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Education is not the learning of facts, but the training of minds to think. 
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RESUMEN 

Las apneas de sueño son una patología común en el neonato y el adulto. Esta 

patología produce un fenómeno llamado hipoxia intermitente (HI) que es capaz de 

inducir neuroinflamación, modificar la función de los circuitos neuronales y las 

conductas asociadas con los mismos. Una de las funciones moduladas por la HI es la 

respiración. Después de un periodo corto de HI, la respiración sufre un fenómeno 

plástico llamado facilitación de larga duración (LTF, por sus siglas en inglés), que 

consiste en un aumento en la amplitud y/o en la frecuencia de los esfuerzos 

respiratorios que se mantienen por periodos prolongados (decenas de minutos), aún 

después de que la HI haya cesado. La respiración es generada por un circuito 

localizado en el tallo cerebral llamado complejo pre-Bötzinger (CPB). El CPB puede ser 

aislado en una rebanada de tallo cerebral y puede generar una LTF cuando se le aplica 

HI in vitro. Interesantemente, la LTF in vivo es inhibida cuando se inducen condiciones 

pro-inflamatorias periféricas. Debido a que la inflamación periférica activa a la microglía 

a nivel del sistema nervioso central, en esta tesis nos propusimos caracterizar la 

inducción de la LTF in vitro y evaluar si la activación de la microglía inhibe este 

fenómeno plástico. Nuestros resultados muestran que la aplicación de HI en rebanadas 

de tallo cerebral que contienen al CPB induce una LTF del ritmo respiratorio que se 

caracteriza por un aumento de la frecuencia de las ráfagas inspiratorias acompañado 

de una disminución de su amplitud. La LTF in vitro es inhibida cuando se activa a la 

microglía optogenéticamente o con el inmunógeno lipopolisacárido. La LTF in vitro 

también es inhibida cuando la microglía carece del receptor a fractalquina (lo que la 

lleva a un estado pro-inflamatorio). Sorprendentemente, la LTF in vitro es también 

inhibida cuando se depleta a la rebanada de microglía con clodronato liposomal. 

Nuestros resultados indican que la activación de la microglía interfiere con la plasticidad 

del generador de la respiración en respuesta a la HI, pero además indican que la 

microglía es necesaria para que este fenómeno pueda llevarse a cabo. 
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ABSTRACT  

Sleep apneas are a common pathology in neonates and adults. This pathology 

produces intermittent hypoxia (IH), a phenomenon capable of inducing 

neuroinflammation and alterations in neural circuit function and their associated 

behaviors. One of the functions modulated by IH is breathing. After a short period of IH, 

breathing undergoes a plastic phenomenon called long-term potentiation (LTF), which 

consists of an increase in the amplitude and/or frequency of the respiratory efforts that 

is maintained during extended periods (tens of minutes), even after IH has ceased. 

Breathing is generated by the pre-Bötzinger complex (PBC), a circuit located in the 

brainstem. The PBC can be isolated in a brainstem slice, where (and can generate a 

LTF when IH is applied in vitro in response to IH it can generate a LTF. Interestingly, in 

vivo LTF is inhibited under peripheral pro-inflammatory conditions. Because peripheral 

inflammation activates microglia in the central nervous system, in this thesis we aimed 

to characterize LTF induction in vitro and to evaluate if microglia activation inhibits this 

plastic phenomenon. Our results show that IH application to brainstem slices containing 

the PBC induces a LTF of the respiratory rhythm, characterized by an increased 

frequency and decreased amplitude of inspiratory bursts. In vitro LTF is inhibited when 

the microglia are activated optogenetically or with the immunogen lipopolysaccharide. In 

vitro LTF is also inhibited when microglia lack the receptor to fractalkine (which leads 

microglia cells to a pro-inflammatory state). Unexpectedly, in vitro LTF is inhibited when 

the slice is depleted of microglia with liposomal clodronate. Our results indicate that 

microglia activation interferes with the plasticity of the respiratory rhythm generator in 

response to HI, but they also indicate that microglia is necessary for LTF to happen. 
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INTRODUCCIÓN 
 

El síndrome de apneas obstructivas del sueño (SAOS) se produce por la oclusión 

intermitente y repetitiva de las vías aéreas superiores durante el sueño, lo que origina 

una interrupción completa (apnea) o parcial (hipopnea) del flujo aéreo y, en 

consecuencia, hipoxia intermitente (HI) (Guilleminault et al, 1990). Las apneas de 

sueño tienen una duración variable y alteran la homeostasis cardiorrespiratoria (Solà-

Soler y Fiz J., 2015), lo que genera varios problemas de salud con patogénesis hasta 

ahora desconocida en su totalidad (Guilleminault et al, 1990-1995; Goldberg et al., 

1998). Las apenas obstructivas del sueño pueden ser de origen central (Guilleminault 

et al, 1975), periférico o mixto (Guilleminault et al, 1975; Raza y Blackwell, 1999). Las 

apenas obstructivas de origen central ocurren cuando el sistema nervioso central 

(SNC) del sujeto envía señales defectuosas a los nervios que controlan la respiración 

(Guilleminault et al, 1990), mientras que las apenas obstructivas de origen periférico 

son generadas por la obstrucción física de las vías aéreas superiores (Mitchell et al., 

2003). Las apneas obstructivas mixtas son una combinación de ambas patologías 

(Guilleminault et al, 1975; Mitchell et al., 2003). 

Las apneas de sueño desencadenan fenómenos patológicos que pueden alterar la 

generación de los ritmos respiratorios (Guilleminault et al., 1995; Raza y Blackwell, 

1999; Hofstetter et al., 2007; Hofstetter y Herlenius 2015) y la homeostásis del 

organismo en general (Huxtable et al., 2013; Hofstetter et al., 2007). Dentro de las 

alteraciones más prominentes inducidas por las apneas de sueño crónicas se 

encuentra la inflamación tanto periférica como central (Hofstetter et al., 2007). La 

inflamación, a su vez, se ha relacionado con la disminución en la capacidad de los 

individuos para generar boqueos y autoresucitación después de episodios de apnea 

prolongada (Hofstetter et al., 2007; Lorea-Hernández et al., 2016). Coincidentemente, 

la infección sistémica, en modelos in vitro, puede alterar la respiración, sobre todo 

durante periodos tempranos del desarrollo y, principalmente, debido a la liberación de 

citoquinas pro-inflamatorias (también llamadas citocinas) que, en el SNC, son 

producidas mayoritariamente por la microglía (Kettenmann et al., 2011).  
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Durante infecciones, tanto periféricas como centrales, la microglía es activada, lo que 

induce inicialmente la liberación de citoquinas pro-inflamatorias y posteriormente la 

liberación de citoquinas anti-inflamatorias (Graeber et al., 2011). Dentro de las 

citoquinas pro-inflamatorias que libera la microglía se encuentran las interleucinas 1 (IL-

1) (Giulian et al., 1986; Van Dame et al., 1995), 6 (IL-6), y 8 (IL-8) (Nguyen et al., 2002; 

Ransohoff et al., 2007). La IL-1, particularmente su subtipo beta (IL-1β), es liberada por 

la microglía después de que ocurre daño en el SNC (Giulian et al., 1986; Caggiano y 

Kraig, 1999; Laflamme et al., 1999). La IL-1β ha sido relacionada con la depresión 

respiratoria que acompaña a la activación del sistema inmune (Hofstetter y Herlenius 

2005). Por lo tanto, la IL-1β representa un vínculo entre las condiciones de infección y 

la aparición de alteraciones respiratorias, incluidas las apneas (Raza y Blackwell, 1999; 

Hofstetter et al., 2007; Hofstetter y Herlenius 2015). 

La respuesta neuroinflamatoria generada principalmente por la microglía, incluye al 

tallo cerebral (Ashwell et al., 1991; Hofstetter y Herlenius 2005; Kettenmann et al., 

2011), en el que se encuentra el generador de los ritmos respiratorios, el complejo Pre-

Bötzinger (CPB) (Smith et al., 1991). El CPB, durante un proceso inflamatorio, puede 

ser afectado por las moléculas pro-inflamatorias liberadas por la microglía, lo que 

ocasiona disfunción en la respiración (Lorea-Hernández et al., 2016; Peña-Ortega, 

2017). 

Estudios de nuestro laboratorio han mostrado que la aplicación de fármacos que 

modulan la actividad de la microglía afectan el funcionamiento del generador de los 

ritmos respiratorios (Lorea-Hernández et al., 2016; Peña-Ortega, 2017). En seguimiento 

a estos hallazgos en esta tesis nos interesamos en determinar si la microglía puede 

modular la respuesta del generador de los ritmos respiratorios ante la HI, puesto que la 

disfunción de este circuito se ha relacionado con inflamación (Hofstetter et al., 2007). 

La HI, cuando es simulada en modelos animales in vivo e in vitro, consiste en la 

aplicación de ciclos repetidos de desoxigenación-oxigenación que, cuando son 

aplicados en sólo unos cuantos ciclos (p.e. de 3 a 10), inducen un fenómeno plástico 

llamado facilitación de larga duración (LTF, por sus siglas en inglés) (Millhorn et al., 

1980;1986; Morris et al., 1996; Olson et al., 2001; Blitz y Ramirez 2002). La LTF, 

inducida por la HI aguda, consiste en un incremento sostenido de la actividad de las 
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salidas motoras de los nervios que controlan la respiración (Mitchell y Johnson 2003., 

Mellen et al., 2012). De manera interesante, Huxtable y colaboradores (2013) han 

demostrado que la generación de la LTF del nervio frénico (pLTF), cuyos comandos 

respiratorios se originan en el CPB, puede ser bloqueada tras la aplicación 

intraperitoneal de fármacos que promueven estados pro-inflamatorios, como el 

lipopolisacárido (LPS, componente de la pared celular de bacterias gram-negativas) 

(Anderson et al., 1992). El fenómeno de la LTF puede reproducirse in vitro 

directamente en el CPB, cuando se le aplican tres ciclos de HI; según lo descrito por 

Blitz y Ramirez (2002). Debido a que los fármacos que promueven estados pro-

inflamatorios periféricos, como el LPS, pueden secundariamente inducir 

neuroinflamación dentro del SNC y a que la célula mayormente involucrada en la 

neuroinflamación es la microglía, consideramos de importancia estudiar si la activación 

de este tipo celular modula la plasticidad del generador de los ritmos respiratorios 

después de la HI. 
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ANTECEDENTES 

2.1-   La respiración 
 

La respiración es un proceso complejo, que inicia desde etapas tempranas del 

desarrollo, y continúa activo incesantemente hasta la muerte (Douglas y Haldane, 

1908; Feldman et al., 2003; Dick et al., 2016). La respiración es una actividad altamente 

organizada, donde varios elementos del sistema deben presentar actividad rítmica 

sostenida, coherente y secuencial para que se lleve a cabo adecuadamente (Douglas y 

Haldane, 1908; Pokorski, 2016). Por ejemplo, cuando estornudamos, tocemos, 

ingerimos alimentos o cuando reímos, todos estos eventos conllevan a la entrada y 

salida de aire y/o a la apertura u oclusión de las vías aéreas (Feldman, et al., 2003; 

Pokorski, 2016). El proceso de la respiración puede ser observado desde varios grados 

de complejidad: desde la expansión rítmica de los pulmones (Dick et al., 2016), hasta la 

actividad de los núcleos neuronales en el SNC, que la generan (Lumsden, 1923; Smith 

et al., 1991; Dick et al., 2016). La respiración se divide en dos etapas, una es la 

inspiración, donde el diafragma se contrae y expande los pulmones, lo que genera 

entrada de aire, y la otra etapa es la espiración, donde el diafragma se relaja, y los 

pulmones se contraen, para liberar el aire contenido (Zhang et al., 2016).  

La etapa de la inspiración, que es la fase activa de la respiración, está determinada 

principalmente por el nervio frénico que lleva los comandos motores que contraen 

rítmicamente al diafragma (Lumsden 1923; Hernández et al., 2016; Pokorski, 2016), lo 

que genera una presión negativa que permite la entrada de aire a los pulmones (Dick et 

al., 2016; Zhang et al., 2016). En este proceso, también intervienen otras estructuras 

como la cavidad torácica formada por la columna vertebral, el esternón y las costillas, 

así como la musculatura asociada a la misma (Dick et al., 2016). Por otro lado, la 

espiración es la etapa pasiva de la respiración y es generada sólo después de que la 

inspiración se llevó a cabo y cuando todos los músculos antes mencionados se relajan 

(Zhang et al., 2016). Durante la espiración, la elasticidad torácica, combinada con la 

relajación pasiva del diafragma reduce el volumen del tórax, produciendo así una 

presión positiva que saca el aire de los pulmones (Pokorski, 2016). 
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La función principal de la respiración es mantener el balance en las concentraciones de 

CO2 y O2 y, con ello, los niveles de pH en un rango homeostático muy estrecho 

(Mitchell, 2004; Pokorski 2016). Cualquier disrupción en este balance genera señales 

de retroalimentación hacia los centros controladores de la respiración para que éstos 

emitan una respuesta ante el reto que se presenta (Douglas y Haldane, 1908; 

Lumsden, 1923; Hernández et al., 2016). Por ejemplo, ante una disminución del aporte 

de O2, o un aumento de las concentraciones parciales de CO2 (lo cual disminuye el pH 

sanguíneo), se generan cambios en la actividad de los controladores respiratorios que 

llevan, en este caso particular, a un incremento de la actividad respiratoria aumentado 

la frecuencia y/o la amplitud de las inspiraciones (Douglas y Haldane, 1908; Lumsden, 

1923).  

A nivel del SNC, el núcleo que genera las señales que posteriormente se envían al 

nervio frénico, es el CPB (Smith et al., 1991) (Figura 1) que está encargado de la fase 

activa de la respiración, la inspiración (Smith et al., 1991). A continuación, se revisarán 

algunos aspectos generales de este núcleo, como su localización y la naturaleza de las 

células que lo componen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1. Rebanada de tallo cerebral que muestra la localización del Complejo Pre-Bötzinger. X; 
Núcleo del nervio vago, XII; Núcleo del nervio hipogloso, NA; núcleo ambiguo, Nervio XII; raíz del 
nervio hipogloso. Modificado de Smith y col., 1991. 
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2.2-   El Complejo Pre-Bötzinger (CPB) 
 

El CPB es un circuito neuronal generador central de patrones, necesario y suficiente 

para la generación de la respiración (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). Su 

papel indispensable se ha demostrado porque su eliminación química, genética, o su 

inhibición optogénetica y/o farmacológica detiene la respiración (Ramírez et al., 2012; 

Feldman et al., 2013). Por otra parte, el CPB es suficiente para la generación de la 

respiración, debido a que si se le aísla en una rebanada de tallo cerebral (Smith et al., 

1991), o si de esa rebanada se obtiene solamente el área que contiene al CPB en una 

preparación llamada “isla” del CPB (Johnson et al., 2001), este circuito sigue 

generando el ritmo respiratorio.  

El CPB forma parte de una zona del tallo cerebral llamada bulbo raquídeo ventrolateral, 

que incluye un conjunto de neuronas llamada la columna respiratoria ventral (Ramírez 

et al., 2012; Feldman et al., 2013). El CPB está localizado caudal al núcleo retrofacial y 

al Complejo Bötzinger, y en dirección rostral del grupo respiratorio ventral (GRV; 

Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). Como se mencionó, el circuito que contiene 

el mínimo de elementos necesarios para generar y mantener el ritmo respiratorio es el 

CPB (Smith 1991). Además de generar la respiración, el CPB envía comandos 

inspiratorios hacia el grupo respiratorio ventral rostral (Ramírez et al., 2012; Feldman et 

al., 2013). Las neuronas del grupo respiratorio ventral rostral, a su vez, mandan 

comandos inspiratorios a las motoneuronas frénicas, que son las que inervan 

directamente al diafragma (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). Adicionalmente, 

el CPB manda comandos espiratorios al complejo Bötzinger (Ramírez et al., 2012; 

Feldman et al., 2013). Por otra parte, el CPB también tiene conexiones directas con 

salidas motoras como son las originadas de motoneuronas localizadas en los núcleos 

hipogloso y ambiguo (Zavala-Tecuapetla et al., 2014). 

Los dos CPBs, localizados bilateralmente en cada bulbo raquídeo ventrolateral, se 

sincronizan por neuronas que proyectan a través de fibras comisurales (Zavala-

Tecuapetla et al., 2014). Si estas fibras se cortan, cada uno de los CPBs, por sí mismo, 

puede generar su propio ritmo respiratorio (Johnson et al., 2001); por lo que para 
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generar de manera coordinada el ritmo de la respiración en un animal completo se 

requiere la coordinación de ambos CPBs a través de la comunicación producida por 

estas fibras comisurales (Ezure, 1990; Zheng et al., 1998). 

El grupo liderado por el Dr. Feldman, estima que existen alrededor de 3000 neuronas 

respiratorias que conforman al CPB (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). Se 

definen a las células respiratorias como aquellas que disparan sus potenciales de 

acción en fase con la respiración (Peña y García, 2006). Estas células respiratorias del 

CPB presentan morfología diversa, por ejemplo: piramidales, fusiformes etc. (Picardo et 

al., 2013; Zavala Tecuapetla et al., 2014) y no hay una forma particular asociada con un 

fenotipo eléctrico (Picardo et al., 2013; Zavala Tecuapetla et al., 2014). El CPB no 

muestra una estructura histológica bien definida, es decir, no forma un núcleo 

histológicamente diferenciable y se entremezcla con neuronas no respiratorias que se 

involucran también en el control cardiovascular (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 

2013). 

Las células del CPB presentan ciertos marcadores moleculares que las distinguen de 

otras neuronas del bulbo raquídeo ventrolateral (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 

2013). Uno de estos marcadores es el receptor NK1 (Gray et al., 2001; Guyenet et al., 

2001; Wang et al., 2001), que es el receptor para el neuromodulador de la respiración 

sustancia P (Wiley et al., 1997). Otro marcador molecular importante del CPB es la 

somatostatina (SST) (Ramírez-Jarquín et al., 2012). Además, del 50 al 70 % de las 

neuronas del CPB expresan al factor de transcripción Dbx1 y al marcador molecular 

propio de células glutamatérgicas que es el transportador vesicular del glutamato tipo 2 

(Kottick y Del Negro, 2015). 

El CPB es modulado por diversos neuromoduladores como la SST (Ramírez-Jarquín et 

al., 2012), el óxido nítrico (NO) (Pyatin y Miroshnichenko, 2001), la histamina 

(Dutschmann et al. 2003), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF, por sus 

siglas en inglés) (Bouvier et al., 2008), el peróxido de hidrógeno (Garcia et al., 2011), la 

prostaglandina E2 (Koch et al., 2015), la sustancia P y la serotonina (Peña y Ramírez, 

2002; 2004; Hodges et al., 2008), entre otros. Por dar un ejemplo, estudios realizados 

por Ramírez-Jarquín y cols., (2012) demuestran que la SST puede modular la 

generación de los ritmos respiratorios en el CPB, incluyendo la eupnea (respiración 
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normal o “verdadera”), los suspiros y los boqueos. Además, demostraron que la SST 

ejerce una modulación tónica endógena de la generación del ritmo respiratorio 

mediante la activación de los receptores de somatostatina tipo 2 (SSTR2s, por sus 

siglas en inglés), mismos que se expresan abundantemente en el CPB (Ramírez-

Jarquín et al., 2012). La relevancia de esta neuromodulación tónica se desprende de la 

observación de que el bloqueo de los SSTR2 interrumpe la generación de boqueos y 

evita la auto-resucitación después de condiciones de anoxia (Ramírez-Jarquín et al., 

2012). 

De las 3000 neuronas que componen al CPB, alrededor del 50 % de ellas son 

neuronas excitadoras glutamatérgicas (Stornetta et al., 2003; Winter et al., 2009; 

Morgado-Valle et al., 2010; Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). El resto, son 

neuronas inhibidoras (Stornetta et al., 2003; Winter et al., 2009; Morgado-Valle et al., 

2010; Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013); alrededor del 50 % de ellas son 

productoras del neurotransmisor GABA (Stornetta et al., 2003; Winter et al., 2009; 

Morgado-Valle et al., 2010; Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013) y el otro 50 % 

de las neuronas inhibidoras respiratorias son productoras del aminoácido glicina 

(Stornetta et al., 2003; Winter et al., 2009; Morgado-Valle et al., 2010; Ramírez et al., 

2012; Feldman et al., 2013). La inhibición dentro del CPB no es necesaria para la 

generación del ritmo respiratorio (Feldman and Smith, 1989; Del Negro et al., 2009; 

Janczewski et al 2013), pues la aplicación de bicuculina y/o estrictina, inhibidores 

GABAérgico y glicinérgico, respectivamente (Morgan et al., 1983), no evita la 

generación de la actividad rítmica del CPB en la preparación de rebanada aislada de 

tallo cerebral de roedores neonatos (Shao y Feldman, 1997). Por el contrario, la 

generación de los ritmos respiratorios es dependiente de la transmisión glutamatérgica, 

ya que la aplicación del antagonista de los receptores tipo AMPA, el 2,3-dihidroxi-6- 

nitro-7-sulfamoyl-benzo(f) quinoxalina (NBQX), elimina completamente la actividad 

respiratoria generada por el CPB (Morgado-Valle, et al., 2007). 

Desde el punto de vista funcional, hay tres grandes tipos de neuronas respiratorias 

dentro del CPB (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). Neuronas inspiratorias y 

post-inspiratorias, que corresponden a un 80 % del total de la población neuronal del 

CPB (Ramirez et al., 2012; Feldman et al., 2013) y que aumentan su frecuencia de 
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disparo de potenciales de acción durante la inspiración (neuronas inspiratorias) o al 

final de la misma (neuronas post-inspiratorias) (Ramirez et al., 2012; Feldman et al., 

2013). El otro 20 % de las neuronas del CPB son neuronas espiratorias, que se 

caracterizan por disminuir su tasa de disparo durante la inspiración (Ramírez et al., 

2012; Feldman et al., 2013). Dentro del grupo de neuronas inspiratorias, existe un 

subgrupo de alrededor de un 30 % de ellas que son neuronas denominadas marcapaso 

(Johnson et al., 1994; Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). Las neuronas 

marcapaso son capaces de producir ráfagas de potenciales de acción rítmicas de 

manera intrínseca (Johnson et al., 1994; Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013), 

incluso en ausencia de interacción con otras células (p.e. bloqueo de la transmisión 

sináptica) (Ramírez et al., 2012; Feldman et al., 2013). 

Hay dos poblaciones de neuronas marcapaso dentro del CPB: una población de 

neuronas marcapaso cuya producción de ráfagas de potenciales de acción es 

dependiente de una corriente catiónica inespecífica activada por calcio (ICAN, por su 

acrónimo en inglés) (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005). Hay otra población de 

neuronas marcapaso cuya producción de ráfagas de potenciales de acción es 

dependiente de la corriente persistente de sodio (INap), (Peña et al., 2004; Del Negro et 

al., 2005). Estas dos poblaciones son independientes y su actividad es alterada 

diferencialmente por bloqueadores de las corrientes mencionadas (Peña et al., 2004; 

Del Negro et al., 2005). La ICAN es bloqueada por el ácido flufenámico (Peña et al., 

2004; Del Negro et al., 2005), mientras que la corriente persistente de sodio es 

bloqueada por el riluzol (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005). La generación de los 

potenciales de acción de la población de neuronas marcapaso dependiente de la 

corriente de ICAN no es afectada por la aplicación de riluzol pero es abolida por la 

aplicación del ácido flufenámico (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005). Por otro 

lado, la actividad de la población de neuronas marcapaso dependiente de la corriente 

persistente de sodio no es afectada por el ácido flufenámico, pero es abolida por la 

aplicación del riluzol (Peña et al., 2004; Del Negro et al 2005). 

De manera interesante, el bloqueo de la actividad de una sola población de neuronas 

marcapaso no es suficiente para bloquear la generación de la respiración en 

condiciones normales de oxigenación (ver más adelante; Peña et al., 2004; Peña y 
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Aguileta, 2007). Para ello, es necesario bloquear la actividad de ambas poblaciones de 

neuronas marcapaso (Peña et al., 2004; Peña y Aguileta, 2007). Con base en lo 

anterior, se ha concluido que la generación de la ráfaga inspiratoria en condiciones 

normales de oxigenación es comandada conjuntamente por las dos poblaciones de 

neuronas marcapaso (Peña et al., 2004; Peña y Aguileta, 2007), tanto in vivo como in 

vitro.  

Como ya se mencionó, la función de las neuronas marcapaso es la de generar el ritmo 

respiratorio y determinar su frecuencia (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005; 

Ramírez et al., 2007; Peña 2009). Además, las neuronas marcapaso reclutan, 

fundamentalmente a través de transmisión excitadora, a las llamadas neuronas 

seguidoras para generar un ritmo más robusto (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 

2005; Ramírez et al., 2007; Peña 2009). Con esto, se ha propuesto que la frecuencia 

del ritmo respiratorio es modulada mayoritariamente por la actividad de las neuronas 

marcapaso y la amplitud es modulada por el reclutamiento de las neuronas seguidoras 

(Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005; Ramírez et al., 2007; Peña 2009). Hay 

evidencia de que la actividad de las neuronas marcapaso es regulada por las neuronas 

respiratorias inhibidoras seguidoras del mismo CPB (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 

2005; Ramírez et al., 2007; Peña 2009). Como ya se mencionó, las neuronas 

marcapaso reclutan a otras neuronas inspiratorias para generar el ritmo respiratorio, sin 

embargo, las neuronas inspiratorias reclutadas, además de comunicarse entre ellas 

mismas retroalimentan negativamente a las neuronas marcapaso con la finalidad de 

controlar la frecuencia respiratoria (Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005; Ramírez 

et al., 2007 Peña 2009). Esto indica que hay una retroalimentación negativa dentro del 

CPB que es producida por neuronas inhibidoras, fundamentalmente inspiratorias 

(Ramírez et al., 2011). Esta interacción permite que se genere un marcapaso regulado 

que no lleve al circuito a un estado de hiperexcitabilidad (Ramírez et al., 2011). 

2.3-   Respuesta del CPB ante la hipoxia 
 

El generador de la respiración presenta un alto grado de plasticidad en respuesta a 

cambios fisiológicos o patológicos como, por ejemplo, un bajo suministro de oxígeno 

(hipoxia) (Peña-Ortega, 2009; 2012). Como ya se mencionó, en condiciones de 
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normoxia, el CPB genera la eupnea y los suspiros, mientras que en condiciones de 

hipoxia sostenida el CPB puede sufrir un proceso de reconfiguración que deriva en la 

generación de los boqueos (Lieske et al., 2000; Ramírez-Jarquín et al., 2012; Rivera-

Angulo y Peña-Ortega 2014; Lorea-Hernández et al., 2016). El protocolo de hipoxia que 

permite observar la reconfiguración del CPB está esquematizado en la Figura 2. Este 

protocolo consiste en realizar un registro electrofisiológico de campo, registrando la 

actividad rítmica respiratoria generada por el CPB y una vez que la actividad es 

estable, el tejido se somete a hipoxia durante 15 minutos (Lieske et al., 2000; Ramírez-

Jarquín et al., 2012; Rivera-Angulo y Peña-Ortega 2014; Lorea-Hernández et al., 2016). 

Durante la aplicación de la hipoxia el CPB genera una respuesta inicial que consiste en 

la aceleración del ritmo respiratorio, seguida por un decremento progresivo tanto de la 

frecuencia y como de la amplitud de las ráfagas poblacionales generadas por el CPB 

(Lieske et al., 2000; Ramírez-Jarquín et al., 2012; Rivera-Angulo y Peña-Ortega 2014; 

Lorea-Hernández et al., 2016). Durante este proceso de depresión respiratoria en 

condiciones de hipoxia prolongada el CPB se reconfigura y ahora genera un nuevo 

patrón respiratorio llamado boqueos, los boqueos se diferencian de la eupnea por ser 

de menor amplitud, duración y frecuencia (Lieske et al., 2000; Ramírez-Jarquín et al., 

2012; Rivera-Angulo y Peña-Ortega 2014; Lorea-Hernández et al., 2016). Al 

reestablecer la reoxigenación de la preparación, dentro de los primeros minutos se 

observa la recuperación de la actividad respiratoria, donde el circuito incrementa la 

frecuencia y la amplitud de las ráfagas respiratorias hasta llegar a una condición 

estable en la que se vuelve a generar un patrón respiratorio tipo eupnea (Rivera-Angulo 

y Peña-Ortega 2014; Ramírez-Jarquín et al., 2012; Lorea-Hernández et al., 2016). La 

hipoxia sostenida ha demostrado ser útil no sólo para caracterizar el proceso de 

reconfiguración que se produce en el CPB in vitro y que conduce a la generación de 

boqueos, sino que ha permitido explorar estrategias que fomentan la generación de 

este otro ritmo respiratorio (Rivera-Angulo y Peña-Ortega 2014). 
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Figura 2. Registro de la actividad extracelular del Complejo Pre-Bötzinger (CPB) y protocolo de hipoxia 
sostenida. (A) Los trazos muestran ráfagas inspiratorias generadas por el CPB. El trazo superior es un 
registro extracelular crudo, y el trazo inferior es la señal rectificada e integrada del mismo trazo. A la 
derecha, se encuentra el esquema de una rebanada transversal de tallo cerebral que contiene al CPB. En la 
misma rebanada se encuentran las siguientes estructuras: Nervio XII; hipogloso, CPB y Oliva inferior. (B) Se 
muestra la actividad extracelular integrada del CPB y su respuesta a una reducción en la concentración de 
O2 (0 % O2) seguida de un periodo de reoxigenación (Normoxia, 95 % O2). Modificado de Hu et al., 2012. 
 

Por ejemplo, la aplicación de un intermediario del ciclo de Krebs, el isocitrato, evita el 

decremento de la frecuencia y la amplitud de las ráfagas inspiratorias durante la hipoxia 

(Rivera-Angulo y Peña-Ortega 2014). Así, se ha propuesto que el isocitrato puede ser 

una herramienta útil para contrarrestar la imposibilidad en generar boqueos y 

autoresuscitación en condiciones patológicas (Rivera-Angulo y Peña-Ortega 2014). 
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La respuesta generada por el CPB a condiciones de hipoxia prolongada puede ser 

afectada negativamente por diversos factores, entre los que se incluyen la edad y el 

género (Feldman et al., 2003; Garcia et al., 2013). Estudios realizados por Garcia y 

cols. (2003) registrando la actividad extracelular poblacional del CPB en rebanadas de 

ratones neonatos CD1 (P10-13), muestran que la depresión en la amplitud y la 

frecuencia de las ráfagas inspiratorias generada por la hipoxia sostenida es más 

pronunciada en machos en comparación con las hembras (Garcia et al., 2013). 

Además, estos registros revelan que el tiempo después de la hipoxia hasta la aparición 

de la primera ráfaga inspiratoria después de la reoxigenación, se retrasa 

significativamente en los machos (Garcia et al., 2013). Adicionalmente, ratones 

expuestos a la nicotina durante el periodo prenatal, muestran una disminución en la 

generación de boqueos y en la capacidad para sobrevivir a la hipoxia severa (Hu et al., 

2012). 

Además de la hipoxia sostenida, existen otros protocolos de hipoxia que pueden ser 

utilizados para estudiar la plasticidad generada por el CPB, como la HI (HI, Figura 3). 

Después del protocolo de HI el generador de la respiración produce un fenómeno 

plástico conocido como facilitación de larga duración (LTF) (por sus siglas en inglés), 

Blitz y Ramirez, 2002). Si bien la HI crónica produce alteraciones en muchos circuitos 

neuronales y está asociada a una gran diversidad de patologías (Almendros et al., 

2014), la LTF, inducida por HI aguda, puede ser aprovechada como un acercamiento 

terapéutico en varios desórdenes respiratorios que cursan con hipoventilación (Peña y 

García, 2008; Almendros et al., 2014). Por lo anterior, el entendimiento de los 

mecanismos celulares que subyacen a la generación de la LTF puede servir para 

establecer acercamientos farmacológicos y no-farmacológicos para el tratamiento de 

desórdenes respiratorios como las mismas apneas obstructivas del sueño y el 

síndrome de muerte súbita del lactante (Mitchell et al., 2003, Huxtable et al., 2013). Por 

ejemplo, la LTF se puede inducir en el nervio geniogloso (McKay et al., 2004), lo que 

pudiera reducir el colapso de las vías aéreas superiores que ocurre durante el sueño 

(McKay et al., 2004). 

A pesar de que existen muy pocos estudios realizados directamente sobre el CPB y su 

respuesta a la HI aguda (Blitz y Ramirez, 2002), el fenómeno de la LTF ha sido 
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ampliamente estudiado en las salidas respiratorias motoras, como los nervios 

geniogloso, hipogloso y frénico (Mitchell et al., 2003; McKay et al., 2004; Huxtable et 

al., 2013). A continuación, serán revisadas algunas condiciones que determinan y/o 

modulan la generación y el mantenimiento de la LTF. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Protocolo de HI. (A) Los trazos muestran ráfagas inspiratorias generadas por el CPB. El trazo 
superior es un registro extracelular crudo, y el trazo inferior es la señal rectificada e integrada del mismo 
trazo. A la derecha, se encuentra el esquema de una rebanada transversal de tallo cerebral que contiene al 
CPB. En la misma rebanada se encuentran las siguientes estructuras: Nervio XII; hipogloso, y Oliva inferior. 
CPB y Oliva inferior (No están correctamente señaladas en el esquema). (B) Se muestra la actividad 
extracelular integrada del CPB y su respuesta a la HI producida por una reducción en la concentración de O2 
(0% O2) durante tres ciclos de cinco minutos de hipoxia, seguidos de cinco minutos de reoxigenación 
(Normoxia, 95% O2).  

2.3.1-   La facilitación de larga duración (LTF) 

Como ya se mencionó, la HI genera la LTF tanto in vitro como in vivo (Morris et al., 

1996; Blitz y Ramirez, 2002; Mitchel et al., 2004). La LTF en el nervio frénico (pLTF) es 

uno de los modelos mejor estudiados de plasticidad respiratoria (Morris et al., 1996). La 

pLTF es un incremento en la actividad respiratoria, dependiente de serotonina (Bach y 

Mitchell, 1996), que es ocasionado por episodios de HI (Morris et al., 2000, Morris et 

al., 2003) o por estimulación eléctrica del nervio carotideo (Mitchell y Fregosi, 1994). El 
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estudio de este fenómeno es de relevancia clínica, ya que la plasticidad respiratoria 

juega un papel crítico en diferentes desórdenes respiratorios como las apneas del 

sueño (Mitchel et al., 2008).  

Los primeros en describir el fenómeno de la LTF fueron Millhorn y colaboradores 

(1986), quienes observaron este fenómeno después de la estimulación eléctrica 

repetida del nervio carotídeo. Después de esta estimulación, se observó un incremento 

abrupto en la actividad ventilatoria, que se mantuvo después de terminar la 

estimulación, y perduró por horas. Desde entonces, este fenómeno fue nombrado LTF 

(Millhorn et al., 1986). Este fenómeno fue posteriormente reproducido por la aplicación 

de HI mientras se registraban los comandos respiratorios directamente en el nervio 

frénico y/o hipogloso (Mitchell et al., 1991; 1994). A través de las últimas décadas, se 

ha determinado que la LTF depende del género, de la edad, del fondo genético y de la 

especie (Mitchell et al., 2002; Feldman et al., 2003; Mitchell et al., 2003; Garcia et al., 

2013). En un inicio, se pensó que la LTF estaba confinada a las motoneuronas 

respiratorias y que era exclusivamente dependiente de serotonina (Millhorn et al., 1980; 

Mitchell et al., 1991; 1994). Sin embargo, en concordancia con estos modelos in vivo, la 

LTF también ha sido encontrada en rebanadas que contienen el CPB (Smith et al., 

1991) y se ha demostrado que dependen de otros neuromoduladores como el BDNF y 

las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) (Bouvier et al., 2008; 

MacFarland y Mitchell., 2008) 

La prueba de que la LTF puede inducirse directamente en el CPB fue provista por Blitz 

y Ramirez (2002), quienes registraron la actividad del CPB en rebanadas de tallo 

cerebral y encontraron que después de aplicar un protocolo de HI que consistía en 3 

periodos de hipoxia de 5 minutos, alternados con periodos de reoxigenación de la 

misma duración (Figura 4), el CPB es capaz de desplegar un fenómeno plástico que 

consiste en un incremento significativo en la frecuencia que se mantiene al menos 90 

minutos después de la HI sin mostrar cambios en la amplitud (Figura 4) (Blitz y 

Ramirez 2002).  

De manera interesante, la HI no solo afecta la actividad neuronal, sino que es capaz de 

modificar a las células gliales (Giulian et al., 1993; McRae et al., 1996; Huxtable et al., 

2013). Por ejemplo, la HI incrementa el número de microglía activada (Giulian et al., 
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1993; McRae et al., 1996) e induce un incremento de la expresión de la proteína fibrilar 

ácida de la glía (GFAP, por sus siglas en inglés) en los astrocitos (McRae et al., 1996), 

lo que indicaría que la HI podría modular a la glía (induciendo inflamación) y/o que la 

glía contribuye a los fenómenos plásticos asociados con la HI (Giulian et al., 1993; 

McRae et al., 1996; Huxtable et al., 2013). Si bien, se sabe muy poco acerca del 

impacto de la inflamación sobre el sistema del control central de la respiración 

(Huxtable et al., 2013), en el siguiente apartado describiremos cuál es el impacto de las 

condiciones pro-inflamatorias sobre la generación de los ritmos respiratorios y su 

plasticidad. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Inducción de la LTF en rebanadas de tallo cerebral. Se grafica el porcentaje del cambio en la 
frecuencia, contra el tiempo en minutos, de las ráfagas inspiratorias generadas por el CPB in vitro después 
de la aplicación de un protocolo de HI. La frecuencia de las ráfagas inspiratorias generadas por el CPB 
aumenta durante los primeros 10 minutos y se mantiene elevada por al menos 90 minutos que duró el 
registro. 
 

2.3.2-   Las condiciones inflamatorias que modifican la LTF 

La plasticidad respiratoria y la comprensión de cómo la inflamación altera el sistema 

respiratorio es crucial para el desarrollo de mejores estrategias en el estudio de la 

respiración y para la utilización de la plasticidad neuronal como tratamiento (Mitchell et 

al., 2008). Existe evidencia que apoya un papel dinámico para la inflamación ya sea en 

la facilitación o la inhibición de diferentes formas de neuroplasticidad (Mitchell et al., 
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2008; Huxtable et al., 2011). Dado que se ha propuesto que la plasticidad respiratoria 

está implicada en el desarrollo o tratamiento de enfermedades respiratorias, nuevas 

investigaciones se han enfocado en el papel que desarrolla la inflamación sobre el 

sistema respiratorio (Mitchell et al., 2008; Huxtable et al., 2011; 2013; 2015). Una 

característica en común de la mayoría de enfermedades infecciosas, ya sean 

respiratorias o no, es la inflamación (Smith et al., 2012; Wu et al., 2013; Sun et al., 

2016), por lo que es necesario establecer cuál es la interacción que se lleva a cabo 

entre el sistema inmune y el sistema respiratorio, y como estas interacciones 

intervienen en la modificación de la plasticidad de los circuitos neuronales incluído el 

CPB (Raza y Blackwell, 1999; Mitchell et al., 2003; Mitchell et al., 2008; Lorea-

Hernández et al., 2016).  

Actualmente, hay evidencia científica de que la inflamación sistémica induce 

inflamación del SNC (Huxtable et al., 2011). La inflamación del SNC se asocia 

principalmente con la activación de la microglía (Laflamme et al., 1999; Verkhratsky et 

al., 2014; Hofstetter et al., 2015), las células inmunes residentes del SNC (Kettenmann 

et al., 2011), pero también de los astrocitos (McRae et al., 1996; Dong y Benveniste, 

2001). Las células gliales, en especial la microglía, contribuyen a la expresión de genes 

pro-inflamatorios dentro del SNC (Laflamme et al., 1999). Los modelos de hipoxia 

sostenida ó de HI pueden generar un grado bajo de inflamación (Giulian et al., 1993). 

Sin embargo, se sabe muy poco a cerca de las moléculas pro-inflamatorias que pueden 

modificar los patrones de respuesta a la hipoxia del CPB (Huxtable et al., 2011; 2013).  

Como ya se mencionó en el apartado anterior, tras la aplicación de HI, se producen 

ROS. Se sabe también que la microglía, después de su activación a un estado pro-

inflamatorio (Giulian et al., 1993; McRae et al., 1996), tiene la capacidad de sintetizar 

grandes cantidades de ROS (Colton et al., 1996). Estás ROS son necesarias para el 

mantenimiento de la pLTF y sus niveles se incrementan después de aplicar la HI 

crónica (MacFarland y Mitchell., 2008) a través de múltiples mecanismos, incluyendo la 

transcripción de NADPH oxidasa 2 (NOX2), la disminución de la actividad de la 

superóxido dismutasa 2 (SOD2) (Prabhakar et al., 2015) y la inducción de la 

inflamación (Lam et al., 2012). Se ha reportado que, al aplicar antioxidantes, durante la 

HI crónica, se impide el establecimiento de la pLTF (Prabhakar et al., 2015), por lo que 
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al ser la microglía y las condiciones pro-inflamatorias las que liberan ROS, ésta célula 

podría jugar un papel importante en la generación de la plasticidad respiratoria. 

Como ya se mencionó, la plasticidad motora respiratoria, es comúnmente estudiada 

través de la pLTF (Huxtable et al., 2011; 2013; 2015). Este fenómeno plástico, es 

sensible a niveles bajos de inflamación sistémica, ya que la aplicación sistémica de una 

dosis baja de lipopolisacárido (LPS, un componente de la pared celular de las bacterias 

Gram negativas, altamente antigénico) induce inflamación y suprime la pLTF durante al 

menos 24 h (Huxtable et al., 2013). Los efectos producidos por el LPS se revierten 

mediante la aplicación sistémica de Keptoprofeno, un anti-inflamatorio no esteroideo, lo 

cual apoya la hipótesis de que la inflamación inducida por LPS impide la generación y 

establecimiento de la pLTF (Huxtable et al., 2015).  

La inflamación puede tener efectos opuestos sobre la generación de la plasticidad, 

pues por una parte es necesaria para el incremento de la respuesta ventilatoria a la 

hipoxia sostenida, la inflamación sistémica provocada con inyecciones intraperitoneales 

de LPS inhibe la pLTF después de la HI aguda (Huxtable et al., 2013). 

Inesperadamente, la aplicación de minociclina (un antibiótico del grupo de las 

tetraciclinas con capacidad de inhibir la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias) 

también bloquea la generación de la pLTF y, contrario a lo que ocurre con el 

keptoprofeno (Huxtable et al., 2015), no revierte los efectos producidos por el LPS del 

bloqueo de la pLTF (Huxtable et al., 2011). Dado que la inflamación sistémica provoca 

muchos cambios en el SNC, es probable que tales cambios en el SNC alteren el control 

neural de la respiración (Huxtable et al., 2011).  

La inflamación perinatal parece causar perjuicios a largo plazo en una variedad de 

funciones neurales (Bilbo and Schwarz, 2012; Cardoso et al., 2015). Sin embargo, se 

sabe muy poco acerca de los efectos de la inflamación perinatal en cualquier aspecto 

del control de la plasticidad respiratoria (Mitchell et al., 2008; Huxtable et al., 2011). En 

conjunto, los efectos de la inflamación sistémica sobre la plasticidad respiratoria, 

particularmente sobre la pLTF, son variables y requieren mayor investigación. Por 

ejemplo, en preparaciones aisladas in vitro que contengan al generador del ritmo 

respiratorio, donde la inflamación ocasionada no sea sistémica y se pueda estudiar la 

plasticidad respiratoria directamente sobre rebanadas de tallo cerebral que contengan 
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al CPB. Dicha preparación presenta la ventaja de permitir el estudio de los efectos de la 

inflamación sobre la plasticidad respiratoria, así como de los mecanismos que 

subyacen a ésta, directamente sobre el núcleo generador de los ritmos respiratorios 

(Blitz y Ramírez, 2002). Además, se podría determinar qué papel juegan las células 

microgliales y cómo las funciones que ejerce este tipo celular, bajo condiciones pro-

inflamatorias, podrían estar involucradas en la inhibición de la plasticidad del circuito 

respiratorio. A continuación, describiremos el proceso de la inflamación dentro del SNC, 

así como las características principales de la microglía, y cómo este tipo celular se 

encuentra estrechamente involucrado en la modulación de la actividad de circuitos 

neuronales en etapas postnatales. 

2.4 -   Inflamación en el sistema nervioso central 
 

La inflamación del SNC puede ser producto de diversas fuentes, como los 

traumatismos, la isquemia general o focalizada, la infecciones que pueden ser tanto 

centrales como a nivel sistémico, así como la neurodegeneración (Verkhratsky et al., 

2014). Todas estas condiciones pueden activar a la microglía (Laflamme et al., 1999; 

Banks et al., 2003). La microglía puede ser activada desde la periferia por diversas 

vías, entre las que se incluyen el paso de citoquinas de forma directa a través de los 

órganos circumventriculares, que carecen de barrera hematoencefálica (BHE), la 

activación del endotelio por las citoquinas, que a su vez transmite señales al SNC 

(Laflamme et al., 1999), la inducción de señales por las citoquinas que viajan al SNC a 

través del nervio vago (Mascarucci et al. 1998) y el transporte activo de las citoquinas a 

través de la BHE (Banks et al., 2003). 

La activación de la microglía puede inducir la liberación de quimioquinas y de 

citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-1, la IL-6 (Nguyen et al., 2002), la IL1-β (Van 

Dame et al., 1995; Hofstetter et al., 2015) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α, 

por sus siglas en inglés) (Guilian et al., 1986). Además de esas moléculas, la activación 

de la microglía puede generar un aumento en los niveles de ROS (Röhl et al., 2005). 

En cultivos de microglía y astroglía, el LPS induce que la microglía produzca mayor 

cantidad de NO (Röhl et al., 2005). La activación de la microglía está relacionada con la 

neurodegeneración y la activación de la astroglía, ya que se ha reportado que la 
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activación de la microglía precede a la muerte neuronal y a la reactividad de los 

astrocitos (Wu et al 2005). 

La microglía presenta diferentes estados fenotípicos (basal, activado pro-inflamatorio ó 

M1, activado anti-inflamatorio ó M2, entre otros) los cuales han sido estudiados con 

base en las moléculas que liberan, así como la morfología que estas células presentan 

(Koshinaga et al., 1995; Dávalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005; Tremblay et al., 

2011). En estudios realizados por Taylor y cols., (2015), se demostró que después de 

un daño directo al SNC, la microglía expresa altos niveles de IL-6 que favorece la 

aparición del fenotipo M1. Sin embargo, la aparición posterior de marcadores para la 

inducción del fenotipo M2 como la arginasa-1, el TGF-β y el SOCS3 favorecen una 

transición del fenotipo M1 al M2 en espacios temporales que van de horas a semanas y 

que involucran cambios en la expresión de citoquinas pro-inflamatoria, como la IL-12 

(Wu et al., 2005).  

La microglía es capaz de expresar muchos receptores capaces de responder a 

sustancias liberadas por las neuronas y los astrocitos (Pockok y Kettenmann 2007) y 

estos receptores le ayudan a establecer la comunicación con su entorno. Uno de estos 

receptores es el que une a la quimiociona fractalquina (CX3CL1), llamado receptor 

CX3CR1 (Zhuang et al., 2007; Milligan et al., 2008), con el cual establece comunicación 

con las neuronas (mismas que liberan fractalquina). Se hablará de este receptor a 

detalle más adelante. La sobreactivación de la microglía y la sobreproducción de 

factores pro-inflamatorios pueden conducir a la alteración de los circuitos neuronales y 

a la muerte neuronal (Sun et al., 2016). Tanto los astrocitos como la microglía 

contribuyen al daño de las neuronas mediante la liberación de citoquinas pro-

inflamatorias tales como la IL-1 y el TNF-α (Koshinaga et al., 1995).  

La microglía es capaz de liberar sustancias, dependiendo del estado en el que se 

encuentre (basal, M1, M2, entre otros; Figura 5), lo que le permiten modular a las 

neuronas y a la glía circundante (Barger et al., 2007). La liberación de sustancias pro-

inflamatorias o anti-inflamatorias por parte de la microglía podría involucrarse en la 

modulación de diversos circuitos neuronales, en respuesta a antígenos, traumas, 

neurodegeneración o como mecanismo de sobrevivencia (Scholz y Wolf, 2011). 

Aunado a ésto, se ha reportado que la activación microglíal generada por la 
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neuroinflamación sistémica puede causar efectos importantes sobre funciones 

neuronales fundamentales como la transmisión y plasticidad sináptica (Wu et al., 2013; 

Funk et al., 2015). Revisaremos los aspectos generales de la fisiología de la microglía, 

las características de su actividad basal, el cómo sus diferentes fenotipos pueden influir 

sobre los circuitos neuronales y, por último, cómo la microglía se comunica con su 

entorno para generar respuestas con base en los estímulos que esta célula recibe. 

 

 

 
 
 
Figura 5. La microglía y sus perfiles de activación, así como las interleucinas que participan en las 
respuestas pro y anti-inflamatorias. El estado de reposo de la microglía se caracteriza por tener un soma 
pequeño y la emisión de procesos que ocupan gran superficie (comparados con el soma). Los procesos se 
componen de prolongaciones muy finas y pequeñas de aspecto espinoso. En el estado de reposo existe una 
liberación moderada de citocinas por parte de la microglía. La activación clásica M1 de la microglía puede 
ser inducida por inmunógenos como el lipopolisacárido (LPS), o moléculas como citocinas pro-
inflamatorias. El estado M1 se diferencia morfológicamente del estado en reposo por la retracción de los 
procesos, y un soma compacto. En este estado la microglía libera de forma exacerbada citocinas pro-
inflamatorias, como la IL-1β, el TNF-α, y el IFN-γ. La activación alternativa de la microglía M2 se puede 
inducir por la aplicación de fármacos como la minociclina así como por citocinas anti-inflamatorias. En este 
estado la microglía mantiene sus procesos, pero sostiene una liberación incrementada con respecto a su 
estado basal de citocinas anti-inflamatorias, como la IL-4, la IL-10, el TGF-β y el IGF-1. 
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2.5-   La microglía 
 

El SNC está conformado por dos grandes grupos de células: las neuronas y la glía 

(Kettenmann et al., 2011). Las neuronas son las encargadas de la transmisión rápida 

de los impulsos eléctricos (Hodgkin y Huxley, 1945), mientras que la glía, son células 

encargadas principalmente del soporte de las neuronas (Kettenmann et al., 2011), de 

mantener la homeostasis dentro del SNC (Shaked et al., 2004; Nimmerjahn et al 2005; 

Katayama et al., 2012) y de la mielinización de axones (Kettenmann et al., 2011). La 

glía incluye a los astrocitos, oligodendrocitos, células NG2, células de Müller, células de 

Bergman y microglía, entre otras (Ginhoux y Prinz 2015). La mayoría de las células 

gliales provienen del ectodermo, específicamente de la glía radial (Ginhoux et al., 

2010), mientras que la microglía proviene del mesodermo (Ashwell et al., 1991; 

Ginhoux et al., 2010). Durante el desarrollo, la microglía se infiltra en el SNC, y se 

distribuye a lo largo de todo éste (Elkabes et al., 1996; Sierra et al., 2010; Tremblay, 

2011). Clásicamente, se ha propuesto que la microglía tiene funciones de macrófago 

en el SNC (Kreutzberg et al., 1995) y que responde, por medio de su activación, a 

cambios patológicos en su medio ambiente (Nimmerjahn et al., 2005; Sierra et al., 

2010; Tremblay et al., 2011). Cuando existe una lesión en el SNC, la microglía activada 

puede proliferar y migrar al sitio de la lesión, donde fagocita agentes extraños o restos 

celulares e interactúa con células del sistema inmune periférico por medio de la 

presentación de antígenos (Graeber et al., 2011; Scheffel et a., 2012). Cualquier 

proceso patológico en el cerebro conlleva a la activación de la microglía (Kreutzberg et 

al., 1995; Butovsky et al., 2006; Kettenmann et al., 2011).  
 

El papel principal de la microglía en el SNC es protegerlo de agentes patológicos tanto 

externos como internos (Ginhoux y Prinz 2015). En el cerebro sano, la microglía 

permanece en un estado de reposo ó “estado vigía”. Sin embargo, se sabe que en este 

estado la microglía es altamente dinámica (Nimmerjahn et al., 2005; Tremblay et al., 

2011). La microglía en reposo presenta ramificaciones que se encuentran en constante 

prolongación y retracción (Figura 6). Las ramificaciones microgliales contactan 

directamente con astrocitos, neuronas y vasos sanguíneos (Tremblay et al., 2010), 
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permitiendole desarrollar funciones de “vigía” monitoreando su microambiente 

(Nimmerjahn et al., 2005).  

Existe evidencia de que la microglía puede influir en el establecimiento y la 

permanencia de contactos sinápticos (Paolicelli et al., 2011). Además, la microglía 

modula la conectividad de grupos neuronales (Wu et al., 2013), lo que define un papel 

nuevo para la microglía, más allá de ser sólo un sensor patológico (Kettenmann et al., 

2011; Ginhoux y Prinz 2015). Muchos de los procesos celulares y moleculares que 

participan en las funciones no-inflamatorias de la microglía están por determinarse 

(Tremblay et al., 2011; Shemer et al., 2015). 

Con base en una reconstrucción 3D de la corteza visual, utilizando electromicroscopía 

seriada, Tremblay y cols. (2010) mostraron que los procesos de la microglía se 

encuentran en contacto dinámico tanto con la presinapsis como con la postsinapsis. 

También los procesos microgliales se contactan con los astrocitos perisinápticos y la 

hendidura sináptica, sugiriendo así que el contacto de la microglía con otras células del 

SNC, incluidas las neuronas, es de suma importancia para el funcionamiento basal de 

los circuitos neuronales (Tremblay et al., 2011). Por su parte, estudios realizados por 

Paolicelli y cols. (2011), por medio de microscopía confocal y electrónica de barrido, 

encontraron proteínas específicas de la presinapsis, como la SNAP25, y de la 

postsinapsis, como la PSD95, dentro de los procesos de la microglía. Con base en 

estos hallazgos, se ha propuesto que la microglía se encuentra involucrada en el 

mantenimiento funcional de las sinapsis (Paollicelli et al., 2011), a través de su 

interacción continua con las terminales sinápticas, las espinas dendríticas, los procesos 

de astrocitos y las hendiduras sinápticas (Wake et al., 2009; Tremblay, 2011). 
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Figura 6. Dinámica de los procesos microgliales determinada con videomicroscopía de dos 
fotones. La serie de imágenes muestran la extensión y retracción rápida de los procesos 
microgliales finos en la escala de los segundos (A). Los círculos y la casilla redondeada indican 
cuatro procesos representativos que cambian de longitud y forma a lo largo del tiempo. Los 
cambios de la longitud de los cuatro procesos marcados en A se grafican en función del tiempo 
en B. Barra de escala, 5 mm. (Modificado de Dávalos et al., 2005) 
 

Estas interacciones permiten a la microglía reconocer el nivel de la actividad neuronal 

bajo condiciones basales y diferenciarla de la actividad neuronal “anormal” como la que 

ocurre en presencia de alteraciones estructurales en las sinapsis ó la que se presenta 

cuando el microentorno cambia (Nimmerjah et al., 2005; Tremblay, 2011). Ante la 

patología presente en las enfermedades neurodegenerativas, la microglía se encarga 

de la eliminación de elementos no funcionales (Katayama et al., 2012). De igual 

manera, durante el desarrollo embrionario, cuando se genera un exceso de sinapsis, la 

microglía es la encargada de fagocitar aquellas sinapsis que no van a prevalecer 

(Paolicelli et al., 2011). Para que la microglía pueda fagocitar algún elemento del SNC, 

necesita una señal molecular (Kettenmann et al., 2011). Por ejemplo, las células 

a 

b 
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apoptóticas liberan nucleótidos trifosforilados como el ATP y el UTP (Katayama et al 

2012). La microglía puede reconocer al UDP, que es un producto de la degradación del 

UTP, por medio de un receptor purinérgico tipo P2Y6 (Dávalos et al., 2005), lo que 

induce que la microglía adopte un fenotipo que fagocita restos celulares (Katayama et 

al 2012). Otro receptor que sirve para el mismo fin es el CX3CR1, que se une a la 

quimioquina fractalquina y que genera una señal quimio-atrayente al sitio de apoptosis 

e induce la fagocitosis de restos celulares (Truman et al., 2008). La fagocitosis también 

puede ser desencadenada por el reconocimiento de opsoninas solubles que se unen a 

receptores que activan la vía clásica del complemento (Truman et al., 2008), lo que 

genera una señalización interna en la microglía que activa al factor de transcripción 

NFκβ y que, además de promover la fagocitosis, induce la síntesis de citoquinas pro-

inflamatorias (Schütze et al., 1992; Erblich et al., 1998). 

Los anticuerpos de tipo inmunoglobulina G (IgG) y las proteínas del sistema del 

complemento, como el factor de complemento 3b (C3b), se unen a los receptores Fc en 

la membrana de la microglía y al receptor del complemento CR3, respectivamente, 

mediando así la fagocitosis (Goodridge y Underhill, et al., 2012). También se ha 

demostrado que moléculas inmunes del complemento C1q, C3 y los receptores CR3 

(CD11b/CD18) son moléculas claves que contribuyen a la fagocitosis de neuritas y 

sinapsis por parte de la microglía (Schafer et al., 2012).  

Lo anterior indica que la microglía está involucrada en el mantenimiento y en la 

organización de las redes neuronales (Wake et al., 2009; Paolicelli et al., 2011; 

Tremblay, 2011). En un sentido amplio, la microglía no sólo se encuentra monitoreando 

su entorno (Nimmerjah et al., 2005), sino que también se encarga de remodelarlo a 

través de la fagocitosis de restos o elementos celulares (Shemer et al., 2015). Además, 

la microglía libera una variedad amplia de moléculas (Harrison et al., 1998; Kettenmann 

et al., 2011), que pueden regular la comunicación sináptica y su plasticidad, a través de 

la modulación funcional de elementos pre y postsinápticos (Paolliceli et al., 2011; 

Tremblay et al., 2011). En resumen, la microglía puede modular la función de los 

circuitos neuronales a través de inducir cambios estructurales en los mismos, mediados 

fundamentalmente por la fagocitosis (Wu et al., 2013); así como a través de la 

liberación de mediadores microgliales que influencian la función de los componentes de 
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los circuitos (Schafer et al., 2012). Ambos aspectos serán revisados brevemente a 

continuación. 

2.5.1-   Comunicación de la microglía con su entorno y con otros tipos celulares 
del SNC 

La función de la microglía no se limita a monitorear el medio ambiente que la rodea 

(Nimmerjah et al., 2005). Además de esto, cuenta con una batería de receptores que le 

permiten mantener a los circuitos neuronales en un estado basal normal (Nimmerjah et 

al., 2005).  Esta comunicación con otras células cerebrales, como astrocitos, neuronas 

y oligodendrocitos es de suma importancia para que se mantengan la homeostasis 

requerida en el SNC y que la microglía cumpla con sus funciones de forma adecuada 

(Butovsky et al., 2006). La comunicación que la microglía establece con otros tipos 

celulares en el SNC depende del estado (fenotipo) de la misma (Michelucci et al., 

2009).  

Además de su estado de vigilia, la microglía presenta dos fenotipos generales que se 

han denominado activación M1 y activación M2 (Figura 5) (Michelucci et al., 2009). El 

fenotipo M1 ha sido descrito como pro-inflamatorio y neurodegenerativo (Kettenmann et 

al., 2011; Ziebell et al., 2015), mientras el M2, como anti-inflamatorio y neuroprotectivo 

(Ziebell et al., 2015). De manera interesante, los ratones carentes del receptor CX3CR1 

en la microglía no pueden pasar al fenotipo M2, por lo que se sugiere que el receptor 

CX3CR1 es necesario para la transición a dicho fenotipo (Taylor et al., 2015). Por otra 

parte, la pérdida del receptor CX3CR1 lleva a una reducción del número de microglía 

durante la etapa postnatal, lo que conlleva a una deficiencia en la poda sináptica, una 

débil transmisión sináptica y una conectividad funcional cerebral reducida (Paolicelli et 

al., 2011; Zhan et al., 2014). Como ya se mencionó, el ligando del receptor CX3CR1, es 

la fractalquina (CX3CL1) (Ransohoff et al., 2007), que se libera de las neuronas y se 

encarga de mantener a la microglía en estado no inflamatorio o no neurotóxico 

(fenotipo M2) (Wolf et al., 2013). La comunicación neurona-microglía, mediada por el 

sistema CX3CR1-CX3CL1 es importante para mantener la actividad basal de los 

circuitos neuronales, ya que la activación del receptor a quimioquinas CX3CR1 por su 
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ligando fractalquina reduce las corrientes postsinápticas mediadas por el receptor tipo 

AMPA (Ragozzino et al., 2006). 

La señalización purinérgica es también una forma de comunicación neurona-microglía 

(Davalos et al., 2005). Por ejemplo, la activación del receptor neuronal dendrítico tipo 

NMDA, genera la liberación de ATP, lo cual induce la extensión de los procesos 

microgliales en rebanadas de hipocampo de ratones (Dissing-Olesen et al., 2014). Otra 

forma de inducción de la movilización de los procesos de la microglía se genera por la 

disminución de calcio extracelular (Pozner et al., 2015).  

La microglía, al igual que los macrófagos y otras células inmunes, expresa receptores 

TLR (por las siglas en inglés de toll like receptors) (Kettenmann et al., 2011; Smith et 

al., 2013); que son una familia de receptores que participan en la inmunidad innata y 

que juegan un papel importante durante la respuesta a la inflamación (Smith et al., 

2013). Se ha demostrado que los TLRs reconocen distintos patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPS, por sus siglas en inglés) (Esen y Kielian 2007). Los 

TLRs también reconocen patrones moleculares asociados a peligro o daño (DAMPS, 

por sus siglas en inglés) (Kettenmann et al., 2011; Smith et al., 2013), mismos que son 

liberados por neuronas necróticas o son productos metabólicos derivados de la 

hemoglobina (Smith et al., 2013).  

En condiciones basales, la microglía también tiene la capacidad de producir factores 

tróficos para guiar la migración celular, no sólo de sí misma (Shemer et al., 2015), sino 

de otros tipos celulares (Batchelor et al 2002; Ribeiro et al., 2015). Por ejemplo, en las 

zonas subventricular y subgranular, los factores tróficos liberados por la microglía 

ayudan a las neuronas a llegar al lugar donde van a incorporarse como nuevas células, 

para ejercer sus funciones (Ribeiro et al., 2015). Sin embargo, la microglía también 

puede producir citoquinas inflamatorias que reducen la supervivencia de las neuronas 

nuevas (Sierra et al., 2010). La microglía residente de los nichos neurogénicos 

presenta un fenotipo distinto al resto del SNC (Ribeiro et al., 2015), al tener menor 

densidad de receptores purinérgicos y, por lo tanto, responder en menor magnitud al 

ATP del medio que las rodea (Ribeiro et al., 2015). Lo anterior, podría deberse a la 

gran cantidad de células apoptóticas en la zona subventricular, que liberan ATP 

(Davalos et al., 2005; Ribeiro et al., 2015), con lo cual aumentan la concentración de 
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ATP extracelular (Davalos et al., 2005) y, por lo tanto, la actividad fagocítica de la 

microglía (Davalos et al., 2005; Ribeiro et al., 2015). Todo lo anterior, indica que la 

microglía no sólo es capaz de monitorear las condiciones de su medio circundante, sino 

que es capaz de adaptar su fisiología al mismo (Davalos et al., 2005; Ribeiro et al., 

2015). 

En el SNC, los astrocitos constituyen casi la mitad de las células totales, 

proporcionando soporte estructural, metabólico y trófico para las neuronas (Pekny y 

Pekna, 2014). Los astrocitos también pueden funcionar como células 

inmunocompetentes en el SNC (Dong y Benveniste, 2001). Tanto en estudios in vitro 

como in vivo se ha documentado la capacidad de los astrocitos para producir una 

amplia variedad de citoquinas, quimioquinas y factores neurotróficos (Dong y 

Benveniste, 2001). Se cree que los astrocitos desempeñan un papel clave en la 

perpetuación del proceso inflamatorio disruptivo asociado con enfermedades 

neurodegenerativas (como la esclerosis múltiple y la enfermedad de Alzheimer) 

(Verkhratsky et al., 2014). Existe cada vez más evidencia de que la microglía y los 

astrocitos mantienen comunicación celular estrecha (Perry, 2003). 

Sun y colaboradores (2016) encontraron que los ratones knock out (KO) para 

acuaporina 4 (AQP4) muestran niveles aumentados de gliosis (astrocitosis y 

microgliosis) en respuesta a la inducción de la enfermedad de Parkinson mediante 

aplicación crónica de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina). Esto fue 

acompañado de una mayor actividad basal e inducible de NF-κB y de un aumento de la 

producción de IL-1β y TNF-α en el mesencéfalo. De manera similar, la deficiencia de 

AQP4 aumenta la activación de la vía NF-κB y la producción de IL-1β y TNF-α en 

cultivos de astrocitos de mesencéfalo tratados con MPP (1-metil-4-fenilpiridinio). 

Además, la deficiencia de AQP4 promueve la activación de células microgliales en co-

cultivos con astrocitos. Estos datos proporcionan la primera evidencia de que existen 

mecanismos por los cuales los astrocitos pueden modular a la microglía en la 

neuroinflamación (Sun et al., 2016). Estos resultados indican que la activación 

microglial puede depender de cierta forma de factores liberados por los astrocitos, y 

que la AQP4 es un modulador de la neuroinflamación a través de la regulación de la 
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liberación de citoquinas inflamatorias, de ATP en astrocitos y la subsecuente activación 

de la microglía (Sun et al., 2016).  

2.5.2-   Activación de la microglía 

Como ya se mencionó, la microglía presenta una forma ramificada en el cerebro sano 

(Lawson et al., 1990; Ashwell et al, 1991; Nimmerjahn et al., 2005; Kettenmann et al., 

2011). Sin embargo, estas células pueden alterar rápidamente su morfología para 

adoptar un estado activado en respuesta a daño cerebral (Perry et al., 2010). Después 

del contacto inicial con un patógeno o con restos celulares, la microglía se activa, e 

induce la sobreexpresión de moléculas como el CD11b, molécula de la familia de las 

integrinas que se une a CD18 para formar al receptor del complemento 3 -CR3 (por sus 

siglas en inglés) (Scheffel et al., 2012). El CD11b promueve la expresión de moléculas 

presentadoras de antígeno del complejo principal de histocompatibilidad tipo II (MHC-II, 

siglas para Major Histocompatibility Complex type II) (Tremblay et al., 2011; Scheffel et 

al., 2012). Estas moléculas presentadoras de antígeno no están expresadas en la 

microglía vigilante (Wake et al., 2009). La microglía activada también genera la 

sobreexpresión de la molécula ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Iba1) 

(Ohsawa et al., 2004), la cual participa en la retracción de la membrana y la fagocitosis 

por la microglía activada en su fenotipo M1 (Ohsawa et al., 2004). La microglía puede 

ser activada por diversos estímulos y, dependiendo del estímulo, diferenciarse en uno 

de sus fenotipos activados (M1 ó M2) (Michelucci et al., 2009). Por ejemplo, la 

activación de la microglía por citoquinas como el interferón gama (IFN-γ, a bajas 

concentraciones) y la IL- 4, promueve la diferenciación de la microglía a su fenotipo M2 

neuroprotector (Shaked et al., 2004; Butovsky et al., 2006). Lo anterior, ocurre 

mediante la regulación de los niveles de factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1, 

por sus siglas en inglés) y del TNF-α. Por el contrario, la estimulación de la microglía 

por agentes extraños, como el LPS, el péptido beta amiloide, o altas concentraciones 

de IFN-γ, hacen que la microglía se diferencie en el fenotipo M1 (Butovsky et al., 2005). 

Además, si la microglía es activada con IL-4, antes de ser activada con LPS, el efecto 

de la IL-4 impide que el LPS genere la inducción al fenotipo M1 (Scheffel et al., 2012). 
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La activación aguda o crónica de la microglía no sólo le impide cumplir con las 

funciones necesarias para mantener el funcionamiento adecuado del SNC (Bilbo and 

Schwarz, 2012; Huxtable et al., 2013), sino que cuando promueve que adquiera el 

fenotipo M1 puede iniciar la liberación de moléculas nocivas como las ROS (Colton et 

al., 1996), las citoquinas pro-inflamatorias (Laflamme et al., 1999; Ransohoff et al., 

2007; Ming et al., 2015) y el NO (Colton et al., 1996), que afectan la función del SNC 

(Bilbo and Schwarz, 2012; Cardoso et al., 2015). La microglía activada también es 

capaz de liberar glutamato (Pocock y Kettenmann, 2007), el cual puede resultar tóxico 

para las neuronas, oligodendrocitos, o astrocitos a través del proceso de 

excitotoxicidad (Kettenmann et al., 2007; Perry et al., 2010). La activación de la 

microglía la lleva a desarrollar un perfil quimio-atrayente que favorece el reclutamiento 

de monocitos y linfocitos que exacerban la neuroinflamación (Haüsler et al, 2002). 

Finalmente, la microglía activada es capaz de fagocitar células endoteliales y causar la 

desintegración de los vasos sanguíneos, resultando en un rompimiento de la BHE 

(Jolivel et al., 2015), lo cual aumenta el riesgo de daño al SNC (Huxtable et al., 2011). 

Por otro lado, y como ya se mencionó, se ha demostrado que la fractalquina, una 

quimioquina liberada principalmente por las neuronas en el SNC (Harrison et al., 1998; 

Clark y Mallcangio, 2014), activa el receptor CX3CR1 (Harrison et al., 1998), que se 

expresa principalmente en microglía en el SNC e induce la liberación de mediadores 

pro-inflamatorios (Clark y Mallcangio, 2014). A continuación, se describirá brevemente 

la interacción de la microglía y las neuronas a través del sistema CX3CL1/CX3CR1. 

2.5.3-   Receptor CX3CR1 

La fractalquina (CX3CL1) es una citoquina quimiotáctica (quimioquina) que es 

expresada y liberada por las neuronas (Harrison et al., 1998; Pan et al., 1997; Maggi et 

al., 2011; Clark y Mallcangio, 2014), su receptor es el receptor a fractalquina o 

CX3CR1, expresado principalmente por la microglía (Harrison et al., 1998), astrocitos 

en cultivo (Maciejewski et al., 1999) y bajo ciertas condiciones muy excepcionales por 

algunas neuronas (Meucci et al., 2000), en las cuales podrían estar involucrado en 

interacciones tanto parácrinas como autócrinas entre las neuronas y la microglía 

(Meucci et al., 2000). En general, el sistema CX3CL1/CX3CR1 es un sistema de 
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comunicación en el que las neuronas liberan casi de manera exclusiva el CX3CL1 (Pan 

et al., 1997) y la microglía expresa casi de manera exclusiva el receptor CX3CR1 

(Harrison et al., 1998, Bachstetter et al., 2009; Paolicelli et al., 2011; Rogers et al., 

2011), estableciendo un sistema de comunicación neurona-microglía muy específico 

(Harrison et al., 1998).  

Para dilucidar el papel fisiológico basal de las interacciones CX3CL1/CX3CR1 se han 

utilizado ratones carentes (knockout) para el receptor CX3CR1 (Ransohoff et al., 2007; 

Rogers et al., 2011; Maggi et al., 2011; Wolf et a., 2013; Taylor et al., 2015). Los 

ratones carentes del receptor CX3CR1 son incapaces de evocar la potenciación de 

largo plazo (LTP, por sus siglas en inglés), (Figura 7) (Paolicelli et al., 2011; Rogers et 

al., 2011) y tienen aumentada la depresión de larga duración (LTD, por sus siglas en 

inglés) (Rogers et al., 2011), en comparación con ratones no transgénicos. Por el 

contrario, los ratones carentes del receptor CX3CR1 no presentan alteraciones en la 

transmisión sináptica basal, ni cambios en el protocolo de pulsos pareados (Rogers et 

al., 2011), mismo que reflejaría alteraciones a nivel presináptico (Peña et al., 2002, 

2010). En el experimento llevado acabo por Rogers y cols. (2011), además de 

demostrar que los ratones KO no pueden generar LTP, demostraron que al agregar el 

antagonista de los receptores para la IL-1β, el IL-1ra, ya sea de forma directa sobre la 

rebanada o en un tratamiento de inyecciones en el ventrículo lateral izquierdo, se 

recupera la LTP al nivel de los ratones no transgénicos (Figura 7), sugiriendo que esta 

citoquina y su receptor juegan un papel importante para la evocación de fenómenos 

plásticos mediados por la microglía. 
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Figura 7. La falta del receptor CX3CR1 impide la generación de la potenciación de largo plazo 
(LTP, por sus siglas en inglés). En a) observamos la respuesta de una rebanada de hipocampo 
tras una estimulación tetánica a 100 hz; de un ratón silvestre (círculos blancos), un ratón 
transgénico CX3CR1-/- (círculos negros), y un ratón transgénico CX3CR1-/- al que se le agregó el 
antagonista IL-1ra (círculos rojos). Nótese que el ratón transgénico sin el tratamiento (CX3CR1-/-, 
círculos negros) es incapaz de generar potenciación postetánica, contrario a lo que ocurre con el 
ratón silvestre (círculos blancos), y el ratón transgénico al que se le agregó el antagonista IL-1ra 
(CX3CR1-/- + IL-1ra, círculos rojos). En b) observamos la respuesta de una rebanada de 
hipocampo tras aplicar el protocolo de potenciación de largo plazo (LTP, dos trenes de 
estimulación de 100Hz) del ratón transgénico CX3CR1-/- (sin tratamiento, círculos negros) y el 
ratón CX3CR1-/- (con tratamiento, se le inyectó el antagonista IL-1ra, en el ventrículo izquierdo del 
hipocampo). El ratón CX3CR1-/- es incapaz de evocar la LTP, por el contrario, en el ratón que 
recibió el tratamiento con IL-1ra se revierte el efecto y se recupera la LTP, de manera similar a lo 
que ocurre en cepas silvestres (Tomado y modificado de Rogers et al., 2011) 
 

El receptor CX3CR1 se encuentra también involucrado en la neurogénesis hipocampal 

(Bachstetter et al., 2009; Rogers et al., 2011). La cantidad de células positivas a 

doblecortina (DCX+ por sus siglas en inglés), un marcador específico de células 

jóvenes que van a diferenciarse en neuronas (Gleeson et al., 1999), es menor en 

aquellos animales transgénicos que carecen del receptor CX3CR1, comparados con 

los animales silvestres (Bachstetter et al., 2009; Rogers et al., 2011). Lo mismo se 

observa para la marca de 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU+, por sus siglas en inglés) en 

el giro dentado. La marca BrdU+ que normalmente ocurre durante la proliferación 

celular (Kuhn, et al., 1996), se encuentra reducida en ratones carentes del receptor 

CX3CR1 (Rogers et al., 2011, Taylor et al., 2015) lo cual indica una disminución en 

neurogénesis. La disminución de la neurogénesis ante la reducción ó carencia de 

expresión del CX3CR1 (Ransohoff et al., 2007; Rogers et al., 2011) es dependiente de 

la dosis genética, ya que los animales heterocigotos CX3CR1+/- presentan una 

expresión de los marcadores neurogénicos significativamente mayor que los 
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homocigotos CX3CR1-/-, pero una expresión significativamente menor comparada con 

los animales silvestres CX3CR1+/+ (Rogers et al., 2011).  

Otros estudios realizados por Ransohoff y cols., (2007) utilizando el ratón transgénico 

knockout homocigoto CX3CR1GFP/GFP y el heterocigoto al CX3CR1+/GFP muestran que la 

falta del receptor CX3CR1 mantiene a la microglía en un estado de liberación de 

molélulas pro-inflamatorias, como la IL1-β, correspondiente a un estado activado 

(Ransohoff et al., 2007). Además, demostraron que estos ratones carentes del 

CX3CR1 al ser estimulados con la aplicación de LPS intraperitoneal (modelo 

frecuentemente utilizado para producir neuroinflamación sin disrupción de la barrera 

hematoencefálica) presentan una expresión aumentada de la IL-1β (Ransohoff et al., 

2007). De nueva cuenta, tanto la activación microglial, como la expresión de la IL-1β es 

dependiente de la dosis genética (Ransohoff et al., 2007). La expresión elevada de la 

IL-1β está asociada con un aumento de la muerte celular neuronal en el hipocampo 

(Cardona et al., 2006; Ransohoff et al., 2007) y ésto, su vez, podría estar relacionado 

con la disminución de marcadores neurogénicos en el hipocampo (Rogers et al., 2011). 

Lo anterior, permite concluir que el receptor CX3CR1 juega un papel muy importante en 

la regulación de eventos que son necesarios para mantener la homeostasis dentro del 

SNC, así como la comunicación entre las neuronas y la microglía; además de ser un 

elemento importante en el proceso de activación de la microglía (Harrison et al., 1998). 
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JUSTIFICACIÓN 

Se sabe que la liberación de diversas sustancias (como las citocinas pro-inflamatorias) 

por la microglía puede modular a las neuronas y a la astroglía circundante (Scholz y 

Wolf, 2007), que las infecciones sistémicas podrían estar relacionadas con episodios 

apnéicos (Lieske et al., 2000) y que la microglía es la principal línea de defensa ante la 

infección dentro del SNC (Tremblay et al., 2011; Sun et al., 2016; Shaked et al., 2004). 

Para cumplir con su función inmunoprotectora, ésta célula libera una serie de 

moléculas encargadas de la respuesta inmunológica. Una de las principales citoquinas 

pro-inflamatorias liberadas por la microglía, es la IL-1β, la cual se ha relacionado con 

alteraciones respiratorias durante las apneas recurrentes (Hofstetter y Herlenius 2005).  

A pesar de que existe evidencia del papel que desempeña la microglía en la 

modulación de la plasticidad de diferentes circuitos neuronales, como por ejemplo en el 

hipocampo (Rogers et al., 2011; Paolicelli et al., 2011), aún no se sabe el papel que 

desempeña esta célula modulando la plasticidad del circuito generador de la 

respiración (Lorea-Hernández et al., 2016). Por ello, en el presente trabajo nos 

enfocamos a caracterizar el papel de la activación microglial como un probable 

modulador de la plasticidad del circuito neuronal encargado de la generación de 

respiración, el CPB (Smith, 1991), bajo condiciones de HI. Además, determinaremos 

cambios en la plasticidad del CPB después de la HI cuando eliminamos a la microglía, 

y qué función desempeña el receptor CX3CR1 en la capacidad del circuito para evocar 

la LTF, al utilizar animales carentes de dicho receptor. La LTF ha sido utilizada como 

un acercamiento terapéutico en los desórdenes respiratorios y el entendimiento de los 

mecanismos sinápticos y celulares que la subyacen, puede servir para establecer 

acercamientos farmacológicos y no-farmacológicos en el tratamiento de desórdenes 

respiratorios como por ejemplo las apneas obstructivas del sueño y el síndrome muerte 

súbita del lactante (Mitchell et al., 2003; Huxtable et al., 2013). Por todo lo anterior, 

consideramos de suma importancia estudiar si la activación de la microglía posee la 

capacidad de deprimir ó inhibir la plasticidad del generador de los ritmos respiratorios 

después de la HI. 
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4-   HIPÓTESIS 
 

1) La activación de la microglía deprime la facilitación de larga duración inducida 

por HI en el CPB. 

2) La facilitación de larga duración inducida por HI en el CPB depende de la 

microglía e implica al receptor CX3CR1.  

5-   OBJETIVOS  
Determinar si la modulación de la microglía inhibe la facilitación de larga duración 

inducida por HI en el CPB, y la participación de su receptor específico CX3CR1 en esta 

modulación. 

5.1-   Objetivos específicos 

En rebanadas de CPB de ratón: 

1) Caracterizar la facilitación de larga duración inducida por la hipoxia intermitente. 

2) Determinar si la activación optogenética de la microglía inhibe la facilitación de 

larga duración inducida por HI. 

3) Caracterizar el ritmo respiratorio de los ratones transgénicos CX3CR1-/- y 

CX3CR1-/+ y su capacidad de producir la facilitación de larga duración en 

respuesta a HI. 

4) Determinar si el “activador microglial” LPS y la “microgliotoxina” clodronato 

liposomal afectan la facilitación de larga duración inducida por HI. 
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6-   MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1-   Animales 

Para los experimentos con ratones transgénicos se utilizaron animales CX3CR1-/+CRE 

ChR2-YFP-/+, los cuales fueron obtenidos por retrocruzas de animales homocigotos 

CX3CR1-/-CRE y ChR2-YFP+/+ realizadas en el bioterio del instituto. Además, se 

utilizaron animales CX3CR1-/- de 5 a 8 días de nacidos, obtenidos de Jackson 

Laboratories con un fondo genético de ratones C57BL/6J. Por último, los ratones 

CX3CR1-/+ se obtuvieron de retrocruzas de animales CX3CR1-/- con ratones C57BL/6J. 

Para los experimentos farmacológicos se utilizaron ratones CD1 de 5 a 8 días de 

nacidos, proporcionados por el bioterio del Instituto de Neurobiología de la Universidad 

Nacional Autónoma de México, Campus Juriquilla. Todos los procedimientos se 

ajustaron a los lineamientos establecidos por el comité de ética del INB (protocolo 

número 050) y la Norma Oficial Mexicana para el Uso y Cuidado de los Animales de 

Laboratorio (NOM-062-ZOO-1999). 

6.2-   Registros in vitro 

La obtención de las rebanadas de tallo cerebral se realizó bajo protocolos ya descritos 

previamente (Peña et al., 2008). Brevemente, los animales fueron decapitados y el 

cerebro fue removido rápidamente y colocado en líquido cefalorraquídeo artificial 

(LCRA) frío, con un gaseo constante de carbógeno (95% O2 y 5% O). El LCRA fue 

preparado con los siguientes ingredientes, en concentración mM: NaCl 119, KCl 3, 

CaCl2 1.5, MgCl2 1, NaHCO3 25, D-glucosa 30 y un pH de 7.4. Se aisló el tallo 

cerebral, mismo que fue colocado y pegado sobre un soporte de agarosa. 

Posteriormente, se inició el corte de rebanadas de 400 µm en un vibratomo Leica 

VT1000s en dirección rostro-caudal. Una vez observada la apertura del cuarto 

ventrículo, se realizó un corte de 470 µm (+ 10 µm por cada día de vida postnatal) y, 

posteriormente, se obtuvo una rebanada de 700 µm de grosor que contenía al CPB. La 

rebanada se colocó en una cámara de registro con perfusión constante de LCRA con 

un volumen total de 30 mL y con gaseo constante con carbógeno a una temperatura de 

30-32°C (Peña et al., 2004; 2008). Para los registros, se aumentó paulatinamente la 
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concentración de KCl a una concentración final de 8 mM antes de iniciar el registro 

(Tryba et al., 2003).  

La actividad poblacional del CPB se registró con electrodos de vidrio (0.5 MΩ de 

resistencia) colocados sobre la superficie de la rebanada a nivel del CPB (Lieske et al., 

2000; Blitz y Ramirez 2002, Peña et al., 2004, 2008). La señal se amplificó y filtró (pasa 

bajas, 0.25 KHz, pasa altas, 5 Hz) utilizando un amplificador de banda ancha (Grass 

Instruments, Quincy, MA). La señal también se rectificó e integró usando un filtro 

electrónico (constante de tiempo de 30-50 milisegundos, diseñado por electrónica JFI 

en la Universidad de Chicago) (Zavala-Tecuapetla et al., 2008, 2014). Una vez que se 

identificó la actividad rítmica característica del CPB (Tryba et al., 2003; Peña et al., 

2004; 2008), se dejó estabilizar la preparación durante una hora. Se inició el registro de 

campo y se grabó durante 20 minutos un registro basal. Posteriormente, se inició el 

protocolo de HI (Blitz y Ramirez, 2002). Para inducir las condiciones de hipoxia, se 

sustituyó el aporte constante de carbógeno, por una mezcla con gas Nitrógeno (95 % 

N2, y 5 % CO2). La preparación se sometió a 3 ciclos de hipoxia (95 % N2, y 5 % CO2), 

de una duración de 5 minutos cada uno, seguidos de la aplicación de normoxia (95 % 

O2 y 5 % CO2) entre cada ciclo de hipoxia de 5 minutos cada uno. En el ciclo final de 

normoxia, la rebanada permaneció durante una hora (Blitz y Ramirez, 2002).  

6.2.1-   Activación de la microglía 

6.2.1.1-   Activación optogenética de la microglía. 

Las canalrodopsinas (ChRs) son canales de cationes activados por luz, que median el 

transporte de iones a través de membranas en microalgas (Watanabe et. al., 2012). La 

ChR de la Chlamydomonas reinhardtii (Canalrodopsina-2; ChR2) se puede expresar de 

forma estable y segura en las células de mamíferos y se le utiliza para inducir la 

despolarización neuronal en una metodología llamada optogenética (Boyden et al., 

2005). Actualmente, la optogenética puede ser aprovechada para la modulación 

específica de varios grupos celulares, en los cuales se induce el flujo de cationes en las 

células que expresan las ChRs al activarlas con longitudes de onda específicas 

(Boyden et al., 2005). La expresión de la ChR2 se hace específica para un tipo celular 

con el uso de sistemas de recombinación y/o de promotores genéticos específicos 
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(Boyden et al., 2005, Watanabe et. al., 2012, Asrican et al., 2013, Parkhurst et al., 

2013). En el SNC, la microglía es la única célula que, bajo condiciones fisiológicas 

basales, es capaz de expresar al receptor de fractalquina, el CX3CR1 (Harrison et al., 

1998). Debido a esta particularidad, se puede utilizar al promotor del gen que codifica 

para el receptor CX3CR1 como un medio para expresar a la ChR2 específicamente a la 

microglía (Parkhurst et al., 2013). 

Los ratones transgénicos que expresan ChR2 específicamente en células microgliales, 

se obtuvieron por retrocruza de dos cepas de ratones transgénicos. Se utilizó un animal 

homocigoto para la recombinasa CRE expresada bajo el control del promotor del gen 

del receptor a fractalquina (CX3CR1) que se cruzó con otro animal que contiene la 

secuencia de la ChR2 asociada a la secuencia de la proteína amarilla fluorescente 

flanqueada con sitios de recombinación LoxP (Parkhurst et al., 2013). Los ratones 

CX3CR1ChR2-YFP/+ obtenidos después de la cruza de las cepas fueron utilizados para los 

experimentos de activación optogenética de la microglía (Figura 8). Las rebanadas 

fueron obtenidas de la forma ya descrita (Peña et al., 2008), pero bajo condiciones de 

obscuridad para evitar la activación de la ChR2. Una vez que encontramos la actividad 

rítmica respiratoria característica del CPB (Tryba et al., 2003; Peña et al., 2004; 2008), 

se dejó estabilizar la actividad por una hora. Posteriormente, la rebanada se expuso 

durante 20 minutos a la luz de un led ultra brillante de color azul (450 nm, 

aproximadamente), y se le dió una hora de recuperación. Finalmente, se aplicó el 

protocolo de HI (Blitz y Ramirez, 2002) 

6.2.1.2-   Activación de la microglía con LPS 

El Lipopolisacárido (LPS) es el principal patrón molecular asociado a patógeno (PAMP, 

por sus siglas en inglés), por lo cual es la herramienta farmacológica más utilizada para 

la activación de la microglía, ya sea a través de una inyección intraperitoneal para 

producir inflamación sistémica (Huxtable et al., 2013; 2015), utilizándolo directamente 

sobre cultivos microgliales (Hetier et al., 1988; Sawada et al., 1989; Boje et al., 1992; 

Nakamura et al., 1999), ó aplicándolo al baño de registro de rebanadas de cerebro 

(Lorea-Hernández et al., 2016). El LPS es un componente de la pared celular de las 

bacterias gram negativas y es reconocido por el TLR4 y el CR3 en la superficie de la 
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Figura 8. Ilustración esquemática de la expresión dirigida de la canalrhodopsina-2 (ChR2) a través 
de un enfoque Cre-LoxP. Los ratones transgénicos que expresan a la recombinasa Cre bajo el 
control del promotor para el receptor de fractalquina en la microglía, se cruzan con un ratón que 
contienen a los genes que codifican a la ChR2 unida a la proteína amarilla fluorescente (YFP) 
usada como reportero de su expresión flanqueados por regiones LoxP de. Después de la cruza, 
sólo las células con Cre-recombinasa expresarán ChR2-YFP. El constructo genético resultante 
son ratones heterocigotos CX3CR1ChR2-YFP/+ 
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microglía (Smith et al., 2013). La activación del TLR4 por el LPS recluta a la proteína 

adaptadora MyD88 dando como resultado la activación de las vías de señalización NF-

κβ y MAPK (Smith et al., 2013; O’Neill et al., 1997). El NF-κβ, es uno de los principales 

factores de transcripción activados en la respuesta inflamatoria (O’Neill et al., 1997) al 

inducir la producción de citocinas pro-inflamatorias (Smith et al., 2013). Los astrocitos 

también poseen los receptores TLR4, pero la microglía es mucho más al sensible a 

LPS ante el cual produce mayor síntesis de TNF-α, de IL1-α, de IL1-β y de especies 

reactivas de oxígeno (Hetier et al., 1988; Hetier et al., 1988; Boje et al., 1992; 

Nakamura et al., 1999) en comparación con los astrocitos (Sawada et al., 1989).  

El LPS también puede unirse a otros receptores como los receptores atrapadores tipo A 

(SR-A/CD204), y el receptor atrapadores de clase B (SR-B/CD36) (Biedrón et al., 2016; 

Peña-Ortega, 2017) y producir una respuesta similar a través de otras vías de 

señalización que desembocan en la activación de factores de transcripción que inducen 

la síntesis de moléculas pro-inflamatorias (Hayden et al., 2008, Smith et al., 2012). El 

papel de los receptores atrapadores CD36 y CD204 se ha descrito como receptores de 

LPS accesorios que pueden contribuir a la activación pro-inflamatoria (Biedroń et al., 

2016) 

6.2.2-   Eliminación de la microglía con clodronato liposomal 

Los liposomas son vesículas lipídicas preparadas artificialmente que consisten en 

bicapas concéntricas de fosfolípidos que atrapan, en compartimentos internos, a 

moléculas hidrófilas en solución acuosa (Rooijen y Sanders 1994). Los liposomas han 

sido utilizados para introducir la microgliotoxina clodronato (diclorometilen-bisfosfonato 

(Cl2MBP)) al interior de la microglía (Rooijen y Sanders 1994, Rooijen et al., 1996). El 

clodronato libre no atraviesa las membranas celulares y tiene una vida media 

extremadamente corta en circulación y en los fluidos corporales (Fleisch, 1988). El 

clodronato encapsulado en liposomas (clodronato liposomal) es específicamente 

fagocitado por los macrófagos y la microglía (Rooijen y Sanders 1994, Rooijen et al., 

1996). Después de la fagocitosis, la acción lisosómica rompe las bicapas grasas del 

liposoma y el clodronato libre se expulsa en el interior de la célula, causando un 

deterioro funcional, un daño irreversible y, eventualmente, apoptosis (Rooijen et al., 
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1996). El clodronato liposomal ha sido ampliamente utilizado como un depletador 

específico de la microglía, en diferentes preparaciones, como cultivos celulares 

(Rooijen y Sanders et al., 1994; Kumamaru et al., 2012; ji et al., 2013), in vivo (Fulci et 

al., 2007; Koennecke et al., 1999) o en rebanadas de cerebro (Ji et al., 2013; Lorea-

Hernández et al., 2016). Esta técnica (Rooijen y Sanders 1994), ha mostrado ser una 

herramienta eficiente para la depleción de un gran porcentaje de la población microglial 

(Rooijen y Sanders 1994,  Koennecke et al., 1999, Fulci et al., 2007, Lorea-Hernández 

et al., 2016), lo que se ha constatado por técnicas inmunohistoquímicas (Fulci  et al., 

2007, Lorea-Hernández et al., 2016), o por la cuantificación de citocinas pro-

inflamatorias como la IL-1β, la IL-16 (Kumamaru et al., 2012), el TNF-α (Kumamaru et 

al., 2012,ji et al., 2013) o la disminución en la liberación de ROS (Ji et al., 2013) 

después de agregar moléculas que activan a la microglía como el LPS. Todos estos 

factores hacen al clodronato liposomal una herramienta útil para la eliminación 

específica de la microglía, y así entender la función de los circuitos neuronales o 

cultivos celulares en ausencia de la misma, y así determinar cuál es el papel que esta 

célula desempeña en la función basal de los circuitos neuronales.  

En nuestros experimentos, la microglía fue eliminada con clodronato liposomal, 

preparado en el laboratorio según lo descrito por Rooijen y Sanders (1994). Después 

de la estabilización por una hora de la preparación, y un registro en condición basal por 

20 minutos, se añadió a la solución de perfusión 12.5 µM de clodronato liposomal, y se 

registró su actividad por 120 minutos. Se aplicaron 3 ciclos de HI y se reoxigenó la 

preparación por una hora 

7-   Análisis de datos 

Los registros de campo obtenidos fueron analizados en los paquetes IGOR-Pro 

(Wavemetrics, lake Oswego, OR) y Clampfit (Axon instruments, Burlingame, CA). Se 

cuantificó la amplitud y frecuencia de la señal amplificada e integrada. Los valores se 

normalizaron utilizando como 100 % los registros basales en normoxia, para cada 

grupo de datos. Para los análisis estadísticos se utilizó el programa Graph Pad Prism 5. 

Para determinar diferencias significativas entre los grupos, utilizamos inicialmente la 
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prueba Kruskal Wallis, seguida de la prueba de U de Mann Whitney. Las diferencias se 

consideraron significativas con una p<0.05. 
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8-   RESULTADOS 

8.1-   Registro control  

Inicialmente, se registró la actividad de campo del circuito generador de la respiración 

para evaluar su estabilidad a través del tiempo requerido para los experimentos (Fig. 

9a). Para ello, después de estabilizar la preparación una hora, se grabó un registro 

basal por veinte minutos y después se continuó el registro en las mismas condiciones 

por 4 horas (registros control). El ritmo respiratorio registrado 4 horas después del 

ingreso de la rebanada al baño de registro muestra una amplitud inalterada (97.2 ± 3.2 

% del control; p > 0.05; Fig. 9b,c). Lo mismo ocurre para la frecuencia, que no cambia a 

lo largo del tiempo de registro (104.9 ± 5.8 % del control; p > 0.05; Fig. 9b,c). Una vez 

establecido que la rebanada puede mantener la generación del ritmo respiratorio de 

manera inalterada por 4 horas, se procedió a inducir la LTF en respuesta a la HI. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Estabilidad de la actividad de campo del circuito generador de la respiración. En a) 
observamos un trazo continuo de un minuto, de la actividad del CPB. El trazo superior es la 
actividad cruda del circuito, mientras que el trazo inferior representa la actividad integrada y 
rectificada. A la derecha observamos un esquema de una rebanada de tallo cerebral, señalando el 
lugar donde colocamos el electrodo de registro y las estructuras que anatómicamente pueden 
distinguirse en la rebanada, b) se muestran los trazos representativos de la actividad integrada y 
rectificada del CPB 20 minutos después de la estabilización (trazo superior) y cuatro horas 
después del inicio del registro (trazo inferior), c) se muestran los promedios de los valores 
normalizados (como % de su valor basal) del grupo control (sin tratamiento) en lo que respecta a 
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la amplitud y la frecuencia  de las ráfagas poblacionales producidas por el CPB. No se 
encontraron diferencias significativas en ninguno de los dos parámetros cuantificados (p > 0.05) 
con respecto a su valor basal, prueba U de Mann-Whitney. 

8.2-   Inducción de la LTF en respuesta a la HI 

Después de aplicar tres ciclos de HI, los cuales consisten en cinco minutos de hipoxia, 

seguidos por cinco minutos de normoxia (recuperación), se encontró que la amplitud de 

las ráfagas poblacionales producidas por el CPB, medidas 60 minutos después de la 

HI, disminuye significativamente con respecto al grupo control y con respecto a su valor 

basal, (83.7 ± 5.9 % del control; p < 0.05, Fig. 10a,b). Por el contrario, la frecuencia de 

estas ráfagas, medidas 60 minutos después de la HI, incrementa significativamente, 

con respecto al grupo control y con respecto a su valor basal (a 178.4 ± 15.7 % del 

control; p < 0.05, Fig. 10a,c). Estos datos son consistentes con lo reportado por Blitz y 

Ramírez en 2002 en lo que respecta al cambio en la frecuencia, pero no difieren en la 

amplitud. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Inducción de la LTF en respuesta a la HI. En a) observamos trazos representativos de la 
actividad rectificada e integrada del CPB, el trazo de la izquierda representa la actividad basal del 
circuito, mientras que el trazo de la derecha es la actividad presentada 60 min después de aplicar 
la HI. Nótese el incremento en la frecuencia de las ráfagas poblacionales producidas por el CPB. 
b) Se muestran los promedios de los valores normalizados (como % de su valor basal) de la 
amplitud de las ráfagas poblacionales producidas por el CPB del grupo control (sin tratamiento) y 
del grupo sometido a la HI. Note que el grupo sometido a HI presenta una disminución en la 
amplitud de las ráfagas poblacionales producidas por el CPB, y c) se muestran los promedios de 
los valores normalizados (como % de su valor basal) de la frecuencia de las ráfagas 
poblacionales producidas por el CPB del grupo control (sin tratamiento) y del grupo sometido a la 
HI. Note que el grupo sometido a HI presenta un incremento significativo en la frecuencia de las 
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ráfagas poblacionales producidas por el CPB. Las diferencias significativas con respecto al 
control se denotan con *(p<0.05) y *** (p<0.0001), prueba U de Mann-Whitney. 

8.3-   Efecto de la activación optogenética de la microglía en la actividad del CPB  

Se registró la actividad de campo del circuito generador de la respiración en un modelo 

de ratón transgénico que expresa la ChR2 en la microglía (Fig. 11a). La expresión de la 

ChR2-YFP en la microglía fue verificada por medio de microscopía de fluorescencia, 

antes y después de la exposición a la luz azul (Fig. 11a). Después de aplicar luz azul 

por 20 minutos, las células que expresan la YFP mostraron un cambio en su 

morfología, pasando de células ramificadas con procesos que ocupan una gran 

superficie, a células redondeadas, pequeñas y con ausencia de procesos, lo que 

caracteriza a las células microgliales después de su activación (Fig. 11a). En cuanto al 

registro, después de estabilizar la preparación una hora, se grabó un registro basal por 

treinta minutos; luego se aplicó luz de una longitud de onda de 450 nm, por veinte 

minutos. Después, se continuó el registro por una hora más y, posteriormente, se aplicó 

la HI. El ritmo respiratorio registrado una hora después de aplicar 20 minutos de luz de 

un led azul ultra brillante, muestra una amplitud inalterada, que no es diferente ni del 

control, ni de su propio valor basal (94.2 ± 24.7 % del control; p > 0.05; Fig. 11b,c). Lo 

mismo ocurre para la frecuencia, que no cambia a lo largo de este tiempo de registro (a 

113.7 ± 37.4 % del control; p > 0.05; Fig. 11b,c). Después de observar que la activación 

optogenética específica de la microglía no altera significativamente la generación del 

ritmo respiratorio (Fig. 11), se procedió a aplicar el protocolo de HI a cada una de las 

rebanadas en experimentos independientes.  
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Figura 11. Efecto de la activación optogenética de la microglía sobre la actividad del circuito 
generador de la respiración en un modelo de ratón transgénico que expresa ChR2 en la microglía. 
En a) observamos la expresión de la proteína amarilla fluorescente en microglía. A la izquierda se 
muestra a las células antes de ser expuestas a la luz, y la imagen de la derecha muestra lo que 
ocurre después de aplicar luz azul (450nm) por veinte minutos. Nótese el cambio en la morfología 
de las células con expresión de ChR2-YFP, mismas que pasan de células extendidas a células de 
pequeña y redondas, b) muestra los trazos representativos de la actividad integrada y rectificada 
del CPB sesenta minutos después de la estabilización (trazo superior) y sesenta minutos después 
de la activación optogenética (trazo inferior), c) promedios de los valores normalizados (como % 
del valor basal) de la actividad del CPB en lo que respecta a la amplitud y la frecuencia de las 
ráfagas poblacionales, después de la activación optogenética de la microglía. No se encontraron 
diferencias significativas en ninguno de los dos parámetros cuantificados con respecto a su valor 
basal (p > 0.05; prueba U de Mann-Whitney). 
 

8.4-   Respuesta del CPB ante la HI después de la activación optogenética  

Después de una hora de recuperación de la activación optogenética de la microglía, se 

procedió a aplicar el protocolo de HI. La activación optogenética de la microglía 
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previene la inducción de la LTF después de la HI. Después de 60 minutos de aplicar el 

protocolo de HI la amplitud de las ráfagas generadas por el CPB, en rebanadas sujetas 

a la activación de la microglía con luz azul, no muestra diferencias significativas con 

respecto a la del grupo control, aunque tampoco con respecto al grupo con HI (92.5 ± 

9.8 % del control; p > 0.05; Fig. 12a,b). Sin embargo, la amplitud de las ráfagas 

generadas por el CPB después de la HI es diferente a la de su propio valor basal (p < 

0.05; prueba U de Mann-Whitney). Por otra parte, con respecto a la frecuencia, la 

activación optogenética de la microglía produce un bloqueo de la LTF (105.6 ± 29.5 % 

del control; Fig. 12a,c), pues en este grupo la frecuencia de las ráfagas generadas por 

el CPB no es diferente a la del grupo control y es menor a la del grupo de ratones sin 

estimulación optogenética sometidos a HI (178.4 ± 41.6 % del control; p < 0.05; Fig. 

12a,c). 

 
Figura 12. Respuesta del CPB ante la HI cuando la microglía es activada optogenéticamente. En a) 
se muestran trazos representativos de la actividad del circuito 1 hora después de la activación 
optogenética microglial (efecto de la luz, trazo derecho), así como de la actividad del circuito 
después de una hora de recuperación tras la HI (trazo izquierdo), b) y c) muestra la cuantificación 
del efecto de la HI sobre la amplitud y frecuencias del ritmo respiratorio respectivamente. Se 
muestran los datos normalizados del grupo control (sin tratamiento; barras blancas) y con HI 
(barras negras) como % de su valor basal, lo mismo ocurre para los resultados de la activación 
optogenética de la microglía (barras azules). La amplitud del ritmo respiratorio en presencia de la 
microglía activada optogenéticamente disminuye con respecto a su basal después de aplicar la HI 
y no hay un cambio significativo en la frecuencia al compararlo contra su propio valor basal y 
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contra el grupo control, pero la frecuencia es significativamente menor a la del grupo con HI.  # 
denota una diferencia significativa con respecto a su condición basal (100 %; p<0.05), Las 
diferencias significativas con respecto al control se denotan con * (p<0.05) y ** (p<0.001). ++ 
denota diferencias significativas con respecto al grupo con HI (p<0.001), prueba U de Mann-
Whitney. 

8.5-   Actividad basal del CPB en un modelo transgénico carente del CX3CR1 

Se registró la actividad de campo del circuito generador de la respiración en un modelo 

de ratón transgénico homocigoto carente del receptor de fractalquina (CX3CR1-/-) para 

evaluar su estabilidad a través del tiempo. Para ello, después de estabilizar la 

preparación una hora, se grabó un registro basal por treinta minutos y después se 

continuó su registro por 60 minutos adicionales. El ritmo respiratorio registrado por 

noventa minutos después del ingreso de la rebanada al baño de registro muestra una 

amplitud inalterada (96.1 ± 4.5 % del control; p > 0.05; Fig. 13a,c). Lo mismo ocurre 

para la frecuencia, que no cambia a lo largo del tiempo de registro (108.3 ± 12.4 % del 

control; p > 0.05; Fig. 13a,c). En experimentos independientes, se evaluó la actividad 

de campo del CPB en ratones transgénicos carentes del receptor de fractalquina 

heterocigóticamente (CX3CR1-/+). En estos animales, no se encontraron diferencias 

significativas ni en la amplitud de las ráfagas inspiratorias generadas por el CPB (98.5 ± 

4.4% del control; p > 0.05; Fig. 12d) ni en su frecuencia (a 115.9 ± 28.2 % del control; p 

> 0.05; Fig. 13d). Una vez establecido que las rebanadas de tallo cerebral que 

contienen el CPB y que provienen de ratones transgénicos carentes del receptor de 

fractalquina (CX3CR1-/- y CX3CR1-/+) pueden mantener la generación del ritmo 

respiratorio de manera inalterada por noventa minutos, se procedió a aplicar el 

protocolo de HI a cada una de las rebanadas en experimentos independientes. 
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Figura 13. Estabilidad de la actividad de campo del circuito generador de la respiración en un 
modelo de ratón transgénico carente del receptor de fractalquina (CX3CR1-/-). En a) se muestran 
los trazos representativos de la actividad integrada y rectificada del CPB a los sesenta minutos 
después de la estabilización (trazo superior) y 90 minutos después (trazo inferior) de los 
homocigotos carentes del receptor a fractalquina (CX3CR1-/-), b) muestra los trazos 
representativos de la actividad integrada y rectificada del CPB a los sesenta minutos después de 
la estabilización (trazo superior) y treinta minutos después (trazo inferior) de los heterocigotos 
para el receptor a fractalquina (CX3CR1+/-), c y d) se muestran los promedios de los valores 
normalizados (como % de su valor basal) de la actividad basal del CPB de los transgénicos en lo 
que respecta a la amplitud y la frecuencia de las ráfagas poblacionales producidas por el CPB. No 
se encontraron diferencias significativas en ninguno de los dos parámetros cuantificados con 
respecto a su valor basal (p < 0.05; 100% del valor basal; prueba U de Mann-Whitney) y en 
ninguno de los dos tipos de ratones (CX3CR1 -/-  y CX3CR1 -/+). 

8.6-   Respuesta del CPB ante la HI en los modelos de ratones transgénicos 
CX3CR1-/- y CX3CR1-/+ 

Una vez que se estableció que la actividad del CPB permanece inalterada tanto en 

amplitud como en frecuencia en rebanadas de tallo cerebral de ratones que carecen del 

receptor CX3CR1 se procedió a aplicar la HI a los dos grupos de ratones transgénicos. 

El ritmo respiratorio registrado después de aplicar la HI en ratones CX3CR1-/- muestra 

una disminución en la amplitud (a 83.7 ± 13.2 % del control; p < 0.05; Fig. 14c) con 

respecto al grupo control y a su propio valor basal, pero no con respecto al grupo con 

HI. Esta disminución de la amplitud es similar a la observada en animales control 
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después de la HI. Lo mismo ocurre para ratones CX3CR1-/+ (a 72.8 ± 8.9 % del control; 

p < 0.05; Fig. 14c). De manera interesante, para el caso de la frecuencia de las ráfagas 

generadas por el CPB después de la HI los animales CX3CR1-/-  mostraron una 

disminución de larga duración (a 84.1 ± 19.7 % del control; p < 0.0001; prueba U de 

Mann-Whitney; Fig. 14d) que es opuesta a la observada en animales control después 

de la HI (de 178.4 ± 41.6 % del control; p < 0.05; Fig. 14d) y que no se observó en 

animales CX3CR1-/+ (94.4 ± 23.8% del control; p < 0.001; Fig. 14d).  

 
 
Figura 14. Respuesta del circuito generador de la respiración a la HI en ratones transgénicos 
CX3CR1-/- y CX3CR1-/+. En a) y b) se muestran los trazos representativos de la actividad integrada 
y rectificada del CPB a los sesenta minutos después de la estabilización de la actividad de la 
rebanada (trazos superiores) y en los trazos inferiores, la respuesta después de una hora de 
recuperación post-HI, para los animales CX3CR1-/- y CX3CR1-/+, respectivamente, c) y d) muestran 
los promedios de los valores normalizados para la amplitud y frecuencias, respectivamente, en 
los diferentes grupos (como % de su valor basal) después de la HI, de los grupos de ratones 
transgénicos CX3CR1-/- (n=8), CX3CR1-/+ (n=5) y los grupos control.  Ambos grupos transgénicos 
son diferentes de su propio valor basal (p > 0.05; 100% del valor basal; prueba U de Mann-
Whitney) y del grupo control, para la amplitud y sólo el grupo de ratones transgénicos CX3CR1 -/- 

(n=8) es diferente de todos los grupos y muestra una disminución de larga duración en a 
frecuencia. +++ denota una diferencia significativa con respecto al grupo con HI (100 %; 
p<0.0001), $$ denota una diferencia significativa con respecto al grupo con HI (100 %; p<0.001). 
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Las diferencias significativas con respecto al control se denotan con * (p<0.05), ** (p<0.001) y *** 
(p<0.0001). 

8.7-   Efecto del LPS sobre la actividad basal del CPB 

Una vez establecido que la activación específica de la microglía con optogenética 

afecta la LTF, se procedió a activar a la microglía con la herramienta farmacológica 

clásica LPS (200ng/mL) (Lorea-Hernández et al., 2015). La aplicación de LPS 

disminuye la amplitud del ritmo respiratorio (a 79.9 ± 10.8% del control; p < 0.05; Fig. 

15b), comparada tanto con la del grupo control, como la de su propio valor basal. Por 

otra parte, la aplicación de LPS no afecta la frecuencia del ritmo respiratorio (184.6 ± 

39.6 % del control; p > 0.05; Fig. 15c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Efecto del LPS sobre la amplitud y la frecuencia de la actividad del generador de la 
respiración. En a) se muestran trazos representativos de la actividad basal (trazo izquerdo) y de la 
respuesta del circuito a la aplicación de LPS después de dos horas de incubación (trazo derecho), 
b) se muestran los datos normalizados de la amplitud del grupo control (sin tratamiento) y la 
amplitud en presencia de LPS 200ng/mL (como % de su valor basal). La amplitud del ritmo 
respiratorio en presencia de LPS disminuye significativamente cuando se le compara contra su 
propio control (previo a la aplicación de LPS), y también es menor con respecto a la amplitud de 
las rebanadas del grupo control (rebanadas no tratadas). c) muestran los datos normalizados de 
la frecuencia del grupo control (sin tratamiento) y la frecuencia en presencia de LPS 200ng/mL 
(como % de su valor basal). La frecuencia del ritmo respiratorio en presencia de LPS no es 
significativamente modificada.  # denota una diferencia significativa con respecto a su condición 
basal (100 %; p<0.05), ** denota una diferencia significativa con respecto al grupo control 
(p<0.001) prueba U de Mann-Whitney. 



 

63 
 

8.8-   Respuesta del CPB ante la HI cuando la microglía es activada con LPS  

Después de la estabilización del efecto del LPS se aplicó el protocolo de HI. La 

aplicación de la HI después de la incubación con LPS no afecta la amplitud del ritmo 

respiratorio (86.9 ± 14 % del control; p < 0.05; Fig. 16b) y aumenta su frecuencia (a 

117.4 ± 16.3 % del control; p < 0.05; Fig. 16c). Sin embargo, este incremento en la 

frecuencia del ritmo respiratorio es menor al que genera la HI en el grupo control (p < 

0.05; Fig. 16c) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Respuesta del CPB ante la HI cuando la microglía es activada farmacológicamente. En 
a) se muestran trazos representativos de la actividad del circuito después de 2 horas de 
incubación con LPS (trazo derecho) y de la respuesta del circuito una hora después de la 
aplicación de LPS+HI (trazo izquierdo), b) se muestra la cuantificación del efecto de la HI sobre la 
amplitud del ritmo respiratorio. Se muestran los datos normalizados del grupo control (sin 
tratamiento, n=7), el grupo HI (n=7) y el grupo LPS+HI (n=7) como % de su valor basal. La amplitud 
del ritmo respiratorio en presencia de LPS después de aplicar HI no varía. c) muestra la 
cuantificación del efecto de la HI sobre la frecuencia del ritmo respiratorio. Se muestran los datos 
normalizados del grupo control (sin tratamiento, n=7), el grupo HI (n=7) y el grupo LPS+HI (n=7) 
como % de su valor basal. La frecuencia del ritmo respiratorio en presencia de LPS después de 
aplicar HI aumenta con respecto a su propio control, pero este aumento es menor al observado en 
el grupo HI.  Las diferencias significativas con respecto al control se denotan con * (p<0.05) y ** 
(p<0.001) prueba U de Mann-Whitney. + denota una diferencia significativa con respecto al grupo 
HI (p<0.05). 
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8.9-   Efecto del clodronato liposomal sobre la actividad basal del generador de la 
respiración 

Después de la aplicación del fármaco activador de la microglía, se procedió a eliminar 

la microglía y observar el efecto sobre la actividad del circuito, en condiciones basales y 

en respuesta a la HI. Para ello, en experimentos independientes, se utilizó el fármaco 

clodronato liposomal (Lip-CLO) (Lorea-Hernández et al., 2016), mismo que degenera a 

la microglía como puede ser observado en la figura 16.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Efecto de clodronato liposomal sobre la microglía. Se observa la expresión de la marca 
inmunohistoquimica de Iba-1 por la microglía antes (izquierda) y 4 horas después (derecha) de la aplicación 
de clodronato liposomal. Nótese el cambio en la morfología de las células después de la aplicación de 
fármaco.  
 

 

Esta degeneración se caracteriza por la pérdida de los procesos microgliales y la 

compactación del soma (Fig. 16; Raghuraman et al., 2016). Después de una hora de 

estabilización de la actividad basal del circuito, se aplicó el fármaco Lip-CLO y se dejó 

estabilizar su efecto por 2 horas. La aplicación de Lip-CLO disminuye significativamente 

la amplitud del ritmo respiratorio (a 73.3 ± 4.8% del control; p < 0.001; Fig. 17b), 

mientras que aumenta su frecuencia (a 135.0 ± 7.8 % del control; p < 0.05; Fig. 17c.). 

En ambos casos, existen diferencias significativas en comparación con su propio basal 

(100 % del valor basal; p < 0.05; Fig. 17b,c) 
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Figura 17.  Efecto de un depletador de la microglía sobre la amplitud y la frecuencia del ritmo 
respiratorio. En a) se muestra el trazo representativo de la actividad basal del circuito (trazo 
superior, previo a la aplicación del fármaco) y de la respuesta del circuito a la eliminación de la 
microglía con Lip-CLO, después de dos horas de incubación (trazo inferior), b) se cuantifica el 
efecto del Lip-CLO sobre la amplitud del ritmo respiratorio. Se muestran los datos normalizados 
del grupo control (sin tratamiento) como 100% de su valor basal y lo mismo ocurre para los 
resultados de Lip-CLO. La amplitud del ritmo respiratorio en presencia del Lip-CLO disminuye 
significativamente, respecto a su propio valor basal respecto al grupo control y c) se cuantifica el 
efecto del sobre la frecuencia del ritmo respiratorio. Se muestran los datos normalizados del 
grupo control (sin tratamiento) como 100% de su valor basal y lo mismo ocurre para los 
resultados del Lip-CLO. La frecuencia del ritmo respiratorio en presencia del Lip-CLO aumenta 
significativamente cuando se le compara contra su propio control (previo a la aplicación de Lip-
CLO), y también cuando se le compara contra el grupo control (rebanadas no tratadas). # denota 
una diferencia significativa con respecto a la condición basal (100 %; p<0.05). Las diferencias 
significativas con respecto al control se denotan con * (p<0.05), ** (p<0.001). 

8.10-   Respuesta del CPB ante la HI cuando la microglía es eliminada 

Después de la estabilización del efecto del fármaco depletador de la microglía, se 

procedió a aplicar el protocolo de HI. La aplicación de la HI después de aplicar el Lip-

CLO no genera cambio alguno ni en la amplitud (88.1 ± 5.9 % del control; p > 0.05; Fig. 

18b), ni en la frecuencia del ritmo respiratorio (a 109.2 ± 5.4 % del control; p > 0.05; Fig. 
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18c). La amplitud de este grupo experimental después de la HI es significativamente 

menor a la observada en el grupo con HI (p < 0.05; Fig. 18b,c). 

 

 
 
Figura 18. Respuesta del CPB ante la HI cuando la microglía es eliminada. En a) se muestran 
trazos representativos de la actividad del circuito después de 2 horas de incubación con 
clodronato liposomal (Lip-CLO, trazo superior) y de la respuesta del circuito una hora después de 
la aplicación de Lip-CLO+HI (trazo inferior), b) se cuantifica el efecto de la HI y del Lip-CLO+HI 
sobre la amplitud del ritmo respiratorio. Se normalizaron los datos con respecto al 100% de su 
valor basal. El grupo con Lip-CLO+HI no muestra cambios en la amplitud, misma que es menor a 
la registrada en el grupo con HI y c) se cuantifica el efecto de la HI y del Lip-CLO+HI sobre la 
frecuencia del ritmo respiratorio. Se normalizaron los datos con respecto al 100% de su valor 
basal. El grupo con Lip-CLO+HI no muestra cambios en la frecuencia, misma que es menor a la 
registrada en el grupo con HI. ++ denota una diferencia significativa con respecto al grupo con HI 
(100 %; p>0.001), Las diferencias significativas con respecto al control se denotan con * (p<0.05), 
** (p>0.001), prueba U de Mann-Whitney. 
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9-   DISCUSIÓN 

Los resultados muestran que la aplicación de un protocolo de HI a rebanadas de tallo 

cerebral que contienen al CPB producen una LTF in vitro, que se caracteriza por un 

aumento de la frecuencia del ritmo respiratorio acompañado de una disminución de su 

amplitud. La activación específica de la microglía, por medio de optogenética, deprime 

esta LTF in vitro. Además, la ausencia total del receptor CX3CR1, no sólo evita la LTF 

in vitro, sino que genera una disminución de larga duración de la frecuencia del ritmo 

respiratorio. Por su parte, la reducción parcial de la expresión de dicho receptor (como 

la que se presenta en los animales heterocigotos CX3CR1+/-), inhibe la LTF in vitro. 

Finalmente, el bloqueo de la LTF in vitro también se observó al aplicar el inmunógeno 

LPS, que se ha utilizado clásicamente como un activador de la microglía (Peña-Ortega, 

2017). Interesantemente, en contra de lo esperado, la microgliotoxina clodronato 

liposomal (Lorea-Hernández et al., 2016), también inhibe la LTF in vitro. 

La aplicación de la HI al CPB in vitro produjo un aumento en la frecuencia del ritmo 

respiratorio de manera similar a lo reportado por Blitz y Ramirez en la misma 

preparación (2002). De hecho, el protocolo utilizado en nuestros experimentos es 

idéntico al utilizado por ellos. El que la LTF inducida por la HI se refleje en un aumento 

en la frecuencia del ritmo respiratorio no es un fenómeno exclusivo de preparaciones in 

vitro como la rebanada de tallo cerebral (Blitz y Ramirez, 2002) o preparaciones in situ 

de animales descerebrados (Tadjalli et al., 2007), sino que también ha sido reportado in 

vivo en roedores neonatos anestesiados (Reid y Solomon, 2014), en ratas despiertas 

de 2 meses de edad (McGuire y Ling, 2005), en ratas adultas anestesiadas (Bach y 

Mitchell, 1996; 2000; Baker y Mitchell 2000; Baker-Herman y Mitchell 2002; Peng y 

Prabhakar 2003; Golder y Mitchell 2005; Doperalski y Fuller 2006; Zabka et al. 2001; 

2003; 2005; 2006; MacFarlane y Mitchell 2007; Mahamed y Mitchell 2008; Baker-

Herman y Mitchell, 2008), así como en ratas adultas (McGuire et al. 2002; 2003; 2004; 

McGuire y Ling 2005) y en ratones adultos (Hickner et al., 2014) despiertos. Sin 

embargo, es importante mencionar que la mayoría de los reportes de LTF inducida en 

animales adultos no se asocian a cambios notables (mayores al 15 %) en la frecuencia 

(Bach and Mitchell, 1996; Mitchell et al., 2001; Baker-Herman y Mitchell, 2008; Ryan 
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and Nolan, 2009). Una posibilidad que explique los cambios en frecuencia durante la 

LTF observados en nuestro estudio y en los de otros investigadores también llevados a 

cabo en animales neonatos (Blitz y Ramirez, 2002; Reid y Solomon, 2014) es, 

justamente, diferencias en la circuitería asociadas con la edad. Es bien sabido que los 

circuitos neuronales involucrados en la generación y el control de la respiración sufren 

de cambios durante el desarrollo posnatal, que incluyen cambios en las propiedades 

intrínsecas y sinápticas de las neuronas respiratorias (Viana et al., 1995; Gozal et al., 

2001). Lo anterior, por supuesto, influencia la respuesta diferencial de los circuitos 

respiratorios a distintas condiciones de hipoxia durante el desarrollo posnatal (Jacobi y 

Thach, 1989; Fewell et al., 2000; Gozal et al., 2002; Ramirez et al., 1996; Peña et al., 

2008) y pudiera contribuir a las diferencias en la LTF que se observan en nuestro 

estudio comparado con lo obtenido con animales adultos. Otra posibilidad de por qué 

observamos una respuesta en la frecuencia durante la LTF in vitro, misma que no es 

tan comúnmente observada in vivo (McGuire y Ling, 2005; Reid y Solomon, 2014; 

Hicker et al., 2014), es que la influencia vagal in vivo ejerce una retroalimentación 

negativa muy poderosa que puede ser capaz de “enmascarar” el incremento en la 

frecuencia respiratoria in vivo, en condiciones donde la amplitud de la inspiración ha 

aumentado en respuesta a la HI (Mateika and Fregosi, 1997; Baker-Herman y Mitchell, 

2008). De hecho, otro hallazgo novedoso de nuestros experimentos es que la LTF in 

vitro cursa con un decremento en la amplitud del ritmo respiratorio, que es un cambio 

contrario a lo observado in vivo (Bach y Mitchell, 1996; Mitchell et al., 2001; Baker-

Herman y Mitchell, 2008; Ryan y Nolan, 2009). 

Como ya se mencionó, contrario a lo observado en nuestros experimentos, el rasgo 

más común de la LTF in vivo es un aumento en la amplitud (mayor al 60 %) de los 

esfuerzos inspiratorios, ya sean registrados directamente de las salidas motoras 

inspiratorias o de la actividad diafragmática (Bach y Mitchell, 1996; 2000; Baker y 

Mitchell 2000; Mitchell et al., 2001; Doperalski y Fuller 2006; Zabka et al. 2001; 2003; 

2005; 2006; MacFarlane y Mitchell 2007; Baker-Herman y Mitchell, 2008; Mahamed 

and Mitchell 2008; Ryan y Nolan, 2009). De hecho, como también ya se mencionó, 

debido a los mecanismos de retroalimentación negativa tanto periféricos, como 

centrales, es muy probable que este aumento en amplitud de la inspiración restrinja el 
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probable aumento en la frecuencia producido por la HI in vivo (Mateika y Fregosi, 1997; 

Reid y Solomon, 2014). La explicación de cómo es posible que la LTF in vivo se 

manifieste como un aumento en la amplitud de los esfuerzos inspiratorios cuando muy 

probablemente los comandos generados por el CPB se reducen en amplitud, se basa 

en las observaciones de que la HI induce cambios plásticos potenciadores 

directamente sobre las salidas motoras (McGuire et al., 2005), lo que pudiera 

compensar, e incluso sobrepasar, una disminución de los comandos motores y pre-

motores (Xing et al., 2013). Por ejemplo, se ha observado que la HI aumenta la 

eficiencia de la transmisión glutamatérgica que reciben las motoneuronas respiratorias 

(Füller et al., 2003) y la neuromodulación serotonérgica a estas mismas motoneuronas 

(Golder y Mitchell, 2005). Además, un aumento en la excitabilidad de las motoneuronas 

facilita la LTF in vivo (Sandhu et al., 2010). Otra posibilidad, que no se excluye con la 

anterior, es que la HI aumenta la actividad de circuitos pre-motores más allá del CPB 

(ElMallah et al., 2016), lo que pudiera compensar la disminución de la amplitud de los 

comandos de salida del CPB durante la LTF. De esta manera, a pesar de la 

disminución en la amplitud de la actividad poblacional en el CPB durante la LTF, es 

probable que la potenciación simultánea en circuitos premotores y en las motoneuronas 

respiratorias mismas sean los responsables del aumento de la amplitud a nivel 

sistémico (Füller et al., 2003; Golder y Mitchell, 2005; ElMallah et al., 2016). 

El aumento en la frecuencia acompañado de la disminución de la amplitud del ritmo 

respiratorio durante la LTF in vivo no es un fenómeno excepcional. De hecho, existen 

varios procesos de neuromodulación del CPB que involucran un aumento en la 

frecuencia del ritmo respiratorio acompañado de una disminución de la amplitud de sus 

ráfagas poblacionales (Shao y Feldman, 2001; 2002; Del Negro et al., 2002; Peña y 

Ramirez, 2002; 2004; Hatori et al., 2006; Peña-Ortega, 2012; Zanella et al., 2014). Este 

fenómeno aparentemente opuesto ocurre después de la excitación colinérgica a través 

de receptores muscarínicos (Shao y Feldman, 2000) y nicotínicos (Shao y Feldman, 

2001; 2002; Hatori et al., 2006). Lo mismo ocurre en condiciones de excitación del CPB 

por serotonina (Peña y Ramirez, 2002), sustancia P (Peña y Ramirez, 2002; 2004), 

noradrenalina (Zanella et al., 2014), el bloqueo de canales de potasio (Krey et al., 

2010), el incremento en la concentración extracelular de potasio (Del Negro et al., 
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2002), etcétera (Peña-Ortega, 2012). Los cambios en la frecuencia del ritmo 

respiratorio han sido asociados a una modulación de las neuronas marcapasos (Shao y 

Feldman, 2001; Peña y Ramirez, 2002; 2004; Peña et al., 2004; Del Negro et al., 2005; 

Pace et al., 2007; Tryba et al., 2008; Peña-Ortega, 2012), mientras que los cambios en 

la amplitud se han asociado a cambios en el reclutamiento de neuronas respiratorias 

“seguidoras” (Peña et al., 2004; Elsen et al., 2008; Nieto-Posadas et al., 2014; Peña-

Ortega, 2012) y/o al número de elementos activos en la red (Peña et al., 2004; Gray et 

al., 2001; Tan et al., 2008; Peña-Ortega, 2012). Los mismos mecanismos podrían estar 

participando en el aumento en la frecuencia y la disminución de la amplitud del ritmo 

respiratorio observado después de la HI en nuestros experimentos. Es decir, la HI 

podría estar aumentando la actividad de las neuronas marcapaso y, de manera 

simultánea, reduciendo el reclutamiento de neuronas “seguidoras” o el número de 

elementos activos en la red. Será necesario llevar a cabo los registros específicos para 

probar la validez de estas postulaciones. 

Existe una gran cantidad de evidencia que muestra que las condiciones inflamatorias 

periféricas modulan la LTF in vivo (Vinit et al., 2010; Huxtable et al., 2011; 2013; 2015; 

Agosto-Marlin et al., 2016). Las condiciones inflamatorias periféricas generan 

consistentemente neuroinflamación y, en consecuencia, activación de la microglía en el 

SNC (Schnydrig et al., 2007; Guo and Schluesener, 2006; Huxtable et al., 2013; 2015). 

Por ello, en este trabajo nos interesamos en saber si la activación de la microglía 

modula la LTF del CPB in vitro (Blitz y Ramirez, 2002). Las herramientas optogenéticas 

se han utilizado extensamente para el control de la actividad neuronal (Boyden et al., 

2005; Airan et al., 2007; Yawo et al., 2013) y, más recientemente, se está utilizando 

para la modulación de las células gliales (Figueiredo et al., 2011; Yawo et al., 2013; Ji y 

Wang, 2015; Cho et al., 2016). En el caso de la microglía, solo existen dos reportes de 

activación optogenética: en el primero Tanaka y colaboradores (2012) muestran que la 

microglía puede expresar ChR2 y que ésta puede ser activada por luz azul. 

Adicionalmente, Sawada y colaboradores (2012) han demostrado que la activación 

optogenética de la microglía produce la expresión de citosinas pro-inflamatorias y de la 

sintasa de NO. Resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que en las 

rebanadas de tallo cerebral, la activación optogenética produce la liberación de 
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peróxido de hidrógeno (Pardo-Peña, comunicación personal) y el análisis morfológico 

presentado en esta tesis muestra que existe un cambio morfológico que sugiere una 

activación microglial después de la activación de la ChR2. Interesantemente, la 

activación optogenética de la microglía evita la LTF en respuesta a la HI, lo que nos 

permite aceptar la primera hipótesis de esta tesis. Este hallazgo se ve reforzado por 

nuestra observación de que el activador farmacológico clásico de la microglía, el LPS, 

produce un efecto similar o comparable al de la activación optogenética y a lo 

observado tras la aplicación de LPS periféricamente in vivo (Vinit et al., 2010; Huxtable 

et al., 2011; 2013; 2015; Agosto-Marlin et al., 2016). Además, como se discutirá a 

continuación, una manipulación genética que lleva a la microglía a un estado pro-

inflamatorio también produce efectos similares.  

En los grupos de animales transgénicos, tanto en los experimentos con animales 

homocigotos CX3CR1-/-, como los experimentos realizados con animales heterocigotos 

para el receptor CX3CR1 -/+, encontramos que la actividad basal del circuito está 

inalterada, pero tras aplicar el protocolo de HI, la LTF no se genera. Lo anterior indica 

que una deficiencia en la función normal de la microglía también afecta al generador de 

los ritmos respiratorios sobre todo en los que respecta a su plasticidad en respuesta a 

la HI. La disminución de la señalización mediada por el receptor de fractalquina induce 

cambios morfológicos en la microglía típicos del estado activado (Mendiola et al., 2016) 

y genera un incremento en la producción de citoquinas pro-inflamatorias (Feng et al., 

2015). Es muy probable que la alteración de la actividad microglial debida a la 

disminución de la señalización mediada por el receptor de fractalquina lleve a la 

microglía a un estado pro-inflamatorio (Vukovic et al., 2012; Mendiola et al., 2016), 

posiblemente de manera similar al que produce su activación optogenética y/o la 

presencia del LPS.  

Un resultado sorprendente de esta tesis fue que la LTF también es inhibida después de 

la eliminación de la microglía con clodronato liposomal (Rooijen y Sanders 1994). El 

clodronato liposomal, es un fármaco que selectivamente elimina a células de la estirpe 

mieloide (Rooijen et al., 1996), en el SNC sólo la microglía pertenece a este linaje 

celular. Al aplicar el clodronato liposomal, la microglía lo fagocita y, una vez dentro de 

la célula, las vesículas lipídicas son escindidas por enzimas lisosomales, dejando libre 
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al clodronato, el cual activa vías de apoptosis que llevan a las células microgliales a la 

muerte (Rooijen et al., 1996). El hecho de que la eliminación de la microglía inhibe la 

LTF indica que la actividad basal de la microglía es necesaria para generar la 

respiración en respuesta a la HI se produzca. De esta manera, si bien validamos la 

hipótesis de que la activación de la microglía inhibe la LTF, los resultados con 

clodronato liposomal nos permiten plantear la hipótesis alternativa de que la microglía 

es necesaria para la LTF. Finalmente, nos permitimos especular acerca de los 

mecanismos celulares que pudieran, o no, participar en los fenómenos descritos en 

estas hipótesis. 

En cuanto a que la activación de la microglía inhibe a la LTF, estos hallazgos se 

pueden explicar por las observaciones de que la activación de la microglía reduce la 

producción y liberación del BDNF (Tanaka et al., 2006; Schnydrig et al., 2007; Guan y 

Fang, 2006), mismo que es necesario y suficiente para la generación de la LTF in vivo 

(Baker-Herman et al., 2004). Otra posibilidad es que la activación de la microglía lleva a 

la sobreproducción de IL-1β, cuya liberación está directamente relacionada con fallas 

en la respiración (Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 2005; Gresham et al., 

2011). Además, la IL-1β es un potente inhibidor de la respuesta respiratoria a la hipoxia 

(Stoltenberg et al., 1994; Frøen et al., 2000; Olsson et al., 2003; Hofstetter y Herlenius, 

2005, Herlenius, 2011). En cuanto a la necesidad de la microglía para la generación de 

la LTF, estos hallazgos se pueden explicar por las observaciones de que la LTF in vivo 

requiere de la generación de ROS (MacFarlane et al., 2008) y la fuente principal de las 

ROS es justamente la microglía (Qin et al., 2005; Domercq et al., 2007). 

Los hallazgos de esta tesis tienen relevancia clínica pues el síndrome de muerte súbita 

del lactante (SMSL) y las apneas son condiciones patológicas que se han asociado 

fuertemente con alteraciones en la actividad respiratoria (Raza y Blackwell, 1999; 

Herlenius, 2011) y el SMSL representa un riesgo considerable entre la población 

neonata (Mathew, 2011). Diferentes evidencias experimentales han sugerido una 

asociación entre distintas alteraciones respiratorias con la presencia de procesos 

infecciosos y de la respuesta inmunológica que estos generan (Raza y Blackwell, 1999; 

Hofstetter et al., 2007; Herlenius, 2011; Greer, 2012; Neary et al., 2012). 

Específicamente, hay una estrecha relación entre la presencia de inflamación con 
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alteraciones respiratorias, apneas y con el SMSL (Raza y Blackwell, 1999; Hofstetter et 

al., 2007; Herlenius, 2011; Greer, 2012; Neary et al., 2012). El hallazgo de que la 

microglía modula la plasticidad del circuito generador de la respiración contribuye a 

entender mejor los fenómenos patológicos descritos y aporta indicios acerca de 

estrategias terapéuticas para los mismos, entre las cuales se podría incluir la 

participación de la microglía, sin embargo, esto aún permanece sin ser estudiado y 

comprendido en su totalidad. 
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10-   CONCLUSIONES 
 

1. La aplicación del protocolo de HI induce la producción de la LTF in vitro, la cual 

consiste en un incremento de la frecuencia acompañado de un decremento en la 

amplitud. 

2. La activación de la microglía con herramientas específicas como la optogenética, 

así como con herramientas farmacológicas como el uso del LPS, deprimen la 

LTF in vitro. 

3. La ausencia del receptor CX3CR1 produce una disminución de larga duración de 

la frecuencia del ritmo respiratorio in vitro, después de la exposición a HI. 

4. La disminución de la expresión del receptor CX3CR1 impide el establecimiento 

de la LTF in vitro tras HI. 

5. La función basal de la microglía es necesaria para el establecimiento de la LTF 

in vitro ya que al eliminarla con clodronato liposomal, la actividad basal del 

circuito cambia, y tras la aplicación del HI no se genera la LTF in vitro.  

6. Cualquier disrupción en la actividad normal de la microglía (p.e. la activación de 

la microglía, y la ausencia total o parcial del receptor CX3CR1) conlleva al fallo 

en el establecimiento de la LTF in vitro. 
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