incremento en los niveles de adenosina, que
produce una disminucion en la generacion de los potenciales de accién y de la
transmision sinptica (Bellingham y Berger, 1994; Mironov et al., 1999; Vandam

et al., 2008).
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Figura 9.-. Cambios en los niveles de adenosina durante la hipoxia y su efecto en la
respiracion. a) Cambios en la concentracién extracelular de adenosina, asi como la actividad
registrada en el nervio frénico (PN, por sus siglas en inglés) y de la actividad rectificada e
integrada de las descargas de este nervio (PN,) en condiciones de hipoxia. Note que a los
pocos minutos del incremento del nivel de adenosina la actividad del PN es inhibida.
Modificado de (Richter et al., 1999). b) Medianas de la ventilacion durante 10 min de hipoxia en
los siguientes grupos experimentales: A = salina, B = dipiridamole (bloqueador de recaptura de
adenosina), C = aminofilina (antagonista de los receptores de adenosina), D = 8 sulfofenil
teofilina (antagonista de los receptores de adenosina), en donde se puede ver que al
incrementar los niveles de adenosina (bloqueo de su recaptura; B) la ventilacion pulmonar cae
rapidamente en hipoxia. Por el contrario, la depresién se retarda al bloquear los receptores

adenosinérgicos (C y D). Modificado de (Runold et al., 1989).

A nivel celular, se ha propuesto que la depresion del circuito respiratorio
por la activacion de los receptores A; involucra el incremento en la
conductancia de los canales de K en las neuronas del preBotC, que produce

hiperpolarizacion membranal y disminucion en la generacién de los potenciales
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de accion (Mironov et al.,, 1999). Estos cambios en la excitabilidad, se
acompafian de una disminucion en la resistencia de entrada (Vandam et al.,
2008), asi como de una depresion global del preBotC al suprimir las corrientes
postsinapticas excitadoras (glutamatérgicas) e inhibidoras (glicinérgicas)
(Bellingham y Berger, 1994). Se infiere que este ultimo efecto de la adenosina
produce una disminucién generalizada en la excitabilidad neuronal y una
disminucién en la comunicacion inter-neuronal (Bellingham y Berger, 1994;
Vandam et al., 2008) y se propone que mecanismos muy similares participan
en el proceso de reconfiguracibn de preBotC en condiciones de hipoxia

(Ramirez et al., 2007; Pefa, 2009).

2.-Planteamiento del problema

La respiracion es una de las funciones mas importantes en los animales,
ya que ademas de permitir el intercambio de gases, es necesaria para
mantener el metabolismo y regular el pH (Pefia y Garcia, 2006). Esta funcion,
en los mamiferos, es llevada a cabo por la contraccion ritmica del diafragma y
de los musculos intercostales, la cual es controlada por el complejo pre-
Botzinger (preBotC) del tallo cerebral (Pefia y Garcia, 2006). Se ha demostrado
gue el preBotC es capaz de generar distintos ritmos respiratorios dependiendo
de la disponibilidad de oxigeno (Lieske et al., 2000). Asi tenemos que, en
condiciones normales de oxigenacién (normoxia), el preBotC produce dos
ritmos respiratorios: la respiracion “normal” o eupnea y los “suspiros”. Por otra
parte, el mismo circuito, en condiciones de hipoxia, es capaz de reconfigurarse

para generar boqueos al final de la respuesta respiratoria a la hipoxia (Lieske et
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al., 2000). El proceso de reconfiguracion del preBotC durante la hipoxia
involucra cambios tanto en la transmisién sinaptica (Ballanyi et al., 1994;
Ramirez et al., 1998a; Ballanyi et al., 1999; Lieske et al., 2000) asi como en las
propiedades intrinsecas neuronales (Mironov et al., 1998; Mironov y Richter,
1998, 1999; Mironov et al., 2000; Mironov y Richter, 2000b) que en su conjunto
deprimen la actividad de muchos elementos 0 neuronas respiratorias
produciendo la depresion del circuito (Bellingham y Berger, 1994; Vandam et
al., 2008). Los registros unicelulares indican que a diferencia de otros circuitos
localizados en el SNC, la hipoxia tiene un efecto diferencial sobre la
transmision singptica (no deprime completamente la transmision sinaptica
excitadora mientras que abole la transmision sinaptica inhibidora). Los efectos
de la hipoxia sobre el preBotC parecen deberse a la activacion de receptores
de adenosina tipo A;. Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de estudios
sobre los efectos de la hipoxia sobre el preBotC a nivel unicelular, no existen
estudios que se enfoquen al efecto de la hipoxia a nivel de la configuracién
global del circuito. Por ejemplo, se desconoce que es lo que ocurre con las
interacciones entre los elementos 0 neuronas respiratorias durante la
reconfiguracion inducida por la hipoxia. El estudio de los cambios en la
magnitud o de la fuerza de las interacciones entre los elementos o neuronas
respiratorias, y su integracion a los modelos de generacion del ritmo
respiratorio, es de suma importancia dado que se sabe que los cambios en la
magnitud de las interacciones de las neuronas definen la dinamica de los
circuitos neuronales. Con base en lo anterior, en esta tesis se estudiaron los
cambios en la magnitud de las interacciones entre las neuronas o elementos

respiratorios del preB6tC durante la reconfiguracion por la hipoxia. Por otra
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parte, con el fin de estudiar el papel del receptor adenosinérgico A; en la
reconfiguracion del preBotC se estudiaron los cambios en los sinapticos
espontaneos excitadores durante la reconfiguracion del preBotC en presencia y

ausencia de agonistas/antagonistas del receptor A; de adenosina.

3.-Hipotesis

La conectividad funcional en el preB6tC es heterogénea en lo que respecta a

su sensibilidad a la hipoxia y a la adenosina.

4.-Objetivo general

Estudiar los cambios funcionales en la configuracién del preB6tC que ocurren
durante su reconfiguracion durante la hipoxia y el papel de la adenosina en

este proceso.

5.-Objetivos particulares

1) Determinar si la reconfiguracion del preBotC en la hipoxia involucra un
cambio en el niumero de elementos (neuronas o0 grupos de neuronas)
activos o en la magnitud de las interacciones.

2) Evaluar la participacion de la adenosina en los cambios en la

transmision sinaptica excitadora del preB6tC durante la hipoxia:
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2.1. Evaluar el papel de la adenosina en la modulacién de los
sinpticos espontaneos en condiciones de normoxia e
hipoxia.

2.2. Evaluar el papel de la adenosina en la modulacion de los
sinpticos poblacionales en condiciones de normoxia e

hipoxia.

6.-Materiales y Métodos

Animales.

Se utilizaron ratones CD-1 de 4 a 8 dias de edad para los experimentos. Los
animales fueron proporcionados por el Bioterio del INB, UNAM-Campus
Juriquilla. Todos los procedimientos se realizaron bajo los lineamientos
aceptados por el comité de ética del Instituto de Neurobiologia y conforme a la
Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio

(NOM-062-Z00-1999).

Obtencion de rebanadas coronales de tallo cerebral

Se realizaron experimentos en rebanadas de tallo cerebral que contienen el
preBotC y que generan de manera espontanea el ritmo respiratorio (Pefia et
al., 2004). Los animales se sacrificaron para extraerles el tallo cerebral. Este se
coloco en liquido cefalorraquideo artificial (LCRA), que contiene (en mM): 119

NaCl, 3 KCI, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,, 25 NaHCO3; 30 D-glucosa a pH 7.4,
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mantenido en gaseo constante con carbdgeno (95% O,/ 5% CO;) a 4°C. El
tallo cerebral se pegd en un blogue de agar al 4% con un angulo de 15°.
Posteriormente, se procedio a cortar rebanadas coronales de 200-250 um de
manera seriada, en un vibratomo, en direccion rostrocaudal hasta alcanzar el
margen rostral del preBotC. Una vez en esta posicion, se procedié a obtener la
rebanada que contiene al preBotC con un grosor de 550-700 pm. Esta
rebanada se coloc6 sobre un arreglo de multielectrodos (MEA) o en una
camara de registro convencional (Rivera-Angulo et al.,, 2014). En ambos
sistemas de registro se mantuvo una perfusion constante de LCRA a 10
mL/min y con temperatura entre 29-31°C. Por dltimo, se incrementd la
concentracion de KCl a 8 mM en un lapso de 75 minutos para que la actividad
ritmica del preBotC se mantuviera constante y estable (Tryba et al., 2003). En
condiciones control, el LCRA es gaseado con carbégeno (95% O, / 5% CO,)
(normoxia) y para inducir las condiciones de hipoxia, se sustituy6 el gaseado
con carbogeno por el gaseado con una mezcla de nitrégeno (95% N, / 5% CO,)
por 15 minutos (Pefia et al.,, 2004; Pefa et al.,, 2008). Posterormente, se

restableci6 el gaseo con carbdgeno (reoxigenacion).

Reqistros de rebanadas con arreglos de multielectrodos

Para los registros en arreglos de multielectrodos (MEA, por sus siglas en
inglés) se utilizaron rebanadas de 550 um de grosor, que fueron colocadas
sobre un MEA de 60 electrodos (Multi-Channel Systems; Reurlingen,
Alemania). Cada electrodo tiene un diametro de 30 pum y una separacion entre

ellos de 100 uym (Figura 10a). La sefal de los electrodos del MEA fue
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digitalizada a 25 kHz y se almacend sin filtrar con el programa MC_Rack (Multi-
Channel Systems; Reurlingen, Alemania). Esta sefial fue posteriormente
filtrada de 0.25 — 7.00 kHz para el andlisis de espigas extracelulares (Carroll y
Ramirez, 2013; Carroll et al., 2013). Una vez filtrada la sefial, los registros de
las diferentes condiciones experimentales (10 min de normoxia y los ultimos 10
min de la hipoxia) fueron concatenados para posteriormente ser analizados
mediante el programa OFFline Sorter (v. 3.3.1; Plexon Inc.). Las espigas de las
neuronas fueron identificadas como aquéllas que rebasaran un umbral que se
colocé en un voltaje igual a 2.6 veces la desviacion estandar (D.E) del ruido de
registro (Super y Roelfsema, 2005; Galan et al., 2010). Las espigas asi
identificadas fueron agrupadas como pertenecientes a neuronas individuales
utilizando el analisis de componentes principales y el algoritmo standard-
expectation-maximization (Figura 10b). Las unidades asi identificadas fueron
depuradas de aquellas espigas que cayeran dentro del periodo refractario (2
ms) y la calidad de la discriminacion de las espigas fue corroborada al realizar
autocorrelogramas con el programa Neuroexplorer (v. 4.126, Nex
Technologies; Figura. 10b; Bedenbaugh y Gerstein, 1997; Super y Roelfsema,
2005). En los casos en que no fue posible identificar unidades diferenciadas, se
opté por seleccionar multiunidades (grupos de neuronas) (Bedenbaugh y
Gerstein, 1997; Super y Roelfsema, 2005). Para este efecto, el umbral de
deteccién de espigas se establecié a 4.0 veces la D.E. del ruido de registro
(Bedenbaugh y Gerstein, 1997; Super y Roelfsema, 2005). Una vez detectadas
las espigas de la actividad multiunitaria, se les realiz6 el mismo analisis que
aguellas pertenecientes a las unidades. El analisis incluyé dnicamente

neuronas respiratorias (Figura 10c).
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Figura 10.- Registro del circuito respiratorio con arreglos de multielectrodos (MEA). a)
Rebanada de tallo cerebral colocada sobre el arreglo de multi-electrodos (izquierda) en la
regién del preBo6tC. La escala representa 200 pM. El punto negro representa el electrodo del
MEA del que se obtuvieron los registros de la derecha. Se muestran los registros
electrofisioldgicos obtenidos de este electrodo tanto en normoxia (condicién control) como en
hipoxia (condicién experimental). En rojo se resaltan las rafagas respiratorias que se muestran
a la derecha a una mayor resolucién. b) Andlisis de deteccién de espigas (spike sorting) para

detectar las unidades respiratorias. En la izquierda, se muestra la gréfica de componentes
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principales (PC, por su abreviatura en inglés) en donde cada punto representa una espiga que
sobrepasé el umbral de 2.6 D.E. del ruido de registro. Los recuadros muestran las formas de
las espigas seleccionadas en colores diferentes (en donde la linea negra representa el
promedio). El ruido es representado en gris. A la derecha, se muestran los auto-correlogramas
de las unidades seleccionadas (mismos colores que en la figura de la izquierda) con periodos
refractarios claros, asi como el raster plot de las unidades seleccionadas (cada linea vertical
representa una espiga). ¢) A la izquierda se muestra una gréafica de eventos peri-estimulo en
donde cada punto representa una espiga y a la derecha se muestra un espectrograma petri-
evento, en donde la escala de color representa el valor del poder. Note que la neurona

respiratoria muestra actividad en contrafase con la neurona espiratoria.

Con el tiempo de ocurrencia de las espigas de las unidades y las
multiunidades (considerados elementos respiratorios), se construyeron raster
plots (Figura 14a), con una resolucion temporal (bin) de 1 ms. Posteriormente,
se construyeron correlogramas cruzados con rutinas programadas en MATLAB
(R2011b), mediante la funcion crosscorr. Esta funcién mide la sincronizacion
de dos sefiales en funcién de un desfase temporal en una de ellas, es decir, la
probabilidad de encontrar espigas coincidentes en las dos sefiales en un
intervalo de tiempo determinado (Tchumatchenko et al., 2011; Quian Quiroga y
Panzeri, 2013). En nuestro caso usamos una ventana de coincidencia de + 5
ms (Constantinidis et al., 2001), lo cual corresponde a una ventana temporal
de interacciones mono-sinapticas (Sirota et al., 2008). Si no hay correlacién
entre las dos sefales, el resultado de la funcion crosscorr tendera a cero,
mientras que la sincronizacion absoluta generara un resultado de la funcion
crosscorr de 1 y no mostrara retraso (lag) alguno (Tchumatchenko et al., 2011;
Quian Quiroga y Panzeri, 2013). Para dicho andlisis, se incluyeron las espigas

de las unidades y las multiunidades (Perkel et al., 1967; Kirkwood, 1979; Hilaire
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et al., 1984; Kashiwagi et al., 1993; Bedenbaugh y Gerstein, 1997; Shen et al.,
2002; Li et al., 2003; Super y Roelfsema, 2005; Eugenin et al., 2006; Segers et
al., 2008; Muller et al., 2009; Ott et al., 2011, Lalley y Mifflin, 2012; Road et al.,
2013). Por otra parte, como el numero de los potenciales de accidén de cada
neurona es diferente, y puede cambiar entre condiciones experimentales, los
autocorrelogramas y los correlogramas cruzados se normalizaron a la tasa de
disparo. Para ello, se cuantificd la probabilidad de disparo en cada bin de
tiempo y al resultado de la correlacion se le resto esta probabilidad (Nini et al.,
1995; Heimer et al., 2002). Una vez obtenidos los correlogramas cruzados, se
consider6 como interacciones funcionales significativas a aquéllas cuyos
valores de correlacion mostrara un pico de correlacibn que sobrepasara 5
veces la D.E. del ruido de correlacion (> del 99.9 % del intervalo de confianza)
(Constantinidis et al., 2001). Se calculé la tasa de disparo promedio para cada
elemento respiratorio como una medida de la excitabilidad de los elementos
respiratorios en las distintas condiciones experimentales. Ademas, se calculé el
inverso de la mediana de los intervalos inter-espigas (ISI, por sus siglas en
inglés) como un indicador de la tasa de disparo de las neuronas respiratorias
durante la rafaga poblacional (Galan et al., 2010; Van Dijck et al., 2013). Para
ello, se utilizaron las funciones mean y median de MATLAB. Por otra parte, se
construyeron matrices de correlacion de cada condicion experimental (Figura
15a, (Segers et al., 2008; Ott et al., 2011)) en donde se graficé el valor
obtenido de las correlaciones positivas que sobre pasaron el umbral
determinado para definir una relacion funcional significativa (> 5 D.E.). De las
64,543 correlaciones evaluadas en esta tesis el 1.42 % (920 correlaciones)

sobrepasaron el umbral mencionado. La matriz de correlacién es una matriz
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cuadrada de n x n construida con los coeficientes de correlacion obtenidos de
las correlaciones cruzadas. Los valores de correlacion cruzada de un elemento
respiratorio contra €l mismo (autocorrelacion), asi como las correlaciones que
no sobrepasaron el umbral se graficaron con valor de 0. Para evaluar el cambio
en la magnitud de las correlaciones cruzadas entre la hipoxia y la normoxia se
sustrajo la matriz control de la matriz experimental y se construyd una nueva
matriz (A de correlacion) con los datos obtenidos de la sustraccion. Por otra
parte, se construyeron representaciones graficas de las correlaciones del
circuito respiratorio utilizando el programa Cytoscape (Cytoscape Consortium)
(Figura 16b), en donde cada circulo representa a un elemento y las lineas que
unen a los elementos respiratorios representan una relacion funcional entre
ellos. El grosor de la linea esta determinado por el valor de la correlacién y el
didmetro del circulo es proporcional al nUmero de relaciones funcionales que

cada elemento respiratorio establece con otros elementos dentro de la red.

Reqistros de Patch-Clamp

Técnica de patch-clamp “a ciegas”: Para estos registros se utilizaron
electrodos de 4-6 MQ conectados a un amplificador Axoclamp 2B. Los
electrodos se fabricaron con capilares de borosilicato en un estirador de
pipetas Sutter 97-B y fueron llenados con una solucion interna que contiene (en
mM): 140 gluconato de potasio, 1 CaCl2, 10 EGTA, 2 MgClI2, 4 Na2ATP, 10
HEPES (pH 7.3-7.4). Las neuronas respiratorias se identificaron de acuerdo a
su fase de actividad con respecto al ciclo respiratorio (registro de campo). Se

clasificaron como neuronas inspiratorias a las que presentan actividad durante
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las rafagas poblacionales, y como neuronas espiratorias, a las que presentan
actividad entre las rafagas respiratorias observadas en el registro de campo
(Figura 11). Para el registro de las neuronas se utilizé la técnica de patch-
clamp, la cual consiste en formar un sello de alta resistencia (gigaohms) entre
la punta de la pipeta y la membrana (configuracién de “cell-atached”) (Hamill et
al.,, 1981). Posteriormente, se aplicé succion para romper la membrana
localizada en la apertura de la pipeta, manteniendo el sello en los bordes de la
misma, para generar la configuracién de célula completa (“whole-cell’) en la
cual se registré la actividad eléctrica de la neurona en fijacién de corriente para
estudiar el voltaje transmembranal de la neurona respiratoria (Pefia et al.,
2004). Mediante esta técnica, se caracterizd la transmision sinaptica
espontanea. Dado que las neuronas inspiratorias tienen un potencial de
membrana en reposo que oscila de -40mV a -56mV, se inyectd la corriente
necesaria para producir un voltaje de membrana a =-60mV con el objetivo de
homogenizar las mismas condiciones experimentales en todas las células.
Posteriormente, se procedid a registrar 10 minutos de actividad espontanea en
condicion de normoxia, misma en la que se aislé el componente excitador con
antagonistas de los receptores GABAA y de los receptores de glicina
(bicuculina 10uM y estricnina 1uM, respectivamente), para después proceder al
registro de la actividad espontanea excitadora por otros 10 minutos. Una vez
aislado y registrado el componente excitador de la transmisién sinaptica
espontanea, se sometio a la neurona a condiciones de hipoxia por 10 minutos,
al sustituir la mezcla de carbégeno (95%0,/5%C0O,) por una mezcla en la que
el oxigeno fue reemplazado por nitrdgeno (95%N,/5%CQ0O,). Después de los 10

minutos de hipoxia, se re-establecié el gaseo con carbdgeno para registrar la
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transmision sinptica excitadora en condiciones de reoxigenacion.

/ ."\\ }l\‘
NM\“H \VWV\WN‘/J V\'\w‘\m"“v/r/ \VM

7 Xl

\\
NA . v‘ /
\N \

PreBol(.? OI

20 mV

[ scg
Figura 11.- Registro simultdneo de campo y Patch-Clamp de una rebanada de tallo cerebral.
Rebanada de tallo cerebral que contiene al preBotC, de la cual se registra simultdneamente la
actividad poblacional, que aqui se muestra rectificada e integrada (trazo superior, gris), asi
como la actividad unitaria intracelular con la técnica de Patch-Clamp en la configuracion de
célula entera (trazos inferior, negro). Abreviaturas: Xll, nicleo del nervio hipogloso; X, ndcleo
del nervio vago; Ol, oliva inferior; NA, nacleo ambiguo; preB6tC, complejo preBétzinger; NTE,

ndcleo trigémino espinal.

Analisis de la cinética de las rafagas respiratorias:

Para evaluar la cinética de las rafagas de actividad de los ritmos respiratorios
producidos por el preB6tC y registrados con los multielectrodos, se calculd la
amplitud de pico a pico de las sefal cruda de los electrodos con la funcion
“Peak-Peak Amplitude” del programa MC_Rack con una ventana de
cuantificacion de 25ms. Posteriormente, los datos fueron suavizados con la
funcion smooth (factor 2) del programa IGOR-Pro (WaveMetrics, Lake Oswego,
OR). Por ultimo, se cuantificd la amplitud, duracién y el tiempo de subida de las
rafagas inspiratorios poblacionales procesadas de esta manera. La amplitud se

cuantific6 en la altura maxima de la rafaga, partiendo del promedio de la
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actividad basal. El tiempo de subida se cuantific6 del 10% al 90% de la
amplitud méxima. Por udltimo, la duracion se midié al 50% de la amplitud

maxima de las rafagas.

Analisis de los sinpticos espontaneos y poblacionales:

Los sinapticos espontaneos individuales registrados de las neuronas
respiratorias con la técnica de patch-clamp a “ciegas” (Figura 12) se detectaron
mediante el software Mini Analysis Program (Synaptosoft, Decatur, Georgia)
(Beattie et al., 2002; Garduno et al., 2012; Herndndez-Vazquez et al., 2014).
Para dicho analisis, se tomaron los sinapticos espontaneos de los ultimos 5 min
de cada condicion. Los sinpticos espontaneos que no tuvieron una amplitud
mayor a 0.5 mV no fueron tomados en cuenta para el analisis (Del Castillo y
Katz, 1954; Martin, 1966). Las sinapticos poblacionales (mesetas inspiratorias)
fueron cuantificados de la misma manera que las rafagas inspiratorias sin
influencia alguna de los potenciales de accion a los mismos (Pefia y Ramirez,

2004).
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Figura 12.- Registro de Patch-Clamp de una neurona respiratoria. a) Registro representativo
de una neurona respiratoria en donde se pueden observar los sinapticos espontaneos
(sefalados con flecha roja). b) Amplificacién de una seccion del registro mostrado en a) (linea
azul), para ejemplificar los sinapticos espontaneos (resaltados en verde) y los sinapticos

poblacionales (linea punteada de color naranja).

Estadistica

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPAd Prism.
Inicialmente se realizaron las pruebas de normalidad KS normality test y
D Agostino & Pearson omnibus normality test. En el caso de aquellos grupos
experimentales en los que los datos se hayan distribuido normalmente se
evaluaron las diferencias entre los grupos con la prueba t de student pareada.
Para los datos con una distribucion no-normal se aplicaron las pruebas no
paramétricas de Wilcoxon o Friedman. Los datos son mostrados como la media
+ el error estandar o con representaciones de Tukey (cajas cuya linea central

representa la mediana, los extremos representan los rangos intercuartilares y
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las lineas sobresalen hasta el 5to y el 95avo percentil). Para todos los casos, el

valor de p < 0.05 se consider6 como significativamente diferente.

Farmacos

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

farmacos:

(-) Estricnina. Antagonista de los receptores de glicina.

* Bicuculina. Antagonista de los receptores de GABAA.

» 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX). Antagonista de los

receptores de adenosina tipo 1.

* (R)-N6-(2- fenil isopropil)- adenosina (R-PIA). Agonista de los receptores

de adenosina tipo 1.

Los farmacos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, EUA) y
fueron preparados en soluciones “stock” a 1000x, que se almacenaron a -20°C

hasta su uso.
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7.-Resultados

Cambios en la configuracién del preB6tC en condiciones de hipoxia,

evaluados con arreglos de multielectrodos

Los registros rebanadas de tallo cerebral que contienen al preB6tC con
arreglos de MEAs (Carroll y Ramirez, 2013; Carroll et al., 2013) muestran que,
en estas condiciones experimentales, el preB6tC produce el tipico patrén
respiratorio tipo eupnea en condiciones de normoxia y cambia su patron
respiratorio durante la hipoxia para generar rafagas tipo boqueos (Figura 10a y
13) (Lieske et al.,, 2000; Pefna et al., 2008). Los boqueos registrados en el
preBotC con MEAs presentan la ya descrita disminucion en su duracién media
(75 £ 9 % con respecto a la normoxia), en el tiempo de subida (75 £ 7 % con
respecto a la normoxia) y en su frecuencia (47 £+ 9 % con respecto a la
normoxia) cuando se compara con la eupnea (Figura 10a y 13) (Lieske et al.,

2000; Pena et al., 2008).

Del andlisis de discriminacibn de espigas de los registros de 5
rebanadas se discriminé la actividad de 159 unidades respiratorias (de 17 a 59
unidades por rebanada) y de 134 multiunidades respiratorias (de 13 a 44
multiunidades por rebanada). Todas las multiunidades presentaron actividad
inspiratoria, mientras que el 87% de las unidades discriminadas presentaron un
patrén de disparo que las caracteriza como neuronas inspiratorias y el 13%
presentaron un patron de disparo que permiti6 catalogarlas como neuronas

espiratorias (Figura 10c y 11a).
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Figura 13.- Cambio en el patron respiratorio producido por el preB6tC durante la hipoxia en
registros con MEAs. Se grafica la duracibn media, el tiempo de subida y la frecuencia de las
rafagas respiratorias durante la reconfiguracion del preB6tC durante la hipoxia (con respecto a
la normoxia). El inserto representa el promedio de 8 rafagas en normoxia (rojo) e hipoxia (gris).
Para cada “caja” en la grafica, la linea central representa la mediana, los extremos representan
el 25avo y el 75avo percentil y las lineas que se extienden de las cajas representan el 5to y el
95avo percentil. N= 8 canales de 5 rebanadas distintas. p* < 0.05 denota una diferencia

estadisticamente significativa con respecto al control en normoxia.

De la actividad de las unidades (SUAs, por sus siglas en inglés) y
multiunidades (MUASs, por sus siglas en inglés) obtenidas de los registros con
MEA se construyeron raster plots de la condicion control (normoxia, 10 min,

Figura 14a) y de los ultimos 10 min de la condicion experimental (hipoxia, de

62



15 min de duraciéon total, Figura 14a). De la actividad de los elementos
neuronales identificados en los registros de cada electrodo del MEA se
cuantifico la frecuencia de los potenciales de accion (Figura 14b). La transicién
de eupnea a boqueos involucra cambios diversos en la tasa de disparo de los
elementos respiratorios: el 32 % de los elementos respiratorios aumenta su
tasa de disparo a un 135 + 6 % del control; mientras que el 65 % de los
elementos respiratorios disminuye su tasa de disparo a un 64 £ 2 % del control,
efectos aparentemente contradictorios pero previamente reportados (Richter et
al., 1991; Lovering et al., 2006). A pesar de esta diversidad de efectos de la
hipoxia sobre la tasa de disparo de los elementos respiratorios, el efecto global,
obtenido del promedio del cambio de las tasas de todas las neuronas
registradas, muestra una disminucion de la frecuencia de disparo a un 88 + 3 %
con respecto al control (Figura 14b). Por otra parte, como es de esperarse
(Segers et al., 2008; Ott et al., 2011), observamos una mayor frecuencia de la
tasa de disparo de las multiunidades con respecto a las unidades, tanto en
normoxia (8.97 + 0.7 y 4.96 = 0.3, respectivamente; p<0.05) como en hipoxia
(7.67 £ 0.6 y 4.32 + 0.3, respectivamente; p<0.05). Ademas, cuantificamos el
inverso de la mediana del intervalo inter-espiga, como una aproximacion para
evaluar la frecuencia de disparo intrarafagas (p.e. durante la rafaga inspiratoria,
Galén et al., 2010). De dicha cuantificacion obtuvimos una mediana de 5.26 Hz
(rango intercuartil: 1.72-12.82 Hz) en condiciones control y de 3.81 Hz (rango

intercuartil: 1.16-11.43 Hz) durante la hipoxia.

Por otra parte, contrario a lo reportado previamente (Ramirez et al.,

2007; Pefa, 2009), donde encontraron que durante la hipoxia hay una
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reduccion del ndmero de neuronas activas, solamente el 1.02% de los
elementos respiratorios (unidades y multiunidades) dejaron de disparar en
condiciones de hipoxia (n=3). Mientras que el 1.36% no cambié su tasa de
disparo (n=4). En resumen, lo que observamos en cuanto a los cambios en la
tasa de disparo de los elementos respiratorios durante la transicion de la
eupnea a los boqueos es una combinacién de cambios diversos: algunos
elementos aumentan su tasa de disparo mientras que otros la disminuyen, sin
gue estos elementos respiratorios se silencien por completo. Sin embargo, a
nivel general se observé una disminucién global de la tasa de disparo de los

elementos respiratorios durante la hipoxia (Figura 14b).
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Figura 14.- Cambio en la actividad del circuito respiratorio durante su reconfiguracion durante
la hipoxia. a) Raster plots de las espigas registradas en diferentes electrodos del MEA. Cada
linea representa la actividad de un elemento respiratorio y cada linea vertical representa una
espiga. Las columnas grises representan la ventana temporal de la inspiracion, que se observa
en el trazo de la actividad poblacional en la parte inferior del raster plot. b) Cuantificacién del
cambio en la frecuencia de disparo de los elementos respiratorios durante la hipoxia en
comparaciéon con la normoxia. En el panel de la izquierda se muestra el cambio en la
frecuencia de disparo de las multiunidades, unidades y las dos poblaciones juntas. Los puntos
verdes representan aquellos elementos que aumentaron su frecuencia de disparo (cambio
>3%), mientras aquellos elementos que disminuyeron su frecuencia de disparo son
representados con puntos rojos (cambio >3%). Los puntos negros representan aquellos
elementos que no modificaron su tasa de disparo, mientras que los azules son aquellos
elementos respiratorios que dejaron de tener actividad durante la hipoxia. El panel de la
derecha muestra el promedio de la frecuencia de disparo de las multiunidades, unidades y de
la mezcla de ambas poblaciones en condiciones de normoxia (barras rellenas) e hipoxia
(barras vacias). p* < 0.05 denota una diferencia estadisticamente significativa con respecto al

control en normoxia.

Posteriormente, se caracterizaron las interacciones del circuito
respiratorio mediante el andlisis de correlograma cruzado (Figura 15). Los
correlogramas obtenidos presentaron una gran diversidad de formas (Figura
15a, derecha), que incluyeron picos sin retraso (lag ~ cero; 38 % de las
correlaciones de rebanada representada en la Figura 15a), picos con un
retraso (lag) entre 0.1 a 2.0 ms (37% de las correlaciones de rebanada
representada en la Figura 15a) y picos con un retraso (lag) entre 2.1 a 5 ms
(25% de las correlaciones de rebanada representada en la Figura 15a). De los

correlogramas con pico de correlacion sin retraso, el 75% mostré un pico cuya
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duracion media fue corta (1 ms) (Figura 15a), mientras que el resto (25%)

mostro un pico cuya duracion media fue mas larga (> 1 ms).

50 vs 60
0.02

0.01

c c o
[7)] Ne) Ne) -0.02 o 0.02
9 o O 006- 50 vs 57
c © O 004"
<] [T} Q@ 002+
E — - Oy
o B 3 0.02 o 0.02
1 50 vs 18
L (&) O ;o0s-
0.02 -
0.01 - (i e
o T )
-0.02 o 0.02

Hlpoxia-Normoxia

2 mg0.06
0.05

(e
1

—
e

: = e o 0.04

L

!
'

3 3 F - o Boos
E 4 - 4 v A s: 0.02
@ s S S S W 0.01
w =3 5 -0.01
LR R - o 002
T o . =a " - i loo
- . LR = : . e = 8004
60 20 40 60 80
Elementos Elementos
C) 0.04+
c
‘O 0.024
(8]
s
Q 0.004
p =
.
o
O  -0.021
<
-0.04-

Multiunidades Unidades Unidades +
Multiunidades

Figura 15.- Reconfiguracién del circuito respiratorio en condiciones de hipoxia. a) Matriz de
correlaciéon en donde se muestra la magnitud de correlacion entre los elementos respiratorios
en escala de colores, tanto en la normoxia como en la hipoxia. A la izquierda se muestran 3
ejemplos de correlaciones cruzadas representativas. b) Matriz-resta de las matrices de
correlacién representadas en a) (Matriz hipoxia - Matriz control). La escala de color indica la
magnitud del cambio en el valor de las correlaciones. ¢) La gréafica muestra el cambio de
correlacion (A Correlacion) de las relaciones representadas en el panel b). Los datos fueron

agrupados en unidades, multiunidades y todos los elementos juntos.
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Con los valores de las correlaciones cruzadas se construyeron matrices
de correlacion, en donde cada cuadro representa la magnitud de la correlacion
(Figura 15a). Estas matrices revelan que la hipoxia produce cambios diversos
en la fuerza de la interacciéon, medida como el valor de correlacién, entre los
elementos respiratorios (Figura 15a). Mientras que algunas interacciones
aumentan su fuerza (39.8%) durante la hipoxia, en la mayoria de ellas
disminuye la fuerza de interaccién (60.2%), (Figura 15a). Lo anterior sugiere
que la interaccion entre los elementos del circuito respiratorio durante la hipoxia
esta disminuida en general. Estos cambios en la fuerza de correlacion entre los
elementos respiratorios se ven reflejados también cuando se cuantifica el
cambio de correlacién (A Correlacion, Figura 15b y ¢) que puede ser medido al
hacer la substraccion matricial entre la hipoxia y la normoxia (Figura 15b). La
reduccion en la magnitud de las interacciones de los elementos respiratorios se
observd cuando se compararon MUAs y SUAs individualmente o en
combinacion, sin haber diferencias significativas entre los 3 grupos (-0.0012 +
0.0004 para los MUAs, -0.0010 + 0.0004 para los SUAs y -0.0011 + 0.0002
para los MUAs + SUAs; Figura 16a). Interesantemente, a pesar de que la
fuerza de las interacciones se reduce en condiciones de hipoxia, el nUmero de
estas interacciones no se ve afectado (92 + 35 en normoxia y 87 + 33 en
hipoxia, Figura 16a). En base a los resultados descritos, en la Figura 16b se
muestra una representacion grafica de la configuracion del circuito respiratorio
durante la normoxia y la hipoxia. Los elementos respiratorios estan
representados como circulos y las correlaciones como lineas. El diametro del

circulo es proporcional al niumero de correlaciones significativas que un
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elemento respiratorio tiene con otros elementos del circuito, y el grueso de la
linea es proporcional al valor de correlacion entre los dos elementos

respiratorios unidos por la misma.
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Figura 16.- La reconfiguracion del preB6tC durante la hipoxia se debe a una reduccion en la
magnitud y no en el ndmero de las interacciones funcionales de sus elementos. a) Izquierda:
histograma del nimero de interacciones entre los elementos respiratorios del preBotC en
condiciones de normoxia e hipoxia. Note que la cantidad de interacciones funcionales entre los
elementos respiratorios no cambi6 significativamente durante la hipoxia. Derecha: histograma
del cambio en la correlaciébn entre los elementos respiratorios entre las condiciones de
normoxia e hipoxia. Note que hay una reduccidn significativa en la magnitud de la correlacion
de los elementos respiratorios, sean estos unidades, multiunidades o todos los elementos

juntos. b) Representacioén grafica de las interacciones neuronales del preB6tC en una rebanada
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representativa durante la normoxia e hipoxia. Cada elemento respiratorio es representado
como un circulo y cada correlacion como una linea. El didmetro del circulo es proporcional al
namero de interacciones de dicho elemento con otros elementos del circuito. El grosor de la
linea es proporcional al valor de la correlacion. Nétese que la reconfiguracion del preB6tC no
se debe a una disminucién en el nimero de elementos respiratorios activos, o en el nUmero de
interacciones funcionales, sino a una reduccién en la magnitud de las interacciones. * denota

una diferencia significativa con respecto al control (p < 0.05).

Cambios en la transmision sinaptica excitadora en el preBo6tC en

condiciones de hipoxia

Como se menciond en la introduccién, la adenosina es un modulador
homeostatico de la actividad sinaptica (Mitchell et al., 1993), especialmente en
condiciones de hipoxia, cuando sus niveles extracelulares aumentan (Richter et
al., 1999). El incremento en los niveles de adenosina durante la hipoxia juega
un papel crucial en la reconfiguracion del circuito respiratorio (Runold et al.,
1989; Gozal et al., 2002; Walsh y Marshall, 2006; Fewell et al., 2007; Rivera-
Angulo y Pefa-Ortega, 2014 Schmidt et al., 1995; Herlenius y Lagercrantz,
1999), al deprimir la transmision sinaptica inhibidora y, parcialmente, a la
excitadora (Ballanyi et al., 1994; Ramirez et al., 1998a; Ballanyi et al., 1999;
Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000) a través de la activacion
del receptor de adenosina tipo A; (Herlenius y Lagercrantz, 1999; Vandam et
al.,, 2008). Dado que la transmision sinaptica excitadora es parcialmente
resistente a la hipoxia (Pefia y Ramirez, 2005; Ramirez et al., 2007), se decidio
estudiar el papel de la activacién del receptor de adenosina tipo A; sobre la

transmision sinptica excitadora en el preBo6tC.

69



Inicialmente, se decidié caracterizar la modulacion producida por la
adenosina y/o la hipoxia sobre los sinapticos espontaneos excitadores en
neuronas inspiratorias del preBotC, pues estos representan la actividad
sinaptica asincrénica del circuito (Pérez-Ledn et al., 2003). Para ello, se llevé a
cabo los experimentos en presencia de bicuculina (10uM) y estricnina (1uM)
que bloquean la transmision sindptica inhibidora. Como se ha reportado
previamente en otros circuitos, aunque no en la misma magnitud, la hipoxia
deprime la transmisién sinaptica excitadora en el preBotC (Figura 17), lo cual
se ve reflejado en una disminucién en la frecuencia de los sinapticos
espontaneos (1.35 + 0.34 Hz en normoxia y 0.64 £ 0.28 Hz en hipoxia, Figura
17) sin modificar su amplitud (2.33 + 0.51 mV en normoxia y 2.12 + 0.39 mV en
hipoxia, Figura 17), lo cual sugiere que el efecto de la hipoxia sobre las
neuronas inspiratorias del preBotC se debe a efectos a nivel pre-sinaptico (Del

Castillo y Katz, 1954; Redman, 1990; Stevens, 1993).
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Figura 17. La hipoxia deprime la frecuencia de los sinapticos espontaneos de las neuronas del
preBotC. a) Trazos representativos de los sinapticos espontaneos de una neurona inspiratoria
en normoxia y en hipoxia. b) Cuantificacion de la amplitud y la frecuencia de los sinépticos
espontaneos en normoxia y en hipoxia. Los datos se muestran como cajas de Tukey en las que
la linea central es la mediana, los extremos son el 25avo y el 75avo percentil y las lineas que
se extienden de las cajas son el 5to y el 95avo percentil, N: 8. * denota una diferencia

significativa con respecto al control (p < 0.05).

Para estudiar el papel del receptor de adenosina tipo A; en la depresién
de los sinapticos espontaneos producida por la hipoxia se decidié antagonizar
al receptor mediante la aplicacién de DPCPX (500nM, antagonista selectivo del
receptor de adenosina tipo A;). En estos experimentos se redujo el
componente de transmision sinaptica inhibidora al hiperpolarizar a las neuronas
hasta = -80mV, que es un valor muy cercano al potencial de equilibrio

electroquimico del CI. Fue necesario implementar esta maniobra experimental
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debido a que el bloqueo de la transmision inhibidora, con bicuculina y
estricnina, sumado al bloqueo del receptor de adenosina A; con DPCPX
ocasiona una sobreexcitacion del circuito que impide registrar adecuadamente
la transmisién sinaptica espontanea. Nuestros resultados muestran que el
antagonismo del receptor de adenosina tipo A; es suficiente para prevenir la
diminucion de la transmisién sinaptica excitadora en condiciones de hipoxia
(Figura 18). En presencia de DPCPX, la hipoxia no disminuyo
significativamente la frecuencia de los sinapticos espontaneos (2.93 + 1.44 Hz
en normoxia y 2.86 + 1.52 Hz en hipoxia, Figura 18), ni afecté6 su amplitud
(2.50 £ 0.12 mV en normoxia y 3.65 = 1.23 mV en hipoxia, Figura 18). Lo que
nos indica que la depresion de los sinapticos espontaneos observada en la

hipoxia es debida a la activacion presinaptica del receptor de adenosina tipo A;.
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Figura 18. El bloqueo de los receptores de adenosina tipo-A; evita la disminucién de la

frecuencia de los sinpticos espontdneos de neuronas inspiratorias del preBotC. a) Trazos
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representativos de los sinpticos espontaneos de una neurona inspiratoria en condiciones
control, después de agregar DPCPX 500 nM y una vez que se aplico hipoxia en presencia de
DPCPX. b) Cuantificacion de la amplitud y la frecuencia de los sinapticos espontaneos en las
condiciones experimentales representadas en a). Los datos se muestran como cajas de Tukey
en las que la linea central es la mediana, los extremos son el 25avo y el 75avo percentil y las

lineas que se extienden de las cajas son el 5to y el 95avo percentil, N= 4.

A manera de control se decidid6 comparar los efectos de un agonista de
los receptores de adenosina tipo A;, R-PIA (10uM), con los de la hipoxia. La
aplicacion de R-PIA produjo una reduccion de la frecuencia de los sinapticos
espontaneos (1.54 + 0.41 Hz en control Vs 0.52 + 0.14Hz con R-PIA, Figura
19) sin afectar su amplitud (2.46 £ 0.32 mV en control Vs 2.49 £ 0.47 Hz con R-
PIA, Figura 19). La disminucion de la frecuencia de los sinapticos espontaneos
producida por R-PIA fue ser revertida al aplicar DPCPX (1.54 + 0.41 Hz en
control, 0.52 + 0.14 Hz con R-PIAy 1.26 £ 0.28 Hz con R-PIA y DPCPX). Los
resultados indican que la activacidon del receptor de adenosina tipo A;
disminuye la transmision sinaptica excitadora en el preB6tC de manera similar

a como lo hace la hipoxia.
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Figura 19. La activacién del receptor de adenosina tipo A;, con R-PIA, disminuye la frecuencia
de los sin4pticos espontaneos que reciben las neuronas inspiratorias del preBotC, de manera
similar a como lo hace la hipoxia. a) Trazos representativos de los sinapticos espontaneos de
una neurona inspiratoria en condiciones control, después de agregar R-PIA 10 uM y después
de agregar DPCPX 500 nM, en presencia de R-PIA. b) Cuantificaciéon de la amplitud y la
frecuencia de los sinapticos espontaneos en las condiciones experimentales representadas en
a). Los datos se muestran como cajas de Tukey en las que la linea central es la mediana, los
extremos son el 25avo y el 75avo percentil y las lineas que se extienden de las cajas son el 5to
y el 95avo percentil, N: 4. * denota una diferencia significativa con respecto al control (p <

0.05).

Ademas de evaluar los efectos de la hipoxia y de la adenosina sobre los
singpticos espontdneos asincronicos, se evalud el efecto de estas mismas
condiciones experimentales sobre los sinapticos poblacionales, definidos como
los sinapticos sincrénicos poblacionales asociados con la inspiracion (Pefia y
Ramirez, 2004). Como previamente se ha reportado (Kawai et al., 1995;

Schmidt et al., 1995; Herlenius y Lagercrantz, 1999; Ballanyi et al., 1994; Pefia
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y Ramirez, 2005), la hipoxia redujo la frecuencia de los sinapticos
poblacionales a un 84 + 3 % del control en normoxia (de 0.43 + 0.07 Hz a 0.36
+ 0.6 Hz). Esta disminucién fue prevenida por la aplicacion de DPCPX (93 + 10
% del control, 0.33 + 0.03 Hz en condicion control Vs. 0.31 £ 0.3 Hz durante la
hipoxia). La reduccion de la frecuencia de los sinpticos poblacionales
producida por la hipoxia es replicada por la aplicacion de R-PIA (a 55 + 12 %
del control, de 0.55 + 0.07 Hz en condicién control a 0.34 + 0.08 Hz durante la
aplicacién de R-PIA, Figura 20). Con respecto al efecto de la hipoxia sobre la
amplitud de los sinépticos sincrénicos poblacionales, se observé que la hipoxia
produjo una reduccion significativa de la amplitud a un 85 + 42 % del control en
normoxia (12 £ 3 mV durante la normoxia a 9 + 2 mV durante la hipoxia, Figura

20b).

Por ultimo, se decidi6 comparar el efecto de la hipoxia y la adenosina
sobre los sinapticos poblacionales y espontaneos, por lo que normalizamos su
frecuencia y amplitud con respecto al control (Figura 20b). Lo que se encontré
fue que la hipoxia disminuye en mayor proporcion la frecuencia de los
sinapticos espontaneos, comparada con la frecuencia de los poblacionales (a
39 £ 11 % del control y a 84 + 3 % del control, respectivamente), lo cual sugiere
gue la hipoxia tiene un efecto diferencial sobre distintos componentes de la
transmision excitadora dentro del preBotC (Figura 20). Es de hacer notar que
estos efectos diferenciales también se observaron en los registros con
multielectrodos (Figuras 14 y 15). La diferencia en sensibilidad a la hipoxia
podria deberse a una expresion diferencial de receptores A; de adenosina en
las neuronas respiratorias o en las terminales que las inervan. Lo cual no seria

extrafo dado que se sabe que existen botones sinapticos con distinta
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sensibilidad a la activacion de receptores A; de adenosina, a pesar de ser

botones adyacentes (Zhang y Linden, 2009).
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Figura 20. Comparacién de los efectos de la hipoxia y de la modulacién del receptor de

adenosina tipo A; sobre los sinapticos espontaneos y poblacionales de neuronas inspiratorias
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del preBotC. a) Trazos representativos de neuronas inspiratorias del preBotC en las distintas
condiciones experimentales. Las flechas rojas sefialan sinapticos espontdneos. b)
Cuantificacion de la amplitud y la frecuencia de los sindpticos espontdneos en las condiciones
experimentales representadas en a). Los datos se muestran como cajas de Tukey en las que la
linea central es la mediana, los extremos son el 25avo y el 75avo percentil y las lineas que se
extienden de las cajas son el 5to y el 95avo percentil. La linea roja representa la normoxia. Los
datos de los sinapticos poblacionales se representan en naranja y los de los sinapticos
espontaneos en verde. * denota una diferencia significativa con respecto al control y & denota
una diferencia significativa entre los sinapticos espontaneos y poblacionales durante la hipoxia

(p<0.05).

8.-Discusion

En esta tesis, mediante el registro de neuronas del circuito respiratorio con el
uso de arreglos de multielectrodos y la técnica de patch-clamp se demostrd
cuantitativamente que la reconfiguracion del circuito respiratorio por la hipoxia
involucra una disminucién diferencial de la transmision sinaptica excitadora que
se refleja en una reduccion en la fuerza de la conectividad funcional sin reducir
el nimero de conexiones ni de elementos o neuronas activas, como se
pensaba previamente basados en registros unicelulares (St John y Bianchi,
1985; Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995; Ballanyi et
al., 1999; St John, 1999; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000). Por otra parte, los
hallazgos sugieren que la reconfiguracion del circuito respiratorio por la hipoxia
se debe a la activacion presinaptica de los receptores de adenosina tipo A;. A

continuacion, se discute la relevancia de estos hallazgos.
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Reconfiguracion de los ensambles neuronales del preBotC en

condiciones de hipoxia

El preBotC es capaz de reconfigurarse para generar distintos ritmos
respiratorios dependiendo de la disponibilidad de oxigeno (Lieske et al., 2000).
Asi, durante condiciones de oxigenacion normal (normoxia) este circuito
produce la eupnea, mientras que en condiciones de hipoxia en el mismo
circuito generan los boqueos (Lieske et al.,, 2000). La generacién de los
boqueos involucra una proceso complejo que involucra cambios a nivel
unicelular y de circuito (Ramirez et al., 2007; Pefia, 2009; Ramirez et al., 2013).
A la fecha, la mayoria de los estudios que han tratado de determinar las bases
de esta reconfiguracién se basan en observaciones a nivel unicelular (Pefa-
Ortega, 2012; Feldman y Kam, 2015), mientras que la mayoria de los estudios
en donde se registran simultdneamente decenas de neuronas se han enfocado
al reqgistro de toda la columna respiratoria ventral (Vachon y Duffin, 1978;
Segers et al., 1987; Lindsey et al., 1992; England et al., 1995; Morris et al.,
1996; Lindsey et al., 1998; Tian y Duffin, 1998; Lindsey et al., 2000; Shan y
Cheng, 2000; Shannon et al., 2000; Shen et al., 2002; Li et al., 2003; Duffin,
2004; Segers et al., 2008; Morris et al., 2010; Ott et al., 2011; Ott et al., 2012;
Segers et al.,, 2012; Segers et al., 2015), sin enfocarse en un nucleo
respiratorio en especifico (en este caso el preBotC). Es por ello, que se decidio
estudiar la reconfiguracién del preBo6tC registrando simultaneamente decenas
de neuronas respiratorias mediante el uso de multielectrodos en rebanadas de

tallo cerebral.
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En este trabajo se consider6 como elementos respiratorios a las
unidades (SUA, por las siglas en inglés para single unit activity) y multiunidades
(MUA, por las siglas en inglés para milti-unit activity) registradas (Bedenbaugh
y Gerstein, 1997; Supér y Roelfsema, 2005). Como ya se ha determinado, las
multiunidades representan la actividad de varias neuronas y las unidades la
actividad de una sola (Bedenbaugh y Gerstein, 1997; Supér y Roelfsema,
2005). Mediante estudios de imagenologia, usando moléculas sensibles al Ca?*
intracelular, se ha demostrado que el preBo6tC esta constituido por “clusters” de
neuronas respiratorias, alrededor de 7, altamente conectadas y coordinadas
(Hartelt et al, 2008; Mironov, 2009); por lo que, la actividad multiunitaria (MUA)
es el resultado lI6gico de estos clusters. Sin embargo, es importante mencionar
que incluir MUAs dentro del andlisis requiere cierta cautela (Bedenbaugh y
Gerstein, 1997; Supér y Roelfsema, 2005). Por ejemplo, los cambios en la
frecuencia de las neuronas que constituyen una MUA podrian no verse
reflejados perfectamente en la tasa de disparo, como seria el caso de una MUA
compuesto por neuronas con respuestas opuestas a la hipoxia (Bedenbaugh y

Gerstein, 1997; Supér y Roelfsema, 2005).

Ademas, el origen de las interacciones funcionales entre MUAS, o entre
una MUA y una SUA, nunca pueden ser asignados a un par especifico de
neuronas dentro de las MUA (Bedenbaugh y Gerstein, 1997; Supér y
Roelfsema, 2005). De hecho, un cambio en una correlacion que implica a una
MUA podria reflejar un cambio en la composicién de las neuronas que
contribuyen a la MUA (Bedenbaugh y Gerstein, 1997; Supér y Roelfsema,

2005). A pesar de estas limitaciones, los andlisis de MUAs de neuronas
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respiratorias han proporcionado informacion valiosa en el pasado (Segers et al,
2008; Morris et al, 2010; Lalley y Miffin, 2012) y, por otra parte, los cambios
observados en la actividad (frecuencia de disparo y correlaciones) fueron
similares cuando se compararon MUAs y SUAs individualmente o en

combinacion (Figuras 14-16).

Cambios en la tasa de disparo de las neuronas respiratorias producidos

por la hipoxia

Mediante el uso de registros unicelulares, ya sean intracelulares o con patch
clamp, se han observado respuestas heterogéneas del circuito respiratorio
durante la hipoxia. En algunos estudios la frecuencia de disparo de las
neuronas respiratorias se ve disminuida en condiciones de hipoxia (St John y
Bianchi, 1985; Richter et al., 1991, Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995; St
John, 1999; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000), mientras que en otros estudios la
frecuencia de disparo aumenta en las mismas condiciones (Richter et al., 1991;
Lovering et al., 2006). Incluso hay reportes en los que no se observd ningun
cambio en la frecuencia de disparo de algunas neuronas respiratorias en la
hipoxia (Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Lovering et al.,
2006). Estas observaciones, aparentemente contradictorias, se pueden deber a
la gran diversidad de propiedades intrinsecas que se ha revelado en la
poblacién de neuronas respiratorias con el registros de células unicas (Richter
et al.,, 1991; Ballanyi et al., 1994; Ballanyi et al., 1999; Lieske et al., 2000;
Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Pefa et al., 2004; Zavala-Tecuapetla et al.,

2008; Ramirez-Jarquin et al., 2012). Lo anterior, hace indispensable el registro
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simultdneo de mudltiples neuronas respiratorias para determinar la probable
heterogeneidad en las respuestas a la hipoxia de diferentes poblaciones de
neuronas respiratorias de manera simultanea. De hecho, en este trabajo
observamos que la hipoxia, ciertamente, produce una respuesta heterogénea
en la frecuencia de disparo de las neuronas respiratorias (Figura 14b). Asi, se
pudo observar que el cambio en la frecuencia de disparo de las neuronas del
preBo6tC incluye elementos respiratorios que disminuyen su disparo mientras
gue otros lo aumentan, como previamente se habia observado (St John y
Bianchi, 1985; Richter et al., 1991; England et al., 1995; St John, 1999; Lieske
et al.,, 2000; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000; Lovering et al., 2006). Sin
embargo, es importante concluir que la hipoxia produce, a nivel global, una
disminucién de la frecuencia de disparo promedio, que es significativa a pesar
de esta gran diversidad de efectos. Lo anterior también indica que los
resultados contradictorios con respecto al efecto de la hipoxia sobre la
frecuencia de disparo de las neuronas respiratorias se debe a que existen
poblaciones neuronales diversas en el preBotC, con diferente respuesta a la
hipoxia, y no que esta variabilidad de efecto no se debe necesariamente a las
diferentes condiciones experimentales que se han utilizado en el pasado. Por
otra parte, es importante sefialar que en esta tesis no observamos el
silenciamiento generalizado de neuronas respiratorias durante la hipoxia que
se habia reportado con el uso de registros unicelulares (St John y Bianchi,
1985; Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995; Ballanyi et
al., 1999; St John, 1999; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000) y que ya ha sido
incorporado en los modelos de la reconfiguracién del preBotC en la hipoxia

(Ramirez et al., 2007; Pefa, 2009; Garcia et al., 2013). Es probable que el
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silenciamiento de neuronas respiratorias reportado en el pasado sea debido a
gue las neuronas han sido “aisladas sinapticamente”, con un coctel de
antagonistas de receptores excitadores e inhibidores (Ramirez et al., 2007;
Pefia, 2009; Garcia et al., 2013), antes de ser sometidas a la hipoxia. Es
altamente probable que no se observe dicho “silenciamiento” debido a que las
influencias de la actividad global de la red lo enmascaren. Sera necesario
hacer el experimento con arreglos de multielectrodos, en condiciones de
“aislamiento sinaptico”, con el mismo coctel de antagonistas de receptores
excitadores e inhibidores (Ramirez et al., 2007; Pefa, 2009; Garcia et al.,

2013), para saber si esta posibilidad es cierta.

Es importante mencionar que la reconfiguracion de los circuitos
neuronales involucra cambios heterogéneos en la tasa de disparo de diferentes
poblaciones neuronales dentro del mismo circuito (Dupret et al., 2013), que es
un reflejo de la incorporacion y desincorporacion de las neuronas a diferentes
ensambles dentro del circuito (Dupret et al.,, 2013). Por lo que los cambios
heterogéneos en la frecuencia de disparo de diferentes neuronas respiratorias
durante la hipoxia podrian ser el reflejo la incorporacion y desincorporacion de
neuronas (SUAs) o grupos de neuronas (MUAs) a diferentes ensambles
durante la reconfiguracion del preB6tC por la hipoxia. Otra posibilidad, que no
excluye a la previa, es que los cambios heterogéneos en la tasa de disparo
durante la reconfiguracion se deba a botones sindpticos con sensibilidades
distintas a la hipoxia y a la activacién del receptor A; de adenosina (Zhang y

Linden, 2009).
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Estos cambios en la frecuencia de disparo se ven reflejados en la
dinAmica de las interacciones de los elementos 0 neuronas respiratorias

durante la hipoxia, observaciones que se discuten a continuacion.

Cambios en la conectividad funcional de los elementos o neuronas

respiratorias del preB6tC durante la reconfiguracién

A pesar de la gran cantidad y diversidad de estudios y modelos sobre la
generacion de los diferentes ritmos respiratorios por el preBotC, no existen
estudios que se enfoquen al efecto de la hipoxia a nivel de la configuracion
global del circuito. Por ejemplo, a pesar de que los cambios en la magnitud de
las interacciones entre los elementos o neuronas definen la dindmica de un
circuito, hasta antes de este trabajo no se contaba con informacion sobre los
cambios en la magnitud o fuerza de las interacciones de las neuronas del

preBo6tC durante la reconfiguracion por la hipoxia.

En esta tesis, mediante el estudio de la conectividad funcional de los
elementos o0 neuronas respiratorias a través de correlogramas cruzados, surge
la pregunta de si la reconfiguracion del preBotC involucra cambios en el
namero de elementos o neuronas activas, o cambios en el nimero o en la
magnitud de las interacciones funcionales. Es importante destacar que se
evalu6 la configuracién red respiratoria incluyendo las interacciones que se
producen en una ventana de 5 ms (Perkel et al.,, 1967). Lo cual puede
involucrar conexiones directas entre 2 neuronas 0 que ambas neuronas

compartan una entrada sinaptica comun (Perkel et al, 1967; Kashiwagi et al.,
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1993; Onimaru et al, 1993; Li et al, 2003; Ott et al, 2011) o bien que se
encuentren conectadas eléctricamente a través de uniones comunicantes

(Takahashi y Sakurai, 2009).

Lo que se encontrd, fue nuevamente una respuesta heterogénea en la
magnitud de los cambios de las interacciones funcionales entre los elementos
respiratorios durante la hipoxia (Figura 15 b y ¢). En resumen se encontrd que
el 39.8% de las interacciones funcionales entre elementos respiratorios
aumentan su fuerza de interaccion, mientras que el resto (60.2%) la disminuye,
Figura 16a). Esto indica que la reconfiguracion del preB6tC durante la hipoxia
involucra cambios en el acoplamiento funcional de los elementos respiratorios
gue, en general, lleva a una reduccion en la interacciones funcionales dentro
del circuito. Es importante resaltar que este fendmeno de “desconexion” de la
red en condiciones de hipoxia, ocurre en condiciones donde no se observan

cambios en el nimero de elementos activos o en el nUmero de interacciones.

Los cambios en la fuerza de las interacciones funcionales durante la
reconfiguracion del preBotC por la hipoxia podrian estar reflejando un “ajuste
dindmico en la fuerza sinaptica para promover la estabilidad del circuito”. Este
proceso es conocido como plasticidad homeostatica (Turrigiano y Nelson,
2004), la cual es una respuesta que permite a los circuitos neuronales
mantener niveles de excitabilidad y conectividad en limites fisiolégicos en
respuesta a cambios en las condiciones del entorno (Turrigiano et al., 1998). La
plasticidad homeostatica se ha observado en el control de las tasas de disparo

tanto de neuronas corticales de mamifero (Turrigiano et al., 1998) como en
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neuronas del ganglio somatogastrico de los crustaceos (Turrigiano et al., 1994).
El control de las tasas de disparo se realiza mediante una regulaciéon de las
interacciones excitadoras entre las neuronas (Turrigiano et al., 1998), sobre
todo en la respuesta de neuronas osciladoras (“oscillatory bursting neurons”)
(Marder et al., 1996), como es el caso de algunas de las neuronas del preBotC

(Smith et al., 1991).

En resumen, mediante las observaciones sobre la conectividad funcional
del preB6tC durante la hipoxia, se aporta evidencia que indica que la
reconfiguracion del preBotC durante la hipoxia involucra cambios dindmicos de
la conectividad entre los elementos respiratorios y excluye al silenciamiento de
elementos respiratorios como un factor fundamental para la reconfiguracion de
este circuito en la hipoxia (Figura 21), como previamente se propuso
basandose en experimentos unicelulares (St John y Bianchi, 1985; Richter et
al., 1991; Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995; Ballanyi et al., 1999; St
John, 1999; Thoby-Brisson y Ramirez, 2000). Se propone que este cambio en
la fuerza de las interacciones funcionales entre elementos de circuito
respiratorio en la hipoxia podria un cambio plastico del circuito para mantener
la estabilidad del mismo y asi generar los boqueos, los cuales representan la
Ultima respuesta del organismo a la hipoxia (Fewell et al., 2000; Gozal et al.,
2002). Se requiere de experimentos adicionales, y muy probablemente de
modelado computacional, para reconocer la naturaleza de la interacciones

funcionales que estan siendo moduladas diferencialmente en la hipoxia.
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Figura 21.- Modelos de las conformaciones de la red respiratoria durante la normoxia y la

©0O ae

hipoxia. La red respiratoria contiene un grupo de neuronas inspiratorias (I en los circulos
negros) con propiedades marcapasos heterogéneas que estdn conectadas a través de
conexiones excitadoras. Dentro del grupo de neuronas |, hay un grupo de neuronas
marcapasos que son moduladas por la entrada inhibidora de neuronas inspiratorias (I), post-
inspiratorias (PI) y espiratorias (E). Los modelos previos al trabajo aqui presentado, que se
basaron en registros unicelulares, proponian que la reconfiguracion del circuito respiratorio en
condiciones de hipoxia involucraba un silenciamiento de las neuronas respiratorias (Pefia y
Ramirez, 2005). Sin embargo, mediante el registro simultaneo de decenas de neuronas
respiratorias se demostrd, en este trabajo, que la reconfiguracion del circuito respiratorio por la
hipoxia involucra cambios en la fuerza de la conectividad funcional sin reducir el nimero de
conexiones ni de elementos o neuronas activas (Nieto-Posadas et al.,, 2014). Panel de
normoxia como el panel superior de hipoxia modificados de Pefia y Ramirez, 2005; panel
inferior de hipoxia modificado de Pefla y Ramirez, 2005 actualizado con datos de Nieto-

Posadas et al., 2014.
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Disminucion diferencial de la transmision sinaptica del preBotC en

condiciones de hipoxia

Como se mencioné anteriormente, la hipoxia produce una depresién de la
transmision sinaptica en el SNC, tanto glutamatérgica como GABAérgica, a
través del incremento en los niveles de adenosina y la subsecuente activacion
de sus receptores tipo A; (Coelho et al.,, 2000; Martin et al., 2007). Con
respecto al preBotC, se sabe que este circuito es capaz de tolerar largos
periodos de hipoxia a diferencia de otras estructuras del SNC (Ballanyi et al.,
1994; Luhmann y Kral, 1997; Coelho et al., 2000; Lieske et al., 2000; Rivera-

Angulo y Pefia-Ortega, 2014).

En cuanto a la modulacion adenosinérgica del preBo6tC, se sabe que la
adenosina disminuye la transmision sinaptica GABAérgica en mayor proporcion
gue la transmisién sinaptica glutamatérgica (Schmidt et al., 1995; Lieske et al.,
2000; Vandam et al., 2008). Sin embargo, aun se desconoce cudl es la razén
de la mayor resistencia de la transmision glutamatérgica a la hipoxia en este
circuito. Por ello se decidié estudiar el papel de la hipoxia sobre la transmisién
excitadora de los sinapticos espontaneos y poblacionales. Nuestros datos
muestran que la hipoxia produce una disminucién en la frecuencia de los
sinapticos poblacionales, como previamente se ha descrito (Herlenius y
Lagercrantz, 1999), pero en una magnitud menor que la disminucion que
produce de los sinapticos espontaneos (Figura 20). Interesantemente, y en
concordancia con los datos obtenidos con los arreglos de multielectrodos, la

depresion de la frecuencia de los sindpticos espontaneos en la hipoxia es
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también diversa, pues mientras hay algunas neuronas en las que se abole la
presencia de sinapticos espontaneos glutamatérgicos en la hipoxia (alrededor
del 50%), mientras que hay otras neuronas donde este efecto no es tan
marcado. De hecho, el efecto de la hipoxia sobre los sinapticos espontaneos
en este Ultimo grupo de neuronas respiratorias coincide con el efecto de la
hipoxia sobre los sinapticos poblacionales (Figura 20), en los cuales el efecto
es mucho menor. Todo esto sugiere que dentro del preB6tC pueden existir
poblaciones de neuronas con diferente sensibilidad y respuesta a la hipoxia,
hipotesis que es corroborada con los registros con multielectrodos en donde
hay elementos 0 neuronas respiratorias que aumentan tasa de disparo
mientras que otras la disminuyen en respuesta a la hipoxia. O bien
interacciones funcionales que aumentan, mientras que otras disminuyen en
respuesta a la hipoxia. Esto pudiera deberse a que hay botones sinapticos con
sensibilidades distintas a la hipoxia y a la activaciobn de receptores de
adenosina. Esto no seria extrafio dado que se sabe que los botones sinapticos
de un axén tienen probabilidades de liberacion distinta (Koester y Sakmann,
2000; Koester y Johnston, 2005) y distinta sensibilidad a la activacion de
receptores A; de adenosina, a pesar de ser botones adyacentes (Zhang y

Linden, 2009).

Por ultimo, en esta tesis se analizé si los cambios sinapticos que ocurren
durante la reconfiguracion del circuito respiratorio durante la hipoxia involucran
cambios a nivel pre- o post- sinapsis. Por ello se midi6 la amplitud y frecuencia
de los sinapticos espontaneos, dado que la teoria cuantica de liberacion de
neurotransmisores indica que los cambios en la amplitud de los sinapticos

espontaneos ante una condicion experimental se deben a  cambios
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postsinapticos, mientras que cambios en la frecuencia de los sinapticos
espontaneos ante una condicién experimental indican cambios presinapticos
inducidos por esa condicién experimental (Del Castillo y Katz, 1954; Redman,
1990; Stevens, 1993). Lo que se encontrd fue que tanto la hipoxia como la
aplicacién de un agonista del receptor de adenosina tipo A; producen una
diminucion en la frecuencia de los sinapticos espontaneos sin modificacion de
la amplitud, lo cual indica que el efecto que se observo durante la hipoxia y por
la aplicacion del agonista del receptor de adenosina tipo A; se deben a efectos

presinapticos.

Consideraciones finales

Desde la identificacion del preBotC como el centro generador de la inspiracion
(Smith et al., 1991) se han propuesto una gran variedad de modelos para
explicar la generacion de la actividad del preBotC (Ogilvie et al., 1992; Rybak et
al., 1997a, b, c; Rybak et al., 2007; Smith et al., 2007; Rybak et al., 2008; Rubin
et al., 2009; Molkov et al.,, 2010) basados mayoritariamente en registros de
neuronas individuales (Feldman y Kam, 2015). Sin embargo, la generaciéon de
modelos basados en informacién obtenida de registros de neuronas
individuales tiene sus limitaciones. El preBotC carece de una estructura
anatoémica definida (Feldman et al., 2003), y no existe una buena correlacién
entre la morfologia de las neuronas del preB6tC con sus propiedades
eléctricas, lo que impide diferenciar diferentes clases de neuronas respiratorias
con estos criterios (Zavala-Tecuapetla et al., 2014). Ademas, hasta la fecha, no
se han identificado marcadores moleculares especificos que ayuden a

identificar diferentes poblaciones neuronales funcionalmente distintas dentro
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del preB6tC (Feldman y Kam, 2015). Por ejemplo, en los ultimos afios se ha
utilizado a la proteina Dbx1 (por las siglas en inglés para developing brain
homeobox 1) como un marcador de neuronas respiratorias (Bouvier et al.,
2010; Gray et al., 2010). Sin embargo, aun las neuronas que expresan Dbx1 se
pueden agrupar en diferentes poblaciones com propiedades intrisecas y
sinpticas diversas (Picardo et al., 2013; Wang et al., 2014). Asi, existen las
neuronas Dbx1" tipo 1, de las cuales algunas tienen propiedades de neuronas
marcapasos (Picardo et al., 2013), y neuronas Dbx1" tipo 2 , algunas de las
cuales tienen actividad premotora (Wang et al.,, 2014). En vista de esta
carencia de elementos anatémicos para generar un modelo del preBo6tC,
muchos modelos han recurrido a la clasificacion de las neuronas respiratorias
basados en los patrones de disparo de las neuronas individuales con respecto
a la actividad poblacional (Ogilvie et al., 1992; Rybak et al., 1997a,b,c; Rybak et
al., 2007; Smith et al., 2007; Rybak et al., 2008; Rubin et al., 2009a, b; Molkov
et al., 2010). Sin embargo, esta clasificacidon neuronal basada exclusivamente
en las propiedades electrofisiologicas no es suficiente (Brookings et al., 2012)
dado que se sabe que la actividad de las neuronas respiratorias varia de ciclo a
ciclo (Carroll y Ramirez, 2013; Carroll et al., 2013), lo cual hace indispensable
el registro simultdneo de multiples neuronas respiratorias. Por ello, se
considera que los modelos de la generaciéon del ritmo respiratorio se veran
enriquecidos con la incorporacién de estudios como el aqui presentado, en
donde se registren simultdneamente mdultiples neuronas respiratorias y se
incorpore sus interacciones dinamicas en los modelos de generacion de la

respiracion en distintas condiciones experimentales o fisiopatoldgicas.
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9.-Conclusiones

La respuesta del preBotC a la hipoxia es heterogénea, mientras unas
neuronas aumentan su tasa de disparo otras la disminuyen. Siendo la

disminucién de la frecuencia el efecto global.

* La reconfiguracion del preBotC se debe principalmente a una
disminucioén en la fuerza de las interacciones entre las neuronas de este

circuito.

» La hipoxia disminuye en mayor proporcion a los sinapticos espontaneos

gue sobre los poblacionales.

» El efecto de la hipoxia sobre el preBotC se debe principalmente a una
depresion de la transmisidn sinaptica, de origen presinaptico, secundaria

a la activacion del receptor de adenosina tipo A;.
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INTRODUCTION

The neuronal circuit in charge of generating the respiratory rhythms, localized in
the pre-Botzinger complex (preBotC), is configured to produce fictive-eupnea during
normoxia and reconfigures to produce fictive-gasping during hypoxic conditions in vitro.
The mechanisms involved in such reconfiguration have been extensively investigated
by cell-focused studies, but the actual changes at the network level remain elusive.
Since a failure to generate gasping has been linked to Sudden Infant Death Syndrome
(SIDS), the study of gasping generation and pharmacological approaches to promote
it may have clinical relevance. Here, we study the changes in network dynamics and
circuit reconfiguration that occur during the transition to fictive-gasping generation in
the brainstem slice preparation by recording the preBotC with multi-electrode arrays
and assessing correlated firing among respiratory neurons or clusters of respiratory
neurons (multiunits). We studied whether the respiratory network reconfiguration in
hypoxia involves changes in either the number of active respiratory elements, the
number of functional connections among elements, or the strength of these connections.
Moreover, we tested the influence of isocitrate, a Krebs cycle intermediate that has
recently been shown to promote breathing, on the configuration of the preBotC circuit
during normoxia and on its reconfiguration during hypoxia. We found that, in contrast to
previous suggestions based on cell-focused studies, the number and the overall activity
of respiratory neurons change only slightly during hypoxia. However, hypoxia induces a
reduction in the strength of functional connectivity within the circuit without reducing
the number of connections. Isocitrate prevented this reduction during hypoxia while
increasing the strength of network connectivity. In conclusion, we provide an overview
of the configuration of the respiratory network under control conditions and how it is
reconfigured during fictive-gasping. Additionally, our data support the use of isocitrate to
favor respiratory rhythm generation under normoxia and to prevent some of the changes
in the respiratory network under hypoxic conditions.

Keywords: pre-Bétzinger complex, gasping, SIDS, Kreb’s cycle, network analysis

are responsible for vital functions such as breathing (Ramirez

Neuronal assemblies are embedded in complex networks that
act in concert to generate the function of a given brain region
(Lindsey et al., 2000; Ramirez et al., 2004, 2007; Carrillo-Reid
etal., 2008; Segers et al., 2008; Galan et al., 2010; Jaidar et al., 2010;
Ottetal., 2011). Several neural circuits produce spontaneous syn-
chronous activity through the interactions of the intrinsic prop-
erties of their neurons and the chemical and electrical synapses
that link them into assemblies and networks (Ramirez et al.,
2004; Carrillo-Reid et al., 2008; Pefia, 2009; Jaidar et al., 2010;
Zavala-Tecuapetla et al., 2014). Neuronal assembly bursting is an
important feature that ensures the reliability of synaptic trans-
mission, plasticity, and information processing (Lisman, 1997). It
induces the activity of central pattern generators (CPGs), which

et al., 2004, 2013; Pefia, 2009), whose CPG is located in the pre-
Botzinger Complex (preBotC; Smith et al., 1991). Although some
insights about the respiratory network configurations required
to produce different patterns of breathing activity have been
revealed by extensive cell-focused studies (St. John and Bianchi,
1985; Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; England et al,,
1995; Ramirez et al., 1998; St. John, 1999; Lieske et al., 2000;
Thoby-Brisson and Ramirez, 2000; Pena et al., 2004; Paton et al.,
2006; Zavala-Tecuapetla et al., 2008; Lalley and Mifflin, 2012;
Ramirez-Jarquin et al., 2012), a more detailed description of
respiratory circuit configurations is emerging from structural
imaging (Hartelt et al., 2008; Mironov, 2009) and the evaluation
of cell assemblies while maintaining single-cell resolution using
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dynamic calcium imaging (Okada et al., 2012; Gourévitch and
Mellen, 2014) or multielectrode arrays (MEAs; Segers et al., 2008;
Galan et al., 2010; Morris et al., 2010; Ott et al., 2011; Carroll and
Ramirez, 2013; Carroll et al., 2013). These techniques allow func-
tional network analysis and may reveal distinct configurations
of neural circuits in control conditions or under various phys-
iological and/or pathological conditions (Ramirez et al., 2004;
Carrillo-Reid et al., 2008; Mironov, 2009; Jaidar et al., 2010; Pena
et al., 2010).

The preBotC is able to adjust its function to fit different
metabolic demands by acquiring different configurations (Richter
et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995; Ramirez
et al., 1998; Pena, 2009; Rivera-Angulo and Pefia-Ortega, 2014).
The network focused studies of the respiratory network have
started to reveal that the preBotC forms dense clusters of respi-
ratory cells with occasional connections between them (Hartelt
et al., 2008; Mironov, 2009; Gaiteri and Rubin, 2011) that can
be reconfigured in a cycle-by-cycle manner (Carroll et al., 2013;
Carroll and Ramirez, 2013; Koshiya et al., 2014). Modeling based
on this evidence indicates that the activity of the preBstC is highly
dependent on its circuit configurations, the intrinsic dynam-
ics of neurons at central network positions, and the strength of
synaptic connections between neurons (Gaiteri and Rubin, 2011).
These results suggest that the study of circuit configurations and
reconfigurations is key to understand the flexibility of breath-
ing generation during different metabolic states (Mironov, 2009;
Galan et al.,, 2010). One of the extreme examples of respiratory
network flexibility is the reconfiguration process that this net-
work undergoes under extreme hypoxic conditions (Lieske et al.,
2000; Pefia and Ramirez, 2005; Rivera-Angulo and Pefnia-Ortega,
2014): Lieske et al. (2000) documented that this process allows
the preBstC to change its burst pattern from fictive-eupnea in
normoxia to fictive-gasping in hypoxia. Since the changes in the
burst pattern as well as in firing patterns of respiratory neu-
rons observed in the brainstem slice preparation closely resemble
those observed in vivo during the transition from actual eupnea
to actual gasping, we adopted the term “fictive” to refer to those
patterns generated by the preBotC in vitro (Lieske et al., 2000;
Lieske and Ramirez, 2003). Extensive cell-focused studies revealed
some of the changes in both the intrinsic and synaptic proper-
ties of the respiratory neurons involved in this transition (Richter
etal,, 1991; Ballanyi et al., 1994; Ramirez et al., 1998; Lieske et al.,
2000; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000; Pefia et al., 2004; Paton
et al., 2006; Zavala-Tecuapetla et al., 2008; Ramirez-Jarquin et al.,
2012). However, the main changes in circuit configuration when
passing from normoxia to hypoxia have not been described. With
the help of multi-electrode array (MEA) recordings (Lindsey
et al.,, 2000; Segers et al., 2008; Galan et al., 2010; Ott et al.,
2011; Carroll and Ramirez, 2013; Carroll et al., 2013), we wanted
to establish whether the respiratory network reconfiguration in
hypoxia involves changes in the number of active respiratory ele-
ments, in the functional connections among the elements, or in
the strength of these functional connections. The other aim of
this study was to characterize the changes in respiratory net-
work configuration upon the application of a citric acid cycle
intermediate (isocitrate), particularly during fictive-gasping gen-
eration (Rivera-Angulo and Pefna-Ortega, 2014). Since a failure

to generate gasping has been linked to Sudden Infant Death
Syndrome (SIDS; Lijowska et al., 1985; Poets et al., 1999; Pefia
and Garcia, 2006; Pefia, 2009), the study of gasping generation, as
well as the identification of pharmacological approaches to pro-
mote it, may have clinical relevance as a preventive intervention
in babies at risk for SIDS (Pefia and Garcia, 2006; Pefia, 2009).

We have recently shown that supplementation of the respira-
tory network with the metabolic intermediate isocitrate increases
preBotC activity in normoxia and favors gasping generation in
hypoxia both in vitro and in vivo (Rivera-Angulo and Pena-
Ortega, 2014). Several metabolic intermediates can modulate
both the intrinsic and the synaptic properties (Dehaven and
Carpenter, 1964; Bohmer et al., 1976; Chaplain et al., 1976; Dinse
etal., 1976; Shoji, 1992) of neurons in different networks, includ-
ing those in the respiratory network (Dehaven and Carpenter,
1964; Bohmer et al., 1976; Chaplain et al., 1976; Dinse et al.,
1976), therefore we hypothesized that isocitrate could influence
respiratory network configuration and also modulate its recon-
figuration in hypoxia.

We analyzed neuronal activity recorded by two types of res-
piratory recording elements: those arising from single neurons
(unitary activity) and those arising from groups of neurons [mul-
tiunitary activity (MUA)] (Kirkwood, 1979; Kashiwagi et al.,
1993; Shen et al., 2002; Li et al., 2003; Eugenin et al., 2006; Segers
et al., 2008; Ott et al., 2011; Lalley and Mifflin, 2012; Road et al.,
2013). We used the correlated firing among respiratory elements
as an assessment of “functional connectivity,” and the correlation
value was assumed to be proportional to the connectivity strength
(Kirkwood, 1979; Kashiwagi et al., 1993; Shen et al., 2002; Li et al.,
2003; Eugenin et al., 2006; Segers et al., 2008; Ott et al., 2011;
Lalley and Mifflin, 2012; Road et al., 2013). We did not inves-
tigate how many of these functional connections are formed by
real synaptic connections and how many of them were synchro-
nized by other elements of the net. Finally, we built correlation
linkage maps in order to illustrate and compare functional con-
figurations of the respiratory circuit in the different experimental
conditions (Segers et al., 2008; Ott et al., 2011). Surprisingly, and
in contrast with previous suggestions from cell-focused studies
(Pena, 2009), our results show that during the transition to fictive-
gasping generation, the number of active respiratory elements,
their activity (firing frequency), and the number of their func-
tional links do not change dramatically. In contrast, the main
change in the reconfiguration of the respiratory network dur-
ing hypoxia involved a complex modification of the amount of
correlated activity between the elements of the circuit, suggest-
ing a global reduction in the strength of network interactions.
Interestingly, isocitrate prevents these changes in the strength of
circuit connectivity under hypoxic conditions.

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS

Experiments were performed using 6-9-day-old (P6-P9) CD-
1 mice (N = 12). All experimental protocols were approved by
the local Committee on Ethics of Animal Experimentation (INB-
UNAM). Experiments were performed according to the Mexican
Official Norm for the Use and Care of Laboratory Animals
(NOM-062-Z00-1999).
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BRAINSTEM SLICE PREPARATION

Details of the slice preparation have been previously reported
(Pena et al., 2004, 2008). Briefly, animals were anesthetized and
decapitated, and the brainstem was quickly removed and placed
in ice-cold artificial cerebrospinal fluid (ACSF) constantly bub-
bled with carbogen (95% O2 and 5% CO2). The ACSF contained
(in mM) 119 NaCl, 3 KCl, 1.5 CaCl2, 1 MgCI2, 25 NaHCO3,
and 30 D-glucose (pH 7.4). The brainstem was glued rostral-end
upward onto an agar block, mounted on a vibratome (Vibratome
Company, St. Louis, MO), and serially sliced until the ros-
tral boundary of the preB6tC was identified using anatomical
landmarks such as the disappearance of the facial nucleus and
appearance of the inferior olive as well as the ambiguous and
hypoglossal nuclei (Figure 1A). A single slice (550 pum thick; Penia
and Ramirez, 2002) per animal was obtained and transferred into
a recording chamber with a total volume of 2ml and contain-
ing a MEA at the bottom (Multi-Channel Systems; Reutlingen,
Germany; Figure 1A). There, the slice was continuously per-
fused by recirculating 200 ml ACSF at a flow rate of 10 ml/min
and constantly bubbled with carbogen to ensure efficient oxy-
genation and exchange of the solution (Pefia et al., 2004, 2008;
Zavala-Tecuapetla et al., 2008, 2014). A temperature controller
(Multi-Channel Systems; Reutlingen, Germany) maintained the
temperature at 30 £ 1°C. To allow long-term recordings of rhyth-
mic population activity, extracellular KCI was elevated from 3
to 8mM over a span of 75min before starting the recordings
(Tryba et al., 2003; Figure 1A). Hypoxic conditions were induced
by removing carbogen and bubbling the ACSF for 15 min with
95% N2 and 5% CO2 (Pena et al., 2004, 2008 Figure 1A). Our
experimental conditions are almost identical to those used and
characterized by Hill et al. (2011). When ACSF was bubbled with
carbogen under these conditions, the PO2 in the recording cham-
ber was 679 & 30 Torr, while at a depth of 300 mp within the
slices, PO2 was 58 £ 16 Torr, which can be considered normoxic
conditions (Hill et al., 2011). In contrast, when ACSF was bubbled
with 95% N2 and 5% CO2, the PO2 in the recording cham-
ber was 38 & 28 Torr, while 300 um deep in the slices PO2 was
5+ 6 Torr, which can be considered hypoxic (Hill et al., 2011).
Isocitrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was bath applied at a
final concentration of 3 mM for 1h, as previously reported using
the same preparation (Hiilsmann et al.,, 2000; Rivera-Angulo
and Pefia-Ortega, 2014). Fresh, 1000x isocitrate stock solution
was prepared by dissolving it in distilled water. The last 10 min
of isocitrate application or hypoxia, along with 10 min of con-
trol, were used for the analysis (Rivera-Angulo and Pefia-Ortega,
2014).

RECORDINGS

Multisite extracellular recordings were performed using
the MEA2100-system (Multi-Channel Systems, Reutlingen,
Germany; Figure1A). A 60-electrode array (TiN/SiN) is
composed of a 6 x 10 grid with 100-um inter-electrode
spacing and 30-pwm electrode diameter (Figure1lA). Data
acquisition was controlled by MC_Rack software (Multi-
Channel Systems Reutlingen, Germany). Raw data was digitized
at 25kHz and stored in a personal computer for off-line
analysis.

ANALYSIS

To evaluate the population burst pattern of preBotC activity we
measured the peak-to-peak amplitude of the raw signal every
45ms. By averaging the amplitude signals for several bursts,
it is possible to clearly distinguish the changes in burst pat-
tern occurring during the transition from fictive-eupnea to
fictive-gasping (Figure 1A, inset; Lieske et al., 2000; Lieske and
Ramirez, 2003; Pena et al., 2008) Recordings were pass-band
filtered (250-7000 Hz) with MC_Rack Software (Multi-Channel
Systems, Reutlingen, Germany). The channels exhibiting respira-
tory activity were selected (an average of 25 channels covering
an area of 400 by 400 wm; Figure 1A; Carroll and Ramirez,
2013). Filtered channels containing the high frequency com-
ponent of neural activity were exported to an OFFline Sorter
program (v. 3.3.1; Plexon Inc., USA; Carroll and Ramirez, 2013).
Files of those recordings were merged using PlexUtil program
(v. 4.0.1; Plexon Inc., USA) with the last 10 min of isocitrate
and/or hypoxia recordings merged to 10 min of control record-
ings. Back in OFFline Sorter, spikes were detected by setting
a threshold 2.6 SD of the signal (Supér and Roelfsema, 2005;
Galan et al., 2010), and individual units were distinguished from
biological and electrical noise through principle component anal-
ysis (PCA) of the spike waveform patterns (Figure 1B; Supér
and Roelfsema, 2005; Galan et al., 2010), with a semi-automatic
approach using the standard expectation-maximization algo-
rithm from OFFline sorter. When rhythmic spiking activity could
not be classified as coming from individual respiratory units
(unitary), we recorded MUA produced by a cluster or group of
neurons (Bedenbaugh and Gerstein, 1997; Supér and Roelfsema,
2005). In such a case, to decrease the noise in multiunit activ-
ity, the threshold for spike detection was raised to 4.0 SD of
the signal. Spikes that occurred within the refractory period (set
as 2ms) of the selected units or multiunits (always less than
0.5%) were discarded (Figure 1B). The sorting was verified by
the existence of a refractory period in the interspike interval his-
togram (2 ms), as well as auto- and cross-correlation histograms
examined with Neuroexplorer (v. 4.126, Nex Technologies, USA;
Figure 1B), as a check on sorting results (Bedenbaugh and
Gerstein, 1997; Supér and Roelfsema, 2005). Timestamps of uni-
tary and multiunitary recordings were used to build raster plots
(Figure 2A), which were exported to MATLAB (version R2011b)
to be further analyzed with custom-made routines. Detected
spikes were converted to binary times of occurrence with a 1-
ms bin (Figures 1B, 2A). The quasi-simultaneous occurrence
of action potentials among pairs of respiratory units and/or
multiunits was assessed by means of cross-correlation analysis
(Figure 3A; Perkel et al., 1967; Kirkwood, 1979; Kashiwagi et al.,
1993; Bedenbaugh and Gerstein, 1997; Shen et al., 2002; Li et al.,
2003; Supér and Roelfsema, 2005; Eugenin et al., 2006; Segers
et al., 2008; Ott et al., 2011; Lalley and Mifflin, 2012; Road et al.,
2013) with a lag window of & 5 ms (Figure 3A). Autocorrelation
and cross-correlation functions were normalized to the firing rate
to assure that any change in correlation values was independent
of changes in firing frequency (Nini et al., 1995; Heimer et al.,
2002). Cross-correlations were considered significant when the
correlation peak reached values >5 SD of the correlation noise
(>99.9% confidence interval). We calculated the mean frequency
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FIGURE 1 | Recording of the respiratory network with multielectrode
arrays (MEAs) and identification of respiratory units. (A) Micrograph
of a brainstem slice preparation on top of a MEA that covers the area
of the ventral respiratory group (including the preBotC). Scale bar
represents 200 um. The dot on the slice represents the location of
the MEA electrode from which the recordings represented on the right
were taken. The recordings from the chosen electrode show
spontaneous activity of the preBotC in normoxic (control) and hypoxic
conditions. The bursts in red were expanded on the right to better
appreciate the difference in burst pattern between fictive-eupnea
(control) and fictive-gasping (hypoxia). The inset shows the averaged
peak-to-peak amplitude for 30 bursts in normoxia (black) and hypoxia
(red). Note the reduction in burst duration and rise-time in those
bursts generated in hypoxia. (B) Spike sorting analysis of the chosen
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electrode to discriminate individual respiratory units recorded from it.
The graph on the left is a two dimensional feature space spanned by
the weights of the first and second principal components (PC1 and 2).
Each point indicates one threshold-crossing event (2.6 SD of noise).
The insets show all spike waveforms (and their mean in black)
obtained from the individual clusters identified by colors (as * in the
PC plot). The signals belonging to the noise (central clusters) are
represented in gray. The corresponding auto-correlograms on the right
(color-coded as on the left) display clear refractory periods. A raster of
each unit in a given time is provided. Each vertical line represents a
spike. (C) Perievent raster plots (left) and perievent spectrograms (right)
of representative inspiratory (top) and expiratory (bottom) neurons. Each
dot represents a spike. Color bars in the spectrograms represent the
power value.

of recordings for both units and multiunits. The reciprocal of the
median inter-spike intervals (ISI) was taken to obtain an approx-
imation of intraburst frequency of inspiratory neurons (Galan
et al., 2010). Our analysis included both inspiratory and expira-
tory neurons (or non-inspiratory neurons). Correlation linkage
matrices were built for each slice in each experimental condition

(Figures 3B, 5A; Segers et al., 2008; Ott et al., 2011). The matrices
contain the correlation value of those interactions that reached
the significance threshold (5 SD of correlation noise); correla-
tions that did not reach this threshold received a value of zero
(Figures 3A, 5A). To compare the strength of the correlations
in the presence of hypoxia and/or isocitrate, we subtracted the
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FIGURE 2 | Change in respiratory network activity from normoxic to
hypoxic conditions. (A) Raster plots of action potential recordings on
different electrodes of the MEA. Lines may represent unitary or
multi-unitary recordings, sometimes recorded with the same electrode
when these could be distinguished. Each row is the activity obtained
from a respiratory element and each vertical line represents a spike.
Both fictive-eupnea (control; left) and fictive-gasping (hypoxia; right) are
shown. Shadowed frames denote time windows containing an inspiratory
event, as depicted by the recording at the bottom. It is readily apparent
that these time windows include a significant enhancement of correlated
firing among different elements, and they significantly decrease during
hypoxia. (B) Quantification of normalized activity change in all respiratory

Units+Multiunits

Hypoxia

Multiunits Units Units+Multiunits

recording elements during hypoxic conditions as compared to control
conditions (set as 100%; n=>5 slices from different animals). Left, shows
the change in firing frequency in each row (element) of the raster plots
for multi-unitary, unitary recordings, and the merge of both. Recording
elements exhibiting an increase in activity during hypoxia are represented
as green dots, those exhibiting a decrease in activity during hypoxia are
represented as red dots. Note that most elements exhibited a decrease
in firing. Blue dots represent elements whose firing switched off in the
last minute of hypoxia. The histogram on the right shows that mean
firing frequency in control conditions (black and gray bars) and during
hypoxia (white bars) for each class of element: unitary, multi-unitary, or
merged (*p < 0.05).

control correlation matrix from the correlation matrices in any
given experimental conditions and used the resulting values as the
change in correlation (ACorrelation) (Figures 3B, 5B). Similarly,
the correlation matrices in the presence of isocitrate were sub-
tracted from the control matrices in hypoxic conditions in the
presence of isocitrate. The graphic representation of the network
in any given condition was made with the open access software
Cystoscape (Cytoscape Consortium).

All quantifications were grouped by unitary, multi-unitary, or
the merge of both. Representative data are given as mean =+ s.e.m.,
and the median frequency is reported with the interquar-
tile range. Statistical differences among groups were tested
using either a paired or unpaired Student’s t-test or Repeated
Measures ANOVA followed by a post-hoc pair-wise Tukey’s or
Dunnett’s test as needed using GraphPad Prism and, in a few
cases, (as for median frequency) Kruskal-Wallis ANOVA fol-
lowed by the Dunn’s test. Statistical significance was accepted at
p-values <0.05.

RESULTS

CHANGES IN THE RESPIRATORY NETWORK DURING HYPOXIA
Brainstem slices were placed on top of 6 x 10 MEA arrays
(Figure 1A) and recorded in an area including the preBstC. They
show the typical fictive-eupnea activity generated by the pre-
Bo6tC in control conditions and the change in burst pattern that
characterizes the transition to fictive-gasping (fewer, shorter, sud-
den, and decreasing bursts; Lieske et al., 2000; Pena, 2009) in
hypoxia (Figure 1A, inset). From the MEA recordings of 12 slices,
a total of 427 respiratory units (17 to 59 per slice; Figure 1B)
and 322 multi-unitary recordings (13—44 per slice; Hartelt et al.,
2008; Mironov, 2009) were included. Thus, a total of 560,252
pair-wise cross-correlations were performed, and 0.5% of those
correlations exhibited significant peaks with values 5 SD above the
correlation noise (confidence interval > 99.9%) and within a lag
period of &+ 5ms. As expected, respiratory multiunitary record-
ings exhibited inspiratory activity. Of the unitary recordings,
87% were also identified as inspiratory units (range: 73-100%)
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FIGURE 3 | Hypoxia reconfigures the functional interactions among the
respiratory elements. (A) Examples of cross-correlograms of the activity
recorded between elements are presented on the right. All significant
pairwise-possible correlations are represented as correlation matrices on
the left for a representative slice in control and during hypoxic conditions;
a pseudocolored scale indicates that different pairs are correlated to
different extents. (B) Subtraction of correlation values of the matrices
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represented in (A). Color scale indicates the extent of change of
correlation values (ACorrelation). Note that the correlation increases for a
few pairs of respiratory elements, but it decreases for most of them. (C)
The graph shows a pair to pair change in correlation under hypoxia
conditions (ACorrelation) represented in the matrix of panel (B). Data are
grouped as unitary, multi-unitary, or both. Increase in correlation is denoted
by green dots, decrease by red dots.

(Figures 1C, 2A). The rest of the respiratory units (13%; range:
0-27%) were cataloged as expiratory or non-inspiratory units
(Figures 1C, 2A).

Representative raster plots of the preBotC activity are dis-
played in Figure 2A in control conditions (Figure 2A, left) and
at the end of the hypoxic period (15min; Figure 2A, right).
Each row in the raster plots represents the activity obtained
from a respiratory element recorded from an electrode of
the MEA. Rows include both unitary (bottom) and multi-
unitary (top) recordings (Figure 2A). From these activity rasters
and from the quantification of the firing frequency, it can
be observed that the transition from fictive-eupnea to fictive-
gasping activity involves diverse, and even opposed, changes
in firing frequency (Figure2) for different elements recorded
by the electrodes of the MEA. A subset of neurons clearly
increase their firing frequency to 135 4+ 6% (mean =+ s.e.m.) of
the control (Figures 2B, 4), whereas another subset of neurons
decrease their firing rate to 64 £ 2% of the control (Figure 2B).
However, a larger proportion (66%) of the neurons decrease
their firing rate. Globally, the average firing rate in the circuit

decreases in hypoxia to 88 3% of the control (p < 0.05;
Figure 2B).

To approximate the change in intraburst frequency in hypoxia
(Galan et al., 2010), we measured the inverse of the median
interspike interval, which had a median value in control con-
ditions of 5.26 Hz (interquartile range: 1.72-12.82 Hz) and was
significantly reduced to 3.81 Hz in hypoxia (interquartile range:
1.16-11.43 Hz). Surprisingly, very few elements (0.4%) of the
net stopped firing (Figure 2B; blue dots). These results contrast
with previous suggestions by cell-focused studies, using patch
clamp recordings in synaptically isolated neurons (Pena, 2009).
Therefore, as a first conclusion, hypoxia shuts down the activity of
very few respiratory neurons; on the contrary, it may increase the
firing frequency of many of them. In general, however, the dom-
inant tendency is a decreased firing frequency in most recorded
elements and thus, reduced global network activity (Figure 2B).

Next, we proceeded to characterize network interactions by
means of cross-correlation analysis among respiratory elements
(Figure 3). Cross-correlograms obtained from pairwise analy-
sis between elements in a given slice exhibit a wide variety
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FIGURE 4 | The reconfiguration of the respiratory network in hypoxia
does not imply a loss of functional links but a reduction in their
strength. (A) Left: Histogram of the number of links in the respiratory
network, indicating functional connectivity between elements did not
change significantly with hypoxia. Right: Histogram of the change in
correlated firing among elements between normoxic and hypoxic
conditions, showing a significant reduction in correlation for all classes of
respiratory recording elements: multi-unitary, unitary and both

(*p < 0.05). (B) Graphic representation of respiratory network
configurations in normoxic and hypoxic conditions. Each respiratory
element is represented as a circle and each significant correlation
between two elements is represented as a connecting line (functional
link). The diameter of the circles is proportional to the number of
functional links that each element has with other elements in the
network. The width of the line is proportional to the correlation value of
a given link. Note that the reconfiguration of the respiratory network in
hypoxia is not due to a loss in the number of respiratory elements or of
their functional links, but to a reduction in the strength of such links.

of shapes (Figure 3A, right): peaks that included the zero lag
(38% for the network shown in Figure 3A), peaks with lags
between 0.1 and 2 ms (37% for the network shown in Figure 3A),
and peaks with lags between 2.1 and 5.0 ms (25% for the net-
work shown in Figure 3A). Of the correlograms that exhibited
a peak at zero, some were broad peaks (25%) and the rest
were sharp peaks (75% of the network shown in Figure 3A).
As already mentioned, only correlations with peaks > 5 SD
of the noise correlation were considered functional connections
and included in correlation linkage matrices. In general, the
larger the correlation values above this threshold, the stronger we
considered the strength of the functional connections between
the elements recorded by the electrodes of the MEA to be
(Figure 3A). Correlation linkage matrices reveal that the strength
of the interactions among respiratory elements is quite diverse
(Figure 3A). Moreover, such interactions among respiratory ele-
ments change during the reconfiguration of the respiratory
network in hypoxia (Figure 3). While the correlation value of
some links increased during hypoxia, in most links it decreased
(Figures 3B,C), suggesting that the strength of network inter-
action is diminished (Figures 3C, 4A). The averaged change in
correlation (ACorrelation) was significantly negative for units,

multiunits, and both (Figure 4A). Despite this reduction in the
strength of the functional links among elements in hypoxic con-
ditions, the actual number of functional links in the network
remained unaltered in hypoxia (92 &+ 35 in normoxia and 87 + 33
in hypoxia Figure 4A; NS, N = 5 slices). Figure 4B illustrates the
configuration of the respiratory network both in normoxic and
hypoxic conditions. Elements are denoted by circles and func-
tional links by lines; the larger the circle, the more connections it
has. Thicker lines mean more correlated firing between the ele-
ments involved. In summary, the respiratory circuit exhibits a
significant decrease in overall activity and a significant parallel
decrease in the strength of functional connectivity, but neither
the number of active neurons nor the number of functional
connections changed significantly (Figure 4B).

ACTIONS OF ISOCITRATE DURING NORMOXIA AND HYPOXIA
As previously reported (Htilsmann et al., 2000; Rivera-Angulo
and Pena-Ortega, 2014), isocitrate has an excitatory effect on
the respiratory network. Upon isocitrate application during
normoxia, most of the respiratory elements (84%) registered
increases in firing frequency to 463 & 45% of the control, whereas
another small subset of elements recorded decreases in firing rate
to 58 £ 38% of the control (Figure5A). Intraburst firing fre-
quency exhibited a median of 2.39 Hz (interquartile range: 0.85—
10.36 Hz) in control conditions and was significantly increased by
isocitrate to 4.57 Hz (interquartile range: 1.89-15.15 Hz).
Correlation matrices show that isocitrate increases the strength
of most of the functional links among respiratory elements
(Figures 5B-D). Thus, the averaged change in correlation
(ACorrelation) was significantly positive upon isocitrate appli-
cation (Figure 6A). Despite this increase in the strength of the
functional links among elements upon isocitrate application,
the actual number of functional links in the network remained
unaltered (133 £ 21 in normoxia and 108 & 18 in isocitrate,
Figure 6A; NS; n =7 slices; p > 0.05 by means of ANOVA).
Figure 6B illustrates the change in respiratory network configura-
tion in the presence of isocitrate, showing that isocitrate increases
not only the activity of the respiratory elements (Figure 5A) but
also the strength of the functional links in the circuit in normoxic
conditions. A question is whether isocitrate can prevent the loss of
activity and sustain strong functional connectivity in case hypoxia
supervenes (since its clinical action would be to prevent vulnera-
ble children from entering into the hypoxic state; Pefia and Garcia,
2006). To answer this, we then subjected the isocitrate-treated tis-
sue to hypoxic conditions (Figures 5, 6). It was seen that during
hypoxia firing significantly decreased, returning to control lev-
els (Figure 5A). Intraburst frequency was reduced to a median of
2.47 Hz (interquartile range: 1.05-8.99 Hz), which is not signifi-
cantly different from the median firing frequency before isocitrate
application (2.39Hz) but was significantly smaller than in the
presence of isocitrate in normoxia (4.57 Hz). In spite of the
reduction in firing frequency in hypoxia, isocitrate increased the
strength of functional links in hypoxic conditions (Figures 5B-D,
6A). Since the correlation value of most functional links among
respiratory elements increased when hypoxia was applied in the
presence of isocitrate (Figures 5C,D), the averaged change in cor-
relation (ACorrelation) was a significant positive value when
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FIGURE 5 | Isocitrate increases functional interactions among
respiratory elements and increases correlated firing in hypoxia.

(A) Histogram of the normalized mean firing frequency recorded in the
control, during the last minute of isocitrate application (which lasted
60min) and under hypoxic conditions in the presence of isocitrate (which
lasted 15min; n=7 slices from different animals). *Denotes a difference
with respect to control, and & denotes a difference with respect to
isocitrate (p < 0.05). (B) Pseudocolored correlation matrices between all
pairs of recording elements in a representative slice (control) and in the
same slice in the presence of isocitrate and further application of
hypoxia. Color scale indicates the extent of correlation. Note more
correlated element pairs after isocitrate and during hypoxia in the

Nodes

ACorrelation
°

0.1

Isocitrate Hypoxia

Control Isocitrate

continuous presence of isocitrate. (C) Differences in correlation values for
all recording element pairs were assessed by subtracting correlation
values during hypoxia from those with isocitrate. Color scale denotes
change in correlation (ACorrelation). Note that for a few pairs of
respiratory elements, the correlation decreased (blue), while it increased
for most pairs (hot colors). (D) The plots show changes in correlation of
all paired comparisons between elements: first, after adding isocitrate in
normoxic conditions and then, in the presence of isocitrate in hypoxic
conditions (multi-unitary and unitary recordings were added together;
increased correlations are denoted by red dots, decreased correlations
are denoted by green dots). Note that most element pairs increase
correlated firing when isocitrate is present in hypoxic conditions.

compared with its normoxic value in the presence of isocitrate
(Figure 6A). Although recorded elements of the respiratory net-
work show a decreased firing rate in hypoxic conditions in the
presence of isocitrate (Figure 5A), the strength of the functional
links of the circuit is increased as compared with normoxic con-
ditions in the presence of isocitrate (Figure 6B). Note that this
is contrary to what happens in slices in the absence of isocitrate
(Figure 4B).

DISCUSSION

The reconfiguration of the respiratory CPG that transforms the
preBotC network from a control configuration that generates
fictive-eupnea in normoxia to a hypoxic configuration that gen-
erates fictive-gasping involves complex changes at single-cell and
network levels (Ramirez et al., 2007, 2013; Pena, 2009). Here,
we studied this reconfiguration by MEA recordings and analyzed
three possible contributions to such a change: changes either in

the number of respiratory elements recorded by the MEA elec-
trodes, changes in the functional connections among elements,
and/or changes in the strength of these connections assessed by
their correlated firing. We found that the reconfiguration of the
respiratory network in hypoxia does not involve a significant
change in the number of respiratory elements participating in
network dynamics (Figure 3) or in the number of functional links
among them (Figure 4). Instead, it involves changes in firing fre-
quency and in the strength of functional connectivity among
network elements (Figures 3-5). Moreover, we found that the
metabolic intermediate isocitrate, by itself, changes the respira-
tory network configuration, increasing the strength of functional
connectivity even in normoxia thereby preventing the loss of this
strength during hypoxia, so that the circuit does not reach the low
levels of functional connectivity found in untreated hypoxic slices.
Isocitrate also increases the average firing rate of the recorded
elements (Figure 5A).
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FIGURE 6 | Isocitrate reconfigures the respiratory network by changing
firing frequency of respiratory elements and connectivity strength
between them. (A) Left: Histogram of the number of links in the respiratory
network, indicating that the functional connectivity between elements did
not change significantly in the presence of isocitrate and further application of
hypoxia. Right: Histogram of the change in correlated firing among elements
between normoxic and hypoxic conditions (multiunits and units were
grouped together), showing a significant increase in correlation in the
presence of isocitrate and a further increase upon hypoxia application

(*p < 0.05). (B) Graphic representation of respiratory network configurations
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in normoxia before and after isocitrate application and in hypoxic conditions in
the presence of isocitrate. Each respiratory element is represented as a circle
and each significant correlation between two elements is represented as a
connecting line (functional link). The diameter of the circles is proportional to
the number of functional links that each element has with other elements in
the network. The width of the lines is proportional to the correlation value of
any given link. Note that isocitrate increases the strength of the functional
links but does not significantly change their number. When hypoxia is applied
in the presence of isocitrate, the strength of the functional links increases
even further, but again, their number remains constant.

Changes in respiratory network configuration leading to gasp-
ing generation have both basic and clinical implications. On
the one hand, it might represent the best example of an acute
and reversible network reconfiguration in a mammalian CPG
(Ramirez et al., 2007; Penia, 2009), and on the other hand, under-
standing the cellular basis of gasping generation would help to
understand SIDS pathophysiology, since babies who die from
SIDS have defects in the mechanisms generating gasping and
autoresuscitation (Lijowska et al., 1985; Poets et al., 1999).

Since the seminal study by Lieske et al. (2000), it has been
shown that the CPG located in the preBstC is not a fixed net-
work, but rather a highly flexible, neural circuit that can change
its configuration, functionally adapting to the metabolic demands
that several physiological and pathological conditions impose
on breathing generation (Pefia and Ramirez, 2005; Ramirez
et al., 2007; Mironov, 2009; Pefia, 2009; Galan et al., 2010).
Reconfiguration of the respiratory network under hypoxic condi-
tions was proposed many years ago (Lieske et al., 2000). However,
other than inferences obtained by cell-focused studies (Richter
et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; Ramirez et al., 1998; Lieske
et al., 2000; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000; Pefia et al., 2004;
Paton et al., 2006; Zavala-Tecuapetla et al., 2008; Ramirez-Jarquin
et al., 2012), there was almost no ways to globally assess cir-
cuit configuration of the preBstC in both conditions (normoxia
and hypoxia). Consistent with our findings, previous studies pre-
dicted that hypoxia produces a heterogeneous effect on both the

intrinsic (St. John and Bianchi, 1985; Richter et al., 1991; Ballanyi
et al., 1994; England et al., 1995; Ramirez et al., 1998; St. John,
1999; Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000; Pefia
et al., 2004; Paton et al., 2006; Zavala-Tecuapetla et al., 2008)
and the synaptic properties (Richter et al., 1991; Ballanyi et al.,
1994; Ramirez et al., 1998; Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson and
Ramirez, 2000) of respiratory neurons. However, whereas some
cell-focused studies reported that hypoxia depressed the firing of
large subsets of respiratory neurons (St. John and Bianchi, 1985;
Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995;
St. John, 1999; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000) others showed
that hypoxia increased (Richter et al., 1991; Lovering et al., 2006)
or did not change the firing of neurons within the respiratory
network (Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000;
Lovering et al., 2006). Regarding synaptic transmission, the most
consistent observation is that hypoxia depressed synaptic inhibi-
tion within the preBstC (Richter et al., 1991; Ballanyi et al., 1994;
England et al., 1995; Schmidt et al., 1995; Ramirez et al., 1998;
Lieske et al., 2000; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000), and in
agreement with the present findings, the effects of hypoxia on
synaptic excitation were diverse (Ballanyi et al., 1994; Ramirez
et al., 1998). Using a network approach we could determine the
suspected heterogeneity of the effects of hypoxia on the preBotC.
For instance, the change in firing frequency upon hypoxia showed
both elements that decreased and others that increased their fir-
ing frequency (St. John and Bianchi, 1985; Richter et al., 1991;
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Ballanyi et al., 1994; England et al., 1995; St. John, 1999; Lieske
et al., 2000; Thoby-Brisson and Ramirez, 2000; Lovering et al.,
2006). Nevertheless, we did not observe the switching off of many
neurons, which had been suspected from cell-focused approaches
(St. John and Bianchi, 1985; Richter et al., 1991; Ballanyi et al.,
1994; England et al., 1995; St. John, 1999; Thoby-Brisson and
Ramirez, 2000) and was recently incorporated into the current
model of the network reconfiguration of the preBo6tC in hypoxia
(Ramirez et al., 2007; Pefia, 2009; Garcia et al., 2013). Using
functional connectivity, as is done in systems neurophysiology
(Lindsey et al., 2000; Segers et al., 2008; Ott et al., 2011), we also
observed the predicted heterogeneity in the changes of connec-
tions and interactions during hypoxic conditions (Ballanyi et al.,
1994; Ramirez et al., 1998) and provided quantitative evidence
that these changes in functional coupling, and not a change in the
number of respiratory elements or the number of functional links
among them, seem to be a major component of the respiratory
network reconfiguration in hypoxia.

Here we considered as “respiratory recording nodes” all elec-
trodes in the array capable of recording both unitary and
multi-unitary activity (Bedenbaugh and Gerstein, 1997; Supér
and Roelfsema, 2005), as shown in different brain regions
(Bedenbaugh and Gerstein, 1997; Supér and Roelfsema, 2005;
Segers et al., 2008; Morris et al., 2010; Lalley and Mifflin, 2012;
Road et al., 2013). Anatomical imaging studies have shown that
the preBotC is constituted of clusters of highly connected res-
piratory neurons (Hartelt et al., 2008; Mironov, 2009); thus,
multi-unitary respiratory activity is a logical outcome for the
recording nodes in the MEA. However, including MUA in a
network analysis may require some caution (Bedenbaugh and
Gerstein, 1997; Supér and Roelfsema, 2005). For example, the
changes in firing rate of individual neurons constituting a given
MUA would not be perfectly reflected by the MUA firing rate if
different neurons within the cluster have simultaneous but oppos-
ing effects on the firing rate (Bedenbaugh and Gerstein, 1997;
Supér and Roelfsema, 2005). Additionally, the source of func-
tional interactions (measured as a significant cross-correlation)
among MUAs, or between a MUA and unitary activity, or the
change in such interactions in a given experimental condition,
can never be assigned to a specific pair of cells within the MUAs
or to a specific cell when a MUA is correlated with a well-defined
unit (Bedenbaugh and Gerstein, 1997; Supér and Roelfsema,
2005). In fact, a change in a correlation involving a MUA due
to an experimental condition could just reflect a change in the
composition of the neurons contributing to the MUA in this con-
dition (Bedenbaugh and Gerstein, 1997; Supér and Roelfsema,
2005). Analyses including respiratory MUAs have provided rel-
evant information in the past (Segers et al., 2008; Morris et al.,
2010; Lalley and Mifflin, 2012; Road et al., 2013), and the global
changes reported in this study were similar whether they were
quantified from unitary, multi-unitary recordings, or the merge
of both (Figures 2—4). Importantly, we evaluated the respiratory
network configuration including interactions that occur within
5ms (Perkel et al., 1967). The functional connections inducing
respiratory network dynamics could be made either by synaptic
connections among the recorded units or by using a shared com-
mon source to activate these units (Perkel et al., 1967; Kashiwagi

et al., 1993; Onimaru et al., 1993; Li et al., 2003; Ott et al., 2011).
Further research would dissect the nature of these interactions
and include them in a broader framework (Carrillo-Reid et al.,
2008; Jaidar et al., 2010; Pena et al., 2010).

In this study we have determined the global changes occur-
ring in the respiratory network configuration under hypoxic
conditions by analyzing the changes in cross-correlation among
the elements recorded by the “recording respiratory nodes” of
a MEA, as previously done in different neural networks (Galan
et al., 2010; Gerhard et al., 2011), including the respiratory net-
work (Galan et al., 2010). As far as we know, this is the first
global description of such changes during the hypoxic condi-
tions, when actual fictive-gasping activity is being generated. Our
main finding is that the reconfiguration of the respiratory net-
work in hypoxia mainly consists of a reduction in the strength
of network connectivity rather than a loss, proposed earlier, of
respiratory elements (Ramirez et al., 2007; Pena, 2009; Garcia
et al., 2013). The observed re-arrangements of network interac-
tions among the respiratory elements is consistent with a previous
report that a brief application of cyanide (chemical hypoxia)
induced the retraction of neuronal processes of respiratory neu-
rons, which was interpreted as a reduction in connectivity among
respiratory neurons (Mironov, 2009). Moreover, this change in
the strength of interactions within the respiratory network in
hypoxia can be related to the uncoupling of preBotC activity
from one of its motor outputs (the hypoglossal nucleus) during
fictive-gasping generation (Ramirez et al., 1998; Pena et al., 2008).
However, the activity of the phrenic nerve is also uncoupled from
hypoglossal nerve activity in hypoxia, which may explain why,
under hypoxic conditions, the amplitude of the phrenic output
is not reduced (St-John et al., 2004; St. John and Leiter, 2009).
Thus, there are two possible explanations for the fact that the
amplitude of phrenic output is maintained, or even increases, in
hypoxia, despite the reduced connectivity within the respiratory
rhythm generator: First, although preBotC bursts are certainly
shorter than those in normoxia, their amplitude is not reduced
(Figure 1A, inset; Pena et al., 2008). Second, in more intact con-
ditions, modulations provided by respiratory circuits beyond the
preBotC could help to maintain or even increase the phrenic
output amplitude in hypoxia (St-John et al., 2004; St. John and
Leiter, 2009). Our finding that the preBotC is able to change
its population burst pattern by just changing the strength of the
interactions among its elements contributes to the proposal that
CPGs are not simple hardwired networks that produce simple
behaviors but, on the contrary, they constitute flexible circuits
that can be reconfigured in response to the environmental, behav-
ioral, and metabolic states of the animal (Marder, 1994). These
reconfigurations include changes in the number of elements, the
number of functional links, and/or the strength of these connec-
tions (Marder, 1994). More experimental testing and modeling
will be required to determine whether or not the changes reported
in this study are necessary and sufficient to induce the respira-
tory pattern change that occurs in the transition from normoxia
to hypoxia.

The other major finding of the present study is that isoci-
trate can change the preB6tC configuration, which would explain
why isocitrate promotes eupnea and gasping generation both
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in vivo and in vitro (Hiillsmann et al., 2000; Rivera-Angulo and
Pena-Ortega, 2014) and suggests that it be used as a preventative
strategy to oppose some of the changes in network configura-
tion that occur in hypoxic conditions. It is well known that the
respiratory network is very efficient in anaerobic metabolism
(Ballanyi et al., 1996), and that this might be the reason why
an intermediate of the Krebs cycle would potentiate the activity
of the respiratory network under metabolic distress (Hiilsmann
et al., 2000; Rivera-Angulo and Pefna-Ortega, 2014). The benefi-
cial effects of isocitrate were observed here as an increase in the
strength of network interactions in normoxia and as an increase
in neuronal activity; moreover, isocitrate prevented the loss of
these interactions and activity during the transition to fictive-
gasping generation in hypoxia. These observations agree with
the finding that application of several metabolic intermediates
increases spontaneous network activity in other brain circuits by
modulating action potential generation as well as synaptic trans-
mission (Perasso et al., 2008; Gavello et al., 2012; Garbati et al.,
2014). Our findings are also consistent with previous reports that,
in several brain areas including the respiratory network (Dehaven
and Carpenter, 1964; Bohmer et al., 1976; Chaplain et al., 1976;
Dinse et al., 1976), different metabolic intermediates modulate
neuronal firing and synaptic transmission (Shoji, 1992; Perasso
etal., 2008; Gavello et al., 2012; Garbati et al., 2014). Nevertheless,
to the best of our knowledge, this is the first evidence that a
metabolic intermediate induces changes in network configuration
parameters (Figure 6). Moreover, our data suggest that pharma-
cological manipulations that increase both respiratory neuron
firing rates and the functional interactions among respiratory ele-
ments are potential pharmacological tools to promote gasping
generation and autoresuscitation (Pefia and Garcia, 2006; Pena,
2009), which would have a beneficial impact in those babies at
risk for SIDS (Pena and Garcia, 2006; Pena, 2009; Ramirez et al.,
2013).
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