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"El alma es aire; el aire se mueve y es cognoscente.
El aire que respiramos nos da alma, vida y consciencia”.

Aristoteles

1. Introduccion

Por milenios, hemos considerado a la vida como sinénimo de nuestra capacidad
para respirar. La vida comienza y termina con la respiracion. Incluso la Biblia sefiala
que Dios “sopld en la nariz de Adén el suspiro de la vida”, y fue el hombre un ser
viviente... y que después uso parte del aparato respiratorio de Adan -una costilla- para
dar vida a Eva (Génesis 2:7).

Una persona puede vivir semanas sin comida y pocos dias sin agua, pero
unicamente unos minutos sin oxigeno (la reserva de O, del cuerpo es Unicamente ~1
litro) (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007). En reposo, un hombre adulto
de 70 kg consume ~250 ml de O, por minuto y este consumo se triplica durante
movimientos modestos como lo son el caminar (Feldman, J. L. y Del Negro, C. A,
2006).

La respiracion persiste desde el nacimiento hasta la muerte. En un periodo de
. . .. . . . , 8
vida humana de 80 afos, los movimientos respiratorios se repiten mas de 5x10° veces.

La respiracion en reposo permanece relativamente inalterada durante toda la edad adulta
saludable, pero las tasas de respiracion son excepcionalmente volubles a desafios
agudos como lo son los cambios en la altitud, la postura, el ejercicio y el suefio
(Feldman, J. L. y Del Negro, C. A., 2006).

La lista de variables con efectos dramaticos en la respiracion es impresionante,

incluyendo la temperatura, el ciclo suefo-vigilia, los niveles de concentracion de O, y



CO,, la irritacion de las vias aéreas, el control consciente, y una variedad de condiciones
patoldgicas. La respiracion puede interrumpirse por la tos, el estornudo, el hipo, la
deglucién o el vomito; también puede suspenderse por la vocalizacion (Lieske, S. P.,
Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2001). Todo esto sugiere que la red respiratoria es
particularmente rica en posibilidades de modulacion, lo cual es esencial para ajustar la
respiracion en una manera dependiente de estado para los continuos requerimientos en
un organismo conductual.

Ademas, los humanos tenemos relativamente poca tolerancia a cambios agudos
en los niveles de O,. Niveles bajos de O, sanguineo por mas de unos minutos pueden
causar dafio cerebral irreversible, nos sofocamos si nuestra respiracion se detiene por
mas de 3-4 minutos. Durante 15-20 segundos de anoxia (ausencia de O,) cerebral,
perdemos la consciencia, la conducta dirigida, la actividad electroencefalografica (EEG)
y los potenciales evocados (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

El patron de respiracion en si mismo puede tomar varios patrones
cualitativamente distintos, incluyendo la respiracion eupneica (“normal”), jadeo,
suspiros, respiracion periddica (durante el suefio), y boqueos (en condiciones de
hipoxia) (Lieske, S. P., Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2001).

Sin embargo, la respiracion es una conducta excepcionalmente fiable. Es un acto
que tomamos por sentado, ya que a nivel conductual sucede sin nuestra supervision;
respiramos pase lo que pase (Feldman, J. L., Mitchell, G. S. y Nattie, E. E., 2003). No
obstante, durante el suefio o la pérdida de conocimiento, la respiracion es menos fiable,
y trastornos de la respiracion relacionados con el suefio son muy comunes, incluso en
humanos saludables, como la apnea del suefio (ver Apéndice II) o el sindrome de
muerte subita infantil [SIDS, por sus siglas en inglés (Sudden Infant Death Syndrome)]

(Feldman, J. L. y Del Negro, C. A., 2006).



La respiracion es una conducta simple y a la vez fundamental que manifiesta el
estado psicologico y fisiologico de los seres humanos, desde el suspiro que marca el
inicio de la vida hasta el boqueo que marca el final. Desde los llantos de un infante
afligido hasta los discursos de oradores dependen de maniobras de la respiracion, las
cuales, son reforzadas por sus efectos. Similarmente, la frecuencia y la intensidad de
suspiros y boqueos, de gruiiidos y gemidos, de llantos y chillidos, de carcajadas y risas
que marcan el lenguaje oral de cada dia, y que transmiten una parte del mensaje
emocional que subyace a nuestras palabras, radica en la respiracion (Ley, R., 1994).

En el pasado, los psicologos han visto a la respiracion como una variable
dependiente que refleja cambios en emociones, cognicion y conducta. La respiracion
también se deberia examinar como una variable independiente que afecta los procesos
psicologicos; parece que la conexion entre emociones y respiracion es una relacion
reciproca en la cual cambios en uno, llevan a cambios correspondientes en el otro. Por
ejemplo, los terapeutas deberian estar conscientes de que sintomas como la somnolencia
matutina, la fatiga, y el deterioro de funciones intelectuales puede estar asociado con
apneas del suefio, las cuales pueden provocar fuertes ronquidos y suefio sin descanso,
asi como cambios en la personalidad. O también tomar en cuenta las implicaciones de la
hiperventilacion (respiracion en exceso de los requerimientos metabolicos) en una
sesion terapéutica, como puede ser la reduccion del suministro de O, al cerebro y, por lo
tanto, el déficit cognitivo resultante puede disminuir la habilidad de un paciente o un
psicologo para entender o recordar detalles de lo que acontece durante las sesiones
terapéuticas (Ley, R., 1994; revisado en Timmons, B. H. y Ley, R., 1994).

No obstante, de todos los fendmenos relacionados con la respiracion, el mas
poderoso y atemorizador es el de la sofocacion, como cualquier persona que ha estado a

punto de ahogarse atestiguaria, en el que la dispnea (sensacién de dificultad para



respirar) se considera un “precursor de sofocacién” y un factor esencial en la etiologia

de los ataques de panico (revisado en Timmons, B. H. y Ley, R., 1994).

Este aspecto bidireccional, unico de la respiracion, la separa de otras funciones
vitales, esto es, la respiracion es la Unica funcidn fisiologica vital bajo directo control
voluntario y auténomo. Como tal, es una conducta que estd sujeta a los principios
psicologicos de condicionamiento instrumental (operante) y Pavloviano (cldsico)
(Macdonald, S. M., Song, G. y Poon, C. S., 2007), y, por lo tanto, nos proporciona un

vinculo tnico entre psicologia y fisiologia.

Pero, ;cudles son los mecanismos que subyacen a la generacion y la modulacion
de la respiracion en los humanos? ;cuales perturbaciones de estos mecanismos causan
las patologias respiratorias?. Estas preguntas no pueden contestarse directamente usando
a los humanos, por razones éticas y técnicas (por ejemplo, limitaciones significativas
asociadas con la anatomia y la perfusion impiden el uso de técnicas de imagenologia
funcional). Debido a estas limitantes, los modelos in vivo e in vitro en animales no
humanos son los utilizados para el estudio de la generacion y la modulacion de la
respiracion. Gracias a éstos, podemos mejorar el conocimiento de algunos mecanismos
patogénicos y, de esta manera, disefiar estrategias terapéuticas mas eficaces que resulten

de utilidad para el paciente.



2. Anatomia y Fisiologia del Sistema Respiratorio

La funcion principal del sistema respiratorio es extraer O, del aire atmosférico

en los pulmones, transportarlo a los tejidos del cuerpo, y evacuar el exceso de didxido

de carbono (CO,) y vapor de agua (H,0) expulsandolo de los pulmones de regreso a la

atmosfera (ver Figura 1). Este es un acto motor complejo que se lleva a cabo de manera

ritmica e involucra varias decenas de musculos, las cuales pertenecen a tres grupos

funcionales principales (Hilaire, G. y Pasaro, R., 2003):

1))

2)

3)

Diafragma. Este musculo inspiratorio principal y tnico para los mamiferos esté
insertado entre las costillas inferiores y actia como una bomba moviéndose de
arriba a abajo dentro de la caja toracica. Sus contracciones son directamente
responsables de mandar aire a los pulmones.

Musculos “accesorios”. Existen varios pares de musculos, como los
intercostales internos y externos, escalenos, costales ascensores, y musculos
abdominales. Aunque a menudo se les clasifica como musculos respiratorios
“accesorios”, juegan un papel importante ya que dan rigidez a la caja toracica y
asi determinan la eficiencia de las contracciones del diafragma.

Miuisculos de las vias aéreas superiores. La laringe, la faringe, la lengua y los
musculos genioglosos controlan la apertura y cierre ritmico de las vias aéreas
superiores. Sus contracciones regulan la tasa a la cual el aire fluye dentro y fuera

de los pulmones.

Un acto respiratorio eficiente no se puede lograr sin la contraccion coordinada

de todos estos musculos respiratorios, y esta coordinacion se lleva a cabo a niveles

centrales y periféricos. Dichos musculos estdn comandados por neuronas motoras



(motoneuronas) localizadas en diferentes niveles del Sistema Nervioso Central (SNC).
Las motoneuronas frénicas que controlan el diafragma se localizan en el asta ventral de
la médula cervical, las motoneuronas abdominales y de la caja toracica se localizan en
el asta ventral de los segmentos toracico-lumbares y las motoneuronas de las vias aéreas
superiores se localizan al nivel craneal. Todas estas motoneuronas se manejan
ritmicamente por un comando central ejercido por los llamados centros respiratorios,
una red de interneuronas agrupadas en el tallo cerebral (ver mas adelante) (Hilaire, G. y

Pasaro, R., 2003).

2.1 Ciclo Respiratorio

En condiciones in vivo, se ha establecido que el ciclo respiratorio puede dividirse
en tres etapas sucesivas (Richter, D. W., 1982; Hilaire, G. y Pasaro, R., 2003):

1) Etapa I (Inspiracion). Durante la cual el diafragma y los otros musculos
inspiratorios de la caja toracica se contraen (ver Figura 1A);

2) Etapa I-E (corresponde a la transicion entre Inspiracion y Espiracion).
Durante la cual los musculos inspiratorios dejan de contraerse progresivamente
mientras que los musculos espiratorios de la laringe se contraen para controlar el
flujo de aire fuera de los pulmones; y

3) Etapa E (Espiracion pasiva). Durante la cual el diafragma y los otros musculos

inspiratorios de la caja toracica se relajan gradualmente (ver Figura 1B).
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Figura 1. ;Como respiramos? La respiracion se produce por un proceso de inspiracion y espiracion. A)
Cuando la cavidad toracica se expande durante la inspiracion por la contraccion del diafragma y de los
musculos intercostales externos, los pulmones se expanden y el aire fluye en una tasa dependiente de la
resistencia de la via respiratoria. B) La espiracion a menudo es pasiva, especialmente en reposo, cuando
los pulmones y la caja torécica retroceden a sus posiciones de equilibrio.

En base a los registros de la actividad de neuronas en el tallo cerebral que se

activan ritmicamente en fase con la respiracion, se han definido seis diferentes tipos de

neuronas respiratorias (McCrimmon, D. R. et al., 2000; Hilaire, G. y Pasaro, R., 2003):

1))

2)

3)

4)

5)

6)

Neuronas Pre-I. Las cuales disparan en la transiciéon entre espiracion e
inspiracion;

Neuronas Early-1. Las cuales disparan desde el inicio hasta la mitad de la
inspiracion;

Neuronas I. Las cuales disparan durante toda la inspiracion;

Neuronas Late-I. Las cuales estan activas al final de la inspiracion;

Neuronas Post-1 (o Early-E). Las cuales disparan durante la etapa de transicion
de la inspiracion a la espiracion (fase IE); y

Neuronas E. Las cuales disparan durante la espiracion.

Siendo predominantes las Neuronas I y las Neuronas E (ver Figura 2)

(McCrimmon, D. R. et al., 2000).
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Figura 2. Modelo de la red respiratoria del tallo cerebral del gato adulto. Se muestran los patrones de
descarga del nervio frénico (area gris en la parte de arriba) y de neuronas respiratorias del tallo cerebral
(trazo en la parte de enmedio) que se usaron para distinguir tres etapas en el ciclo respiratorio [Inspiracion
(I), transicion de inspiracion-espiracion (I-E), y espiracion (E)] y seis tipos de neuronas respiratorias (Pre-
I, Early-I, I, Late-I, Early-E y E) (Tomado de Hilaire, G. y Pasaro, R., 2003).

2.2 Centros Respiratorios en el Tallo Cerebral

Como se menciond anteriormente, la respiracion estd comandada y regulada por
el SNC, especificamente por los llamados “centros respiratorios” en el tallo cerebral
(Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995; Richter, D. W. y Spyer, K.
M., 2001; Feldman, J. L., Mitchell, G. S. y Nattie, E. E., 2003; Pefia, F. y Garcia, O.,
2006). Las neuronas respiratorias, definidas como aquellas que disparan su potencial de
accion en fase con el ritmo respiratorio (McCrimmon, D. R. et al., 2000; Hilaire, G. y
Péasaro, R., 2003), se concentran en tres regiones medulares distintas descritas a

continuacion:



2.2.1 Centro Neumotaxico

Esta region consiste del nucleo respiratorio localizado en el puente, como el
nucleo parabraquial y el ntcleo Kollicker-Fuse, también conocido como el centro
neumotaxico (ver Figura 3) (Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J.,
1995; Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001; Pefia, F. y Garcia, O., 2006). Estas neuronas
propiobulbares no son esenciales para la generacion del ritmo respiratorio pero lo
enlentecen, influyen en la temporalidad de las fases respiratorias y regulan el flujo de
entrada de aire a los musculos durante el ejercicio y el suefio (Bianchi, A. L., Denavit-
Saubié, M. y Champagnat, J., 1995; Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001; Pefia, F. y

Garcia, O., 20006).

2.2.2 Grupo Respiratorio Dorsal (GRD)

Esta region respiratoria secundaria se localiza en la parte dorsal de la médula
oblonga, en la vecindad ventrolateral del nucleo del tracto solitario (NTS), también
conocido como el Grupo Respiratorio Dorsal (GRD) (ver Figura 3). El cual contiene
neuronas bulboespinales inspiratorias estrechamente relacionadas con el procesamiento
de la informacion de retroalimentacion (Pefia, F. y Garcia, O., 2006). Estas neuronas
reciben aferencias vagales de adaptacion lenta y rapida de receptores pulmonares y
quimiorreceptores carétidos (Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J.,
1995; Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001; Feldman, J. L., Mitchell, G. S. y Nattie, E.

E., 2003; Pefia, F. y Garcia, O., 2006).

2.2.3 Grupo Respiratorio Ventral (GRYV)
Finalmente, existe un grupo de neuronas heterogéneas (por ejemplo, neuronas

espiratorias vs. inspiratorias, propiobulbares vs. bulboespinales o motoneuronas



craneales) en la médula ventrolateral, en la vecindad del nicleo ambiguo (NA), llamado
Grupo Respiratorio Ventral (GRV), que a su vez se divide en el Grupo Respiratorio

Ventro-rostral (GRVr) y el Grupo Respiratorio Ventro-caudal (GRVc) (ver Figura 3).

2.2.3.1 Grupo Respiratorio Ventro-Rostral (GRVr)

Incluye el complejo Botzinger, el complejo pre-Botzinger (CPB) y el
Grupo Respiratorio Parafacial (GRPF) (ver Figura 3). Mientras que el complejo
Botzinger contiene un grupo mayor de neuronas espiratorias inhibidoras (Duffin,
J., Tian, G. F. y Peever, J. H., 2000), el CPB y el GRPF parecen contener una
poblacion heterogénea de neuronas respiratorias. Algunas de éstas tienen
propiedades marcapaso que se consideran importantes para la generacion del
ritmo respiratorio (ver mas adelante) (Onimaru, H., Arata, A. y Homma, I,
1988; Smith, J. C. et al., 1991; Rekling, J. C. y Feldman, J. L., 1998; Onimaru,
H. y Homma, I., 2003; Pefia, F. et al., 2004; Janczewski, W. A. y Feldman, J. L.,
2006).

2.2.3.2 Grupo Respiratorio Ventro-Caudal (GRVc)

Estd representado por el nucleo retroambiguo (NRA) (ver Figura 3) y
contiene, principalmente, neuronas premotoras espiratorias (Shen, L. y Duffin,

1., 2002).
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Figura 3. Centros Respiratorios en el tallo cerebral. Vista dorsal del tallo cerebral en donde se muestra
la localizacion del Centro Neumotaxico y de los Grupo Respiratorios Ventral y Dorsal. El area de las
lineas diagonales indica la region critica para la generacion del ritmo respiratorio: el Complejo pre-
Botzinger (Adaptada de Rekling, J. C. y Feldman, J. L., 1998).

Como se acaba de mencionar, los mamiferos, incluyendo los seres humanos,
pueden mantenerse vivos respirando ritmicamente; sin embargo, no se sabia mucho
acerca de como se logra realizar esta funcion hasta la muerte, hasta que algunos datos in
vitro estuvieron disponibles (ver Apéndice I) donde se identifico el circuito generador

del ritmo respiratorio.



3. Circuito Generador del Ritmo Respiratorio

3.1 El Complejo pre-Botzinger (CPB)

Los movimientos respiratorios en los mamiferos son generados por una red de
neuronas localizadas dentro del grupo rostro-ventro lateral del tallo cerebral que
producen un patrén ritmico de actividad neuronal. Este “corazén neuronal” que genera

el ritmo respiratorio se localiza en el CPB (Smith, J. C. et al., 1991).

3.1.1 Descubrimiento del CPB

El CPB, originalmente identificado en un estudio publicado por Smith, J. C. y
colaboradores (1991), es una pequefia region localizada caudalmente al nucleo
parafacial (NPF) y al complejo Botzinger, y rostralmente a la division semicompacta del

NA y al ntcleo de la formacion reticular lateral (NRL) (ver Figura 4).
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Figura 4. Localizacion del CPB. Vista sagital del tallo cerebral de rata neonata en la que se muestra al
complejo pre-Botzinger junto con las estructuras que lo rodean. El area de la ventanilla rectangular indica
la region critica para la generacion del ritmo: el Complejo pre-Botzinger (drea sombreada). Abreviaturas:
OS (Oliva Superior); NF (Nucleo Facial); NRL (Nucleo Reticular Lateral); NPF (Nucleo Parafacial);
GRVr (Grupo Respiratorio Ventro-rostral) y NAc (divisiéon semi-compacta del Nicleo Ambiguo caudal)
(Tomado de Smith, J. C. et al., 1991).

Durante sus investigaciones, Smith, J. C. y colaboradores (1991) utilizaron
preparaciones in vitro de tallo cerebral y médula espinal de ratas neonatas (preparacion
en bloc) (ver Apéndice I) e hicieron cortes sucesivos en direccion rostrocaudal y
caudorostral de 50 a 75 um de espesor mientras monitoreaban la salida motora en el
nervio frénico (fuente de inervacion del diafragma). A partir de estos cortes,
encontraron un area localizada entre un punto rostral con respecto al dbex (la region
extrema rostral del cuarto ventriculo) y caudal respecto al NPF y al complejo Botzinger.
Esta zona, de aproximadamente 350 pm de longitud, es capaz de generar una salida
motora aun en ausencia del resto de las estructuras que forman parte del tallo cerebral.
De esta manera, Smith, J. C. y colaboradores (1991) lograron aislar al CPB en
rebanadas transversales de tallo cerebral (350 a 700 um de espesor). Ademas, lograron

identificar tres clases de neuronas: 1) premotoneuronas bulboespinales que proyectan al



nicleo motor frénico, 2) interneuronas propiobulbares con conexiones directas a las
regiones medulares mas caudales; y 3) motoneuronas vagales. Las rebanadas contienen
no solo al CPB, sino también el nicleo espinal del trigémino [5SP, por sus siglas en
inglés (5-Spinal Trigeminal)], el nticleo dorsal motor del nervio vago (X), la oliva
inferior (OI), el NA y el nucleo del nervio hipogloso (XII). En estos dos tltimos nucleos
es posible registrar la salida motora generada por las neuronas del CPB (Smith, J. C. et

al., 1991) (ver Figura 5).
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Figura 5. Vista caudo-rostral del tallo cerebral. A) La zona removida en el centro corresponde a la
rebanada que contiene al CPB y que se muestra a su derecha. B) Representacion de rebanada en corte
transversal del tallo cerebral de ratén neonato mostrando la localizacion del CPB sobre el cual se muestra
colocado un electrodo de registro para la actividad poblacional neuronal. Se muestran las estructuras
vecinas al CPB que aparecen a este nivel del tallo: SP5 (nucleo espinal del trigémino), XII (nticleo del
nervio hipogloso), X (nucleo dorsal motor del nervio vago), NA (nucleo ambiguo) y OI (oliva inferior)
(Adaptada de Ramirez, J. M. et al., 1997 y de Lieske, S. P. et al., 2000).

Este descubrimiento permitié el desarrollo de preparaciones in vitro de
rebanadas ritmicas de tallo cerebral-médula espinal de roedores neonatos y jovenes
(Smith, J. C. et al., 1991; Ramirez, J. M., Quellmalz, U. J. y Richter, D. W., 1996), las
cuales contienen este complejo y se han convertido en importantes preparaciones
experimentales para el analisis de los mecanismos celulares y de red para la generacioén
del ritmo respiratorio. Dada la importancia funcional de esta region, se ha convertido en

el mayor foco de investigacion en el campo del control neuronal de la respiracion.



3.1.2 Funcion y Caracteristicas del CPB

El CPB se compone de un grupo de neuronas con propiedades intrinsecas
diversas que son esenciales para la generacion del ritmo respiratorio de los mamiferos
(Rekling, J. C. y Feldman, J. L., 1998; Feldman, J. L., Mitchell, G. S. y Nattie, E. E.,
2003). Las neuronas en el CPB son necesarias y suficientes para generar el ritmo
respiratorio in vitro (Rekling, J. C. y Feldman, J. L., 1998; Smith, J. C. et al., 1991).
Experimentos donde se utilizaron registros electrofisiolégicos y manipulaciones
farmacoldgicas [por ejemplo, induccion de hipoxia mediante cianuro de sodio en gatos
adultos (Solomon, 1. C., Edelman, N. H. y Neubauer, J. A., 2000); depresion del ritmo
respiratorio mediante morfina en ratas (Takita, K. et al., 2000); modificacion del ritmo
respiratorio con la neurotoxina saporina (SAP) asociada a sustancia P (SP) (SAP-SP)
(Wenninger, J. M. et al., 2004a) y eliminacion transitoria del ritmo mediante kainato en
conejos (Pantaleo, T., Bongianni, F. y Mutolo, D., 2005), inducen un decremento en la
actividad neuronal e influyen en el ritmo respiratorio o lo eliminan por completo]
confirmaron que el CPB estd fuertemente implicado en la generacion del ritmo
respiratorio (Smith, J. C. et al., 1991; Ramirez, J. M. et al., 1998a; Solomon, I. C.,
Edelman, N. H. y Neubauer, J. A., 1999; Gray, P. A. et al., 2001). Ademas, lesionarlo
(in vivo e in vitro), o eliminarlo, interrumpe la actividad inspiratoria (Hsieh, J. H. et al.,
1998; Koshya, N. y Guyenet, P. G., 1996; Ramirez, J. M. et al., 1998a; Solomon, 1. C.,
Edelman, N. H. y Neubauer, J. A., 1999) y provoca la desaparicion de la salida motora
respiratoria, ya sea transitoria o permanentemente (Smith, J. C. et al., 1991; Ramirez, J.
M. et al., 1998a; Wenninger, J. M. et al., 2004b; Pantaleo, T., Bongianni, F. y Mutolo,
D., 2005). Por lo tanto, la red oscilatoria contenida en el CPB es “necesaria” para la
generacion y regulacion del ritmo respiratorio. El mismo puede mantenerse en

preparaciones de rebanadas de tallo cerebral de roedores neonatos que generan actividad



motora relacionada con la inspiracion, lo que lo hace “suficiente” para la generacion del
ritmo respiratorio (Del Negro, C. A. et al., 2001).

El CPB es una columna bilateralmente simétrica; no obstante, cada lado de esta
columna es capaz de generar el ritmo respiratorio independientemente del otro, y hay
fuertes conexiones sindpticas que sincronizan la actividad de ambos lados
(McCrimmon, D. R. et al., 2000). Otra caracteristica importante del CPB es que posee
quimiosensibilidad intrinseca, lo que le permite generar una respuesta a la hipoxia
cuando es estimulado directamente (Solomon, I. C., Edelman, N. H. y Neubauer, J. A.,
2000; Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2000; Pefia, F. et al., 2004; Tryba, A. K.,
Pena, F. y Ramirez, J. M., 2006).

Una caracteristica que define al CPB como estructura es que sus células
funcionales pueden ser definidas anatoémicamente por la subpoblacion de neuronas
respiratorias propiobulbares dentro de la columna respiratoria ventro-lateral que
expresan el receptor para la neurocinina-1 [NKI1R, por sus siglas en inglés (NeuroKinin-
1 Receptor)] (Gray, P. A. et al., 1999, 2001; Guyenet, P. G. y Wang, H., 2001), por lo
que son una poblacién definida y localizable mediante inmunodeteccion (Gray, P. A. et
al., 1999; Guyenet, P. G. y Wang, H., 2001; Pagliardini, S., Ren, J. y Greer, J. J., 2003).
Ademas, las neuronas que expresan NK1R se pueden lesionar especificamente por la SP
conjugada a la SAP (SP-SAP) (Gray, P. A. et al., 2001). Estas lesiones dan como
resultado un patrén de respiraciéon ataxico, donde las ratas son hipdxicas e
hipercépnicas, ademas de presentar una sensibilidad reducida al CO,. Estos efectos
unicamente ocurrieron con la reduccion >80% de neuronas que expresan NKI1R en el
CPB. Gray, P. A. y colaboradores (2001) concluyeron que “... la respiraciéon normal en
mamiferos requiere un CPB intacto, con un papel necesario de neuronas que expresan

NKIR...”.



3.2 Contrastes Anatomicos de la Generacion del Ritmo Respiratorio

Como se menciono anteriormente, el circuito neuronal central que subyace a la
generacion del ritmo respiratorio en mamiferos se localiza en el tallo cerebral en una
region llamada CPB (Smith, J. C. et al., 1991). A diferencia del GRPF, u otras areas
también sugeridas de jugar un papel en la respiracion, la funciéon vital del CPB en la
generacion del ritmo respiratorio se demuestra por la evidencia de que la salida
respiratoria ritmica del tallo cerebral se elimina cuando el CPB se extirpa (Smith, J. C.
et al., 1991; Ramirez, J. M. et al., 1998a; Wenninger, J. M. et al., 2004b). Ademas,
perturbaciones de la funcion neuronal en y alrededor del CPB interrumpen severamente
la respiraciéon en mamiferos adultos (Hsieh, J. H. et al., 1998; Ramirez, J. M. et al.,
1998a). Actualmente estd bajo investigacion si el CPB coopera con el GRPF en la
generacion del ritmo respiratorio, o cual es el oscilador primario (Solomon, 1. C.,
Edelman, N. H. y Neubauer, J. A., 1999; Onimaru, H. y Homma, 1., 2003; Janczewski,
W. A. y Feldman, J. L., 2006). Recientemente, se ha debatido acerca de dos modelos
diferentes de generacion de ritmo respiratorio: uno propone que el GRPF es el principal
oscilador que transmite el ritmo al CPB (apoyador por Onimaru, H. y Homma, 1., 2003)
y el otro sugiere que, mientras que el CPB es el generador del ritmo inspiratorio, el
GRPF genera el ritmo espiratorio (apoyado por Janczewski, W. A. y Feldman, J. L.,
2006). Ya sea el CPB, el GRPF, o ambos los responsables, aun existe cierta

controversia acerca de los mecanismos celulares implicados en este proceso.



4. Eupnea, Suspiros y Boqueos

El sistema respiratorio de los mamiferos puede generar diferentes patrones de
respiracion, que incluyen la eupnea, los suspiros y los boqueos. Estos patrones son
identificables en todos los mamiferos desde el dia de su nacimiento (St John, W. M.,
1996). Existen diferencias muy claras que pueden ser medidas experimentalmente y que
los hacen distintos entre ellos; estas diferencias in vivo han sido utilizadas para
caracterizar sus respectivos correlatos in vitro, que se pueden diferenciar

farmacologicamente (Lieske, S. P. et al., 2000).

4.1 Eupnea

El patron respiratorio que se observa en reposo y se expresa bajo condiciones
fisiologicas normales se denomina eupnea (St John, W. M., 1996). In vivo, la eupnea se
caracteriza por un patron de aumento paulatino de la descarga de las neuronas
respiratorias (Lieske, S. P. et al., 2000) y por una activacion también paulatina de los
musculos respiratorios (Bianchi, A. L., Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat, J., 1995;
Ramirez, J. M. et al., 1998a). In vitro, registros de la actividad poblacional del CPB en
roedores revelaron dos patrones distintos de actividad inspiratoria bajo condiciones de
oxigenacion normal: eupnea y suspiros (ver Figura 6) (ver mds abajo). La eupnea se
caracterizo por un aumento en la descarga de la actividad poblacional que se presentd en
forma de campana; las actividades neuronales durante este patron de disparo incluian
células con actividades pre-inspiratorias, post-inspiratorias o espiratorias. Como se
acaba de mencionar, este es el criterio que define eupnea in vivo (Lieske, S. P. et al.,

2000) y, como la eupnea in vivo, este patron se produjo por una red normodxica o



hiperoxica (Lieske, S. P. et al., 2000). Por lo tanto, Lieske, S. P. y colaboradores (2000)

identificaron a este patrdn in vitro como “eupnea ficticia”.

4.2 Suspiros (“respiracion aumentada”)

El patrén respiratorio donde esfuerzos inspiratorios mayores estan por encima de
la eupnea se denomina suspiros o “respiracion aumentada” (St John, W. M., 1996). In
vitro, la actividad respiratoria registrada en una rebanada de tallo cerebral se caracteriza
por rafagas inspiratorias de forma bifasica (ver Figura 6):

Ira. Fase: Fase inicial indistinguible de la eupnea.

2da. Fase: Fase distinta de mayor amplitud.

La cual es seguida por una apnea breve (pausa de la respiracion) que ocurre a
bajas frecuencias que como resultado retrasa el disparo eupneico subsecuente, define los
suspiros o “respiracion aumentada” (Lieske, S. P. et al., 2000). Por lo tanto, Lieske, S.
P. y colaboradores (2000) proponen que el patrén in vitro representa un ‘“‘suspiro

ficticio”.

Figura 6. Caracterizacion de dos patrones de actividad in vitro representando una forma ficticia de
eupnea y suspiros. Representacion esquematica de la rebanada transversal que contiene el CPB, de
donde se registra la actividad poblacional (trazo inferior) y la integrada (trazo superior). Noétese la
presencia de rafagas con dos amplitudes distintas: una rafaga de pequefia amplitud, representando la
actividad eupneica, y una rafaga bifasica con componentes de pequefia y gran amplitud, correspondiente a
los suspiros (Tomado de Lieske, S. P. et al., 2000).



4.3 Boqueos

Condiciones hipoxicas o anoxicas llevan a un aumento inicial en la frecuencia de
la eupnea y los suspiros, seguida por una depresion y apnea primaria que dura segundos
0 minutos, y la reaparicion de la respiracion en un tercer patron cualitativamente distinto
conocido como boqueos (ver Figura 7), que estdn asociados con una rapida activacion
de los musculos inspiratorios y una elevacion en la tasa cardiaca y en el nivel de
activacion cortical (St John, W. M., 1990, 1996; Ramirez, J. M. et al., 1998b; Perkin,
R. M. y Resnik, D. B., 2002). Se caracterizan por esfuerzos inspiratorios cortos de
comienzo mas rapido y de menor amplitud que se entremezclan con pausas espiratorias
largas (St John, W. M., 1990; Lieske, S. P., Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2001).
Algunos investigadores reportan una transicion gradual de la forma de la rafaga seguida
de una apnea (Lieske, S. P. et al., 2000) antes del comienzo de los boqueos, mientras
que otros reportan transiciones sutiles sin que intervenga una apnea, refiriéndose al

patron de transicion como “pre-boqueos” (ver Figura 7).
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Figura 7. Caracterizacion de un tercer patréon de actividad in vitro representando los boqueos
ficticios (A, B). La respuesta andxica, con (A) y sin (B) apnea (cese de la actividad respiratoria)
interviniendo entre la eupnea y los boqueos (indicado por las flechas). Los asteriscos indican suspiros.
Noétese el incremento en la frecuencia de la actividad eupneica y de los suspiros durante el inicio de la
fase de aceleracion (Tomado de Lieske, S. P. et al., 2000).
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Usando rebanadas medulares transversales de ratones, se puede comparar la
actividad poblacional del GRV durante normoxia e hipoxia. Cuando el O, se reemplaza
por nitrogeno (anoxia), la actividad respiratoria sufre una transformacién muy similar a
la respuesta hipdxica in vivo, consistiendo de un aumento inicial y una depresion
subsecuente. En la fase de depresion, los boqueos se caracterizaron por un cambio en la
morfologia de la rafaga poblacional, de forma de campana en normoxia a un patrén de
descarga subita y decremento posterior en hipoxia (Lieske, S. P. et al., 2000) que se
refleja en diferencias significativas en el tiempo de subida y la duracién de la rafaga
muy similares a los observados in vivo (Wang, W., Fung, M. L. y St John, W. M., 1993;
Fung, M. L., Wang, W. y St John, W. M., 1994; Lieske, S. P., Thoby-Brisson, M. y
Ramirez, J. M., 2001). Esto es, con un decremento en el tiempo de subida de la
actividad inspiratoria y una disminucion de la duraciéon y frecuencia de la rafaga sin
espiraciones subsecuentes (ver Figura 8) (Fung, M. L., Wang, W. y St John, W. M.,
1994; Lieske, S. P. et al.,, 2000). Basados en estas similitudes, Lieske, S. P. y
colaboradores (2000) proponen que la actividad producida durante anoxia prolongada in
vitro representa “boqueos ficticios”. Esta conclusion se refuerza con la observacion de
que la respuesta bifasica a la hipoxia que se observa in vivo es practicamente igual in
vitro: una aceleracion inicial de la eupnea y de los suspiros seguida de una depresion
que da lugar a la generacion de boqueos (Lieske, S. P. et al., 2000; Pefia, F. et al., 2004;

Tryba, A. K., Pena, F. y Ramirez, J. M., 2006).
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Figura 8. Actividad poblacional integrada durante el disparo de una rafaga en normoxia
(izquierda) y en hipoxia (derecha). La medida de la duracion de la rafaga se indica por lineas sélidas, y
la medida del tiempo de subida de la rafaga se indica por lineas punteadas. Notese la reduccion
significativa en ambas variables bajo condiciones de hipoxia, la cual es consistente con la descripcion de
boqueos in vivo (Tomado de Lieske, S. P. et al., 2000).

Ademas, los boqueos son un mecanismo critico para la supervivencia, ya que
representan el Ultimo esfuerzo respiratorio que genera un mecanismo de
autorresucitacion (ver mas adelante) (Deshpande, P. et al., 1999) cuando la eupnea falla
(St John, W. M., 1996; Gozal, D. et al., 2002; Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005). Si ésta
falla, deviene finalmente la apnea terminal (Gozal, D. et al., 2002), la cual se caracteriza
por el paro irreversible y, finalmente, la muerte del organismo. La duracién de la fase de
boqueos varia, puede ser tan breve como uno o dos boqueos a un periodo prolongado de
boqueos que dura minutos o incluso horas, dependiendo de la edad del animal o de un
fallo cardiaco. De hecho, en cualquier caso en el que se presente la hipoxia, “los
boqueos son un requisito natural para la respiraciéon normal” (St John, W. M., 1996).
Finalmente, es importante mencionar que, una de las principales hipotesis para explicar
el SIDS (ver mas adelante) es: los nifios que mueren de SIDS tienen una deficiencia en
los mecanismos que generan los boqueos, llevando a un fallo en la autorresucitacion

(Poets, C. F. et al., 1999; Pena, F. y Ramirez, J. M., 2005; Pefia, F. y Garcia, O., 2006).

De esta manera, la presencia de diferentes patrones respiratorios (eupnea,

suspiros y boqueos) en la rebanada de tallo cerebral resulta un muy buen modelo



experimental para el estudio de los ritmos respiratorios, y plantea problemas
interesantes como: ;cuales son los mecanismos generadores del ritmo que diferencia la
actividad eupneica de boqueos?, ;cudles son los mecanismos celulares que transforman
la red neuronal de estado eupneico a boqueos durante la hipoxia? y, ;cual es el papel de

otras areas relacionadas con la respiracion en modular estos dos patrones motores?.

5. Respuesta Respiratoria a la Hipoxia

El O, es esencial para la homeostasis y la supervivencia de las células en todos
los organismos aerobicos (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005). Una falta de O, puede ser
perjudicial y puede, eventualmente, llevar a la muerte del organismo. Mientras que
algunas tortugas y peces pueden sobrevivir condiciones andxicas por varias semanas
(Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007), los mamiferos toleran dos horas de
apnea como maximo, y los pajaros, incluso menos. Por lo tanto, no es de sorprender que
diversas estrategias han evolucionado para asegurar un suministro de O, adecuado y
para detectar y responder a cambios en los niveles de O,. Para responder adecuadamente
a los cambios en el estado de oxigenacion, los animales requieren mecanismos internos
que detecten el O, (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007). La deteccion de
los niveles de O, ocurre a través de neuronas u otras células que incrementan su
actividad durante la hipoxia y se mide en la periferia, mientras que el CO, se mide en el
SNC (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

También hay neuronas que necesitan ser resistentes a la hipoxia. Algunas de
estas neuronas resistentes a la hipoxia se comportan como clasicos quimiosensores a O;.

Estos sensores centrales a O, probablemente monitorean los niveles de O, cerebrales v,



cuando se activan, coordinan funciones criticas necesarias para la supervivencia de todo
el organismo, como lo es la respiracion (Neubauer, J. A. y Sunderram, J., 1996; Pefia, F.
y Ramirez, J. M., 2005).

La hipoxia es un estado en el cual la disponibilidad de O, es deficiente en el
cerebro y en otros 6rganos y tejidos del cuerpo. Esta condicion puede ser causada por
una reduccion en la presion parcial de O, (PO;) en el ambiente, por el transporte de O,
inadecuado o por la incapacidad de los tejidos para usar el O, (Neubauer, J. A. y
Sunderram, J., 1996; Pena, F. y Ramirez, J. M., 2005; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y
Blix, A. S., 2007).

La hipoxia a menudo es un estado del organismo, no del ambiente. La distincién
entre hipoxia del organismo y del ambiente no es siempre directa. La hipoxia del
organismo puede ocurrir en un ambiente normoxico, por ejemplo, bajo condiciones
clinicas o en hibernacion. Ademads, los organismos adaptados que viven en altitudes
mayores y en madrigueras subterraneas que son bajas en O, pueden crear un ambiente
interno que no es hipoxico (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

Cada ano, cientos de miles de humanos se ven afectados por diversas
condiciones hipdxicas. Las condiciones hipdxicas se asocian a menudo con cambios
ambientales especificos (como aquellos que ocurren durante un ascenso a altitudes
mayores) o a diversas condiciones patoldgicas, como aquellas asociadas con la
insuficiencia de flujo sanguineo a los tejidos (hemorragias cerebrovasculares, oclusiones
vasculares, paros cardiacos, isquemias miocardiacas y cirugia coronaria) o trastornos
respiratorios (obstruccion de las vias aéreas, apneas del suefio, bronquitis cronica,
disfunciéon y/o enfisema pulmonar, asma, fallo en el control neuronal, apneas
recurrentes en bebés prematuros y SIDS) (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005; Ramirez, J.

M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).



5.1 Hipoxia Aguda, Intermitente y Cronica

Las respuestas a la hipoxia pueden ser agudas, intermitentes o cronicas y son

considerablemente diferentes entre ellas.

5.1.1 Hipoxia Aguda

Las respuestas a la hipoxia pueden ser agudas (durando segundos a minutos)
debido a bajadas subitas en los niveles ambientales de PO, o a paros cardiacos subitos.
Por ejemplo, los mamiferos que bucean, asi como algunos que hibernan, rutinariamente
experimentan hipoxia aguda (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

Una de las primeras manifestaciones de la hipoxia aguda, que ocurre en
segundos, es la pérdida de funciones cerebrales superiores, como aquellas que dan
origen a la consciencia y a la conducta dirigida y estan asociadas con la pérdida de
actividad electroencefalografica (EEG) y potenciales evocados (Pefa, F. y Garcia, O.,
2006). El tiempo requerido para causar perturbaciones en las funciones conductuales
(usualmente segundos) es mucho mas corto que el tiempo requerido para observar
cambios histopatoldgicos (usualmente minutos) (Pefa, F. y Ramirez, J. M., 2005). Esto
quizas se debe a que aquellas funciones que no son esenciales para la supervivencia
inmediata se apagan, almacenando de esta manera energia metabolica; mientras que las
funciones que son criticas para la supervivencia inmediata se mantienen en un modo
funcional (por ejemplo, la respiracion). Esto es, puede ser ventajoso aumentar
inicialmente funciones auténomas que realcen el suministro de O, y reduzcan el

consumo de O,.



5.1.2 Hipoxia Intermitente

La hipoxia intermitente se define en términos generales como episodios de
hipoxia repetida intercalados con episodios de normoxia (Neubauer, J. A., 2001). Este
tipo de patron hipdxico se observa en la apnea del suefio obstructiva [OSA, por sus
siglas en inglés (Obstructive Sleep Apnea)] (ver Apéndice II).

La hipoxia intermitente cronica incrementa significativamente la masa cardiaca
del ventriculo derecho, probablemente asociada con la remodelacion vascular pulmonar
e hipertension pulmonar (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005). También existen efectos
perjudiciales en el desarrollo normal, especialmente en el feto; ya que estd bien
establecido que la hipoxia intermitente decrementa significativamente el crecimiento
fetal (Pena, F. y Ramirez, J. M., 2005). Ademas, tiene consecuencias a largo plazo,
incluyendo problemas de hipertension, cerebrales y coronarios, déficits neurocognitivos
y del desarrollo y, neurodegeneracion causada por efectos acumulativos de ataques
persistentes de hipoxia (Neubauer, J. A., 2001; Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005). En
modelos animales, la hipoxia intermitente lleva a neurodegeneracion, inflamacion y
aprendizaje espacial dafiado.

Relevante para SIDS, tanto la hipoxia intermitente prenatal como postnatal
temprana, afecta negativamente los mecanismos generadores de boqueos y la capacidad
para autorresucitar se ve marcadamente reducida (Guntheroth, W. G. y Kawabori, 1.,
1975; Fewell, J. E. et al., 2000; Gozal, D. et al., 2002).

A pesar de los efectos perjudiciales de la hipoxia intermitente, también se han
usado protocolos de hipoxia intermitente en humanos debido a sus efectos benéficos.
Por ejemplo, se ha mostrado que el entrenamiento de hipoxia intermitente tiene un
efecto anti-arritmico significativo en isquemia miocardial aguda en animales

conscientes; previene arterioesclerosis experimental en conejos; es un estimulo efectivo



para eritopoietina (una hormona que estimula la formacion de globulos rojos) producida
en humanos y ratas y, en la red respiratoria, produce un incremento a largo plazo en la

respiracion normoxica (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005).

5.1.3 Hipoxia Cronica

Las respuestas a la hipoxia también pueden ser cronicas (durando horas a dias).
Por ejemplo, los mamiferos que viven en altitudes mayores, asi como los que viven en
madrigueras, rutinariamente estan expuestos a hipoxia cronica (Pefia, F. y Ramirez, J.
M., 2005; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

La hipoxia cronica puede ocurrir bajo ciertas condiciones ambientales como
resultado de flujo sanguineo insuficiente (hemorragia cerebrovascular, oclusion vascular
o bypass coronario) o disfuncién cerebral (obstruccion de las vias aéreas, tumores
cerebrales, disfunciéon pulmonar o fallo de control neuronal). Las caracteristicas
temporales de la hipoxia crénica (por ejemplo, hipoxia intermitente vs. continua)
influye en como las neuronas y las redes neuronales se adaptan a la hipoxia cronica
(Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

Durante la hipoxia prolongada, la conservacion de O, se convierte mas
importante que el tratar de realzar el suministro de O,, el cual puede permanecer ausente
por un periodo mas largo (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005; Ramirez, J. M., Folkow, L.

P. y Blix, A. S., 2007).

Resumiendo, el modo en el cual un organismo responde a la hipoxia depende del
tipo de condiciones hipoxicas (aguda vs. cronica, intermitente vs. continua) asi como de
la salud y edad del organismo —nada mas por nombrar algunos factores-. Por lo tanto,

para generar estas respuestas adaptativas, las funciones neuronales deben ser reguladas



de una manera heterogénea (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005; Ramirez, J. M., Folkow,

L. P. y Blix, A. S., 2007).

5.2 Respuesta Bifasica a la Hipoxia

Aunque los cambios inducidos por la hipoxia se han estudiado en muchas
neuronas y redes, no hay muchas redes neuronales en las cuales es posible relacionar
cambios hipoxicos a nivel celular con cambios al nivel de la red funcional. La respuesta
del sistema respiratorio de los mamiferos a la hipoxia es una excepcion, ya que su
respuesta se puede estudiar en preparaciones in vivo e in vitro (Pefa, F. y Ramirez, J.
M., 2005).

La respuesta a la hipoxia del cerebro mamifero es extremadamente heterogénea.
De hecho, una de las respuestas hipoxicas iniciales producidas en la mayoria de las
redes neuronales es una profunda depresion de la transmision sinaptica observada in
vivo (Richter, D. W. et al., 1991) e in vitro (en el CPB) (Ramirez, J. M. et al., 1998b;
Lieske, S. P. et al., 2000; Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005). Esta depresion general
puede reducir el numero total de neuronas activas en cualquier red neuronal y puede
actuar directamente dentro del CPB en neuronas de tipo marcapaso (ver mas adelante)
(Pefia, F. y Garcia, O., 2006).

Los efectos de la hipoxia sobre distintas funciones cerebrales en general o sobre
algunos circuitos neuronales en particular no estdn muy bien establecidos.
Principalmente porque los efectos de la disminucién en la presion de O, varian de una
estructura cerebral a otra (Haddad, G. G. y Jiang, C., 1993; Pisani, A., Calabresi, P. y
Bernardi, G., 1997; Telgkamp, P. y Ramirez, J. M., 1999; Xu, L., Sapolsky, R. M. y

Giffard, R. G., 2001).



Como mencionamos anteriormente, la red neuronal que controla la respiracion
en los mamiferos responde a la hipoxia de manera bifasica (Bureau, M. A. et al., 1984;
Haddad, G. G. y Mellins, R. B., 1984; Neubauer, J. A., Melton, J. E. y Edelman, N. H.,
1990; Richter, D. W. et al., 1991; England, S. J. et al., 1995; Martin, R. J. et al., 1998;
Bodineau, L., Cayetanot, F. y Frugiere, A., 2000; Maxova, H. y Vizek, M., 2001). De
hecho, la respuesta bifasica a la hipoxia puede demostrarse de manera mas convincente
en la actividad ritmica respiratoria generada espontaneamente en la preparacion de
rebanada transversal de tallo cerebral de ratones en todas las etapas postnatales (dia
postnatal (P) 0-22) (Ramirez, J. M., Quellmalz, U. J. y Richter, D. W., 1996; Ramirez,
J.M. et al., 1998b; Telgkamp, P. y Ramirez, J. M., 1999; Lieske, S. P. et al., 2000;
Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2000; Pena, F. et al., 2004), la cual tiene muchas
similitudes a la respuesta del sistema intacto bajo condiciones in vivo (Richter, D. W. et
al., 1991; England, S. J. et al., 1995; Ramirez, J. M. et al., 1998b). La primera fase
consiste de una aceleracion, caracterizada por un incremento inicial en la frecuencia y
la amplitud de la eupnea y de los suspiros, que sirve como un mecanismo importante
para incrementar el suministro de O,. Si las condiciones hipoxicas contintian, entonces
la aceleracion es seguida por la fase de depresion. Se cree que esta fase de depresion
almacena energia metabolica durante situaciones donde los niveles de O, son bajos;
durante la cual la frecuencia y la amplitud del ritmo respiratorio decrementa de manera
inicial para dar paso a la generacion de un nuevo ritmo respiratorio llamado boqueo (ver
Figura 9). Si la hipoxia continlia de manera ininterrumpida, los boqueos desaparecen y
deviene la apnea hipdxica final (cese irreversible de la respiracion). De hecho el Gltimo

ritmo respiratorio que se presenta antes de la muerte es el boqueo.
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Figura 9. Respuesta bifasica a la hipoxia de la rebanada de tallo cerebral. La primera fase consiste de
una aceleracion, caracterizada por el incremento inicial de la frecuencia de la actividad eupneica y de los
suspiros; si las condiciones hipoxicas contintan, entonces la aceleracion es seguida por la fase de
depresion, durante la cual la frecuencia y amplitud del ritmo respiratorio decrementa de manera inicial
para dar paso a la generacion de boqueos (Tomado de Lieske, S. P. et al., 2000).

Aunque la respuesta bifasica a la hipoxia es generalmente estereotipada y
reproducible, existe alguna heterogeneidad entre diferentes nucleos respiratorios y
animales de edades diferentes.

Generalmente, los mamiferos recién nacidos son mas resistentes a la hipoxia que
los mamiferos adultos (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005). En 1953, Hicks, S. P. report6
que los roedores recién nacidos podian resistir a la hipoxia por casi una hora sin dafo.
Similar a otras redes respiratorias de mamiferos, la red respiratoria de neonatos es muy
resistente a la hipoxia, lo cual se explica mejor por un metabolismo anaerobico eficiente
(Ballanyi, K., Volker, A. y Richter, D. W., 1994; Ramirez, J. M., Quellmalz, U. J. y
Richter, D. W., 1996). Adicionalmente, el ritmo respiratorio generado en preparaciones
in vitro persiste por varios minutos e incluso horas bajo condiciones de hipoxia en
recién nacidos (Ballanyi, K., Volker, A. y Richter, D. W., 1994; Ramirez, J. M.,
Quellmalz, U. J. y Richter, D. W., 1996; Ballanyi, K., Onimaru, H. y Homma, 1., 1999).
Sin embargo, se ha observado que en las rebanadas de tallo cerebral provenientes de
neonatos mayores a 7 dias se genera la apnea hipdxica en condiciones de hipoxia

prolongada (Ramirez, J. M., Quellmalz, U. J. A. y Wilken, B., 1997).



La capacidad glicolitica puede ser un importante determinante de la
supervivencia neuronal en la hipoxia prolongada y puede explicar parcialmente las
diferencias en la tolerancia a la hipoxia entre edades y subtipos de neuronas (Pefia, F. y

Ramirez, J. M., 2005).

5.3 Tolerancia a la Hipoxia

Un organismo responde a la hipoxia de una manera adaptativa. Sin embargo,
esta respuesta no puede ser Unica ni estereotipada (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005).
Todos los mamiferos desarrollan mecanismos efectivos para poder sobrellevar la
disponibilidad de O, reducido (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007). Estos
animales logran la tolerancia a la hipoxia crénica y aguda por medio del metabolismo.
El concepto es que un animal asume un estado hipometabolico para reducir sus
requerimientos de O, y asi evitar los efectos perjudiciales de la hipoxia, incluyendo
necrosis y apoptosis. Este estado hipometabdlico involucra probablemente todos los
sistemas de Organos y, por lo tanto, requiere una ajustada coordinacién de varios
procesos ocurriendo concurrentemente. A través de la respuesta hipoxica, el organismo
activa o desactiva diversos mecanismos continuamente, dependiendo si una cierta
funcion se mantiene, altera o interrumpe. Algunas células permanecen activas
metabolicamente, mientras que otras se apagan o dependen de metabolismo anaerobico
que puede ser el responsable del incremento en la tolerancia a la hipoxia de mamiferos
neonatos (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2005; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S.,
2007). Esta inhibicion celular es regulada temporalmente y durante la exposicion a la

hipoxia, las redes celulares activas continian controlando funciones vitales.



Metabodlicamente, los humanos que residen en altitudes mayores tienen una
capacidad aerébica maxima y un trabajo glicolitico mas bajo que los humanos
residentes al nivel del mar, pero la capacidad de trabajo se ve mucho menos afectada
por la hipoxia aguda en residentes de tierras altas que en residentes de tierras bajas.
Entonces, los humanos que residen en altitudes mayores acumulan menos lactato
durante el ejercicio y tienen mejor resistencia bajo condiciones de trabajo subméximas
comparada con los humanos residentes en tierras bajas. Respecto al SNC, algunos
residentes de altitudes mayores tienen o generan un hipometabolismo sutil como un
mecanismo de defensa contra la hipoxia (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S,,

2007).

6. Autorresucitacion y Generacion de Boqueos

La habilidad de los animales para alterar el patrén respiratorio de eupnea a
boqueos se considera critico para la supervivencia. En hipoxia extrema o anoxia, los
animales tipicamente exhiben una respuesta bifasica con actividad respiratoria primero
incrementada y después declina a apnea. Esta apnea primaria se interrumpe por los
boqueos. Si a los animales se les permite respirar aire u O, una vez que los boqueos han
comenzado, ocurre la recuperacion espontinea de la apnea hipdxica, es decir, el
reestablecimiento de la eupnea, la cual asegura la supervivencia en la mayoria, pero no
en todos los animales. Esta habilidad de los boqueos de revertir un episodio amenazante
de vida se ha denominado “autorresucitacion” (Adolph, E. F., 1969; Guntheroth, W. G.
y Kawabori, L., 1975; Fung, M. L., Wang, W. y St John, W. M., 1994; St John, W. M.,

1990, 1996; Deshpande, P. et al., 1999; Fewell, J. E. et al., 2000; Gozal, D. et al., 2002).



El proceso de recuperacion de la hipoxia por medio de los boqueos primero se
denomind “resucitacion por uno mismo” en el afio de 1969 por Adolph, E. F. y después
“autorresucitacion” en el ano de 1975 por Guntheroth, W. G. y Kawabori, 1.

Referente a los boqueos, Lumsden, T. (1923) presagié su importancia en la
autorresucitacion: “Mi punto de vista es que los boqueos son reliquias o restos mortales
de algunos procesos respiratorios primitivos, transitorios e intermedios entre la
respiracion branquial y la respiracion pulmonar, como cuando un pez boquea cuando se
le saca del agua. Aun he visto muchos ejemplos en los que los boqueos han sido
suficientes para revivir a los animales cuyos centros respiratorios superiores han fallado
temporalmente; asi que no me sorprendié que la facultad haya persistido en la lucha
evolutiva” (Lumsden, T., 1923, pag. 364).

Ademads, se ha hecho énfasis de la importancia de los boqueos en la
autorresucitacion durante la apnea en infantes y que episodios repetidos de apnea
pueden llevar al fallo de la autorresucitacion. Por lo tanto, se sugiere que el fallo en la
autorresucitacion puede ser el evento critico que vincula la apnea prolongada para
causar la muerte en ciertos casos de SIDS (Guntheroth, W. G. y Kawabori, L., 1975;
Fung, M. L., Wang, W. y St John, W. M., 1994; St John, W. M., 1990, 1996;
Deshpande, P. et al., 1999; Poets, C. F. et al., 1999; Fewell, J. E. et al., 2000; Gozal, D.
et al., 2002).

Cuando la autorresucitacion falla, la cual resulta de la integracion de muchas
funciones fisiologicas, es de suponer que uno o mas de los diversos sistemas de 6rganos
que participan han fallado (Guntheroth, W. G. y Kawabori, 1., 1975; Deshpande, P. et
al., 1999). El retiro de O, atmosférico inicialmente estimula la actividad respiratoria,
cardiaca y motora. Después, con hipoxemia severa (PO, arterial <10 Torr) ocurre una

reduccién abrupta en el consumo de actividad y energia por todos los 6rganos mayores,



particularmente en el cerebro, el corazon, y los misculos respiratorios al comienzo de la
apnea hipoxica, bradicardia y el coma (Deshpande, P. et al.,, 1999). Posteriormente,
toma lugar una transicion de metabolismo oxidativo a anaerdbico, no Unicamente en
estos Organos, sino también en el cuerpo como un todo. Carbohidratos, almacenados
como glucdgeno, se convierten en la fuente principal de combustible, y el consumo
reducido de energia por el corazon y otros o6rganos, cuando se combina con suficiente
almacenaje de glucdgeno, incrementa la duracion de la supervivencia durante la anoxia
(Deshpande, P. et al., 1999).

Sin embargo, la supervivencia méxima requiere la reoxigenacion de la sangre.
Aunque los boqueos, los cuales dependen de metabolismo anaerdbico, pueden persistir
por un tiempo limitado en la ausencia de perfusion cerebral, se requiere suficiente
circulacion pulmonar y sistémica para transportar sangre oxigenada al corazon y al
cerebro para la recuperacion de funciones normales. Esta conclusion estd apoyada por
las observaciones a menudo repetidas de que la autorresucitacion exitosa, o para el caso,
resucitacion artificial por ventilacion mecdanica, requiere un pequeio pero definido nivel
de funcion cardiaca como se refleja en la presion sanguinea sistolica (Deshpande, P. et
al., 1999). Asi, en la autorresucitacion exitosa, las funciones respiratorias y
cardiovasculares estdn coordinadas e interdependientes. Por lo tanto, aunque hay
numerosos casos teoricos de fallo de autorresucitacion, dos causas primarias son: 1) el
fallo circulatorio resultante de inadecuado almacenaje de glucdgeno en el higado y/o en
el corazén para suministrar una adecuada perfusion a los tejidos y, 2) el fallo de los

boqueos para inflar los pulmones (Deshpande, P. et al., 1999).

Gershan, W. M., Jacobi, M. S. y Thach, B. T. (1992) definieron los eventos

cardiorrespiratorios que ocurren durante autorresucitaciones exitosas de apneas



hipdxicas en ratones. Estos eventos cardiorrespiratorios consistieron de tres etapas
secuenciales:

Etapa I: Boqueos con bradicardia marcada e introduccion de aire en los
pulmones por medio de los boqueos.

Etapa II: Resucitacion cardiaca con un rapido incremento en la tasa cardiaca a
mas de 60% de basal y transporte de O, de los pulmones al corazon.

Etapa III: Resucitacion respiratoria con un incremento en la tasa respiratoria a
mas de 60% de basal y respuesta del corazon al incrementar la tasa cardiaca y salida
cardiaca; y finalmente, respuesta del sistema nervioso para reoxigenacion y perfusion
incrementada.

Ademas, el nimero de autorresucitaciones exitosas decrementa conforme avanza
la edad postanatal (Fewell, J. E. et al., 2000). Esto es, la edad postnatal influye
significativamente en la duracion y niimero total de boqueos durante una exposicion
unica a hipoxia (Fewell, J. E. et al., 2000; Gozal, D. et al., 2002), asi como en la
habilidad de las ratas de autorresucitar de apneas primaria durante exposiciones
repetidas a hipoxia. Mientras la edad postnatal incrementa, el tiempo del Gltimo boqueo
decrementa asi como el nimero de autorresucitaciones exitosas (Fewell, J. E. et al.,
2000; Gozal, D. et al., 2002). Por dias 9-10 de edad postnatal, el ntimero de
autorresucitaciones exitosas alcanza su minimo y no cambia significativamente después
de esta edad. Antes del fallo de la autorresucitacion, todas las autorresucitaciones
exitosas exhiben los mismos patrones cardiorrespiratorios. Inicialmente, un periodo de
hiperpnea, el cual precede la apnea primaria y la bradicardia; después, los boqueos son
seguidos por un incremento en la tasa cardiaca y, finalmente, por la restauracion del
patron respiratorio normal (Fewell, J. E. et al., 2000). Sin embargo, la secuencia de

eventos que lleva al fallo de la autorresucitacion parece ser diferente en ratones recién



nacidos vs. ratones mas grandes (Fewell, J. E. et al,, 2000), ya que mientras la
maduracidn en ratones y otras especies progresa, el consumo de energia basal de los
tejidos del cerebro incrementa marcadamente y, concomitantemente, la susceptibilidad
del cerebro a dafios temporales o permanentes incrementa (Deshpande, P. et al., 1999).
Como consecuencia, se requieren mecanismos que faciliten rdpidamente la
autorresucitacion para que el cerebro adulto evite lesiones. Por lo tanto, el tiempo
necesario para realizar una autorresucitacion exitosa decrementa durante la maduracioén
(Deshpande, P. et al., 1999).

Debido a lo mencionado anteriormente, se puede especular que el éxito de los
boqueos en la autorresucitacion puede depender de las especies y de la madurez del

sujeto (Fewell, J. E. et al., 2000).

7. Sindrome de Muerte Subita Infantil (SIDS)

Dentro de los distintos desordenes clinicos de la respiracion, el SIDS es la
principal causa de mortalidad postnatal en los paises desarrollados (Anderson, R. N. y
Smith, B. L., 2003).

El SIDS o cominmente conocido como muerte de cuna, se define como “la
muerte subita de un infante, menor del afio de edad, que permanece inexplicable”. El
diagnéstico de la muerte de cuna es de “exclusion”, es decir, se diagnostica después de
una minuciosa investigacion del caso, incluyendo un anélisis exhaustivo del cadaver, la
ejecucion de una autopsia, la examinacion de la escena de la muerte, y una revision de
la historia clinica que no arrojan sintomas de ninguna enfermedad ni sefales de maltrato

(Willinger, M., James, L. S. y Catz, C., 1991).



Se piensa que la muerte subita infantil ocurre mientras el bebé duerme o durante
la transicion del dormir al despertar, principalmente entre las dos semanas y ocho meses
de edad, con el 90% de los casos ocurriendo durante los primeros seis meses de vida
(Willinger, M., James, L. S. y Catz, C., 1991), con mayor frecuencia entre los dos y
cuatro meses de edad y es poco comun durante el primer mes (Guntheroth, W. G. y
Spiers, P. S., 2002).

El SIDS es multifactorial y sus causas precisas no se conocen. Esto se debe,
parcialmente, a que es excepcionalmente dificil obtener datos de los cambios
patofisioldgicos que ocurren inmediatamente antes de la muerte (Poets, C. F. et al.,
1999). Sin embargo, hay un consenso casi generalizado en que la causa ultima de la
muerte del infante es su inhabilidad de responder ante la hipoxia (Guntheroth, W. G. y
Spiers, P. S., 2002). Esto es, una deficiencia en la generacion de boqueos y, por lo tanto,
de autoresucitacion, parece ser el factor mas importante en la aparicion de este

sindrome.

7.1 Factores de Riesgo y Modelos de Estudio

Actualmente no hay un modo conocido para prevenir el SIDS, pero hay cosas
que los padres pueden hacer para reducir el riesgo de una muerte por el SIDS. Se sabe
que ciertas influencias ambientales y conductuales (llamados factores de riesgo) pueden
hacer a un infante mas susceptible a esta enfermedad -aunque no son necesariamente la
causa-. Hasta ahora, se han identificado varios factores de riesgo de naturaleza muy

diversa, de los que se mencionaran algunos a continuacion:



7.1.1 Posicion del Bebé al Dormir

Uno de los principales factores de riesgo aceptados hasta el momento es la
posicion en la que el infante duerme, ya que la obstruccion de las vias aéreas es mas
frecuente si lo hace boca abajo (Mitchell, E. A. et al., 1999; Coté, A. et al., 2000;
Paluszynska, D. A., Harris, K. A. y Thach, B. T., 2004). No obstante, el nimero de
muertes ha declinado gracias a campanas educativas, especialmente aquellas que
promueven la colocacion del infante en posicion supina (boca arriba) antes de dormir
(incluso durante las siestas). Con el objetivo de evitar que la cara del bebé quede
cubierta durante el suefio, se aconseja que la cuna esté libre de almohadas,
almohadones, colchas, edredones, ropa enrollada, mufiecas y juguetes. El colchon debe
ser firme y se debe vestir al bebé con ropa de dormir adecuada con el proposito de
arroparlo exclusivamente con una sabana fina alrededor de la base del colchon de la
cuna, alcanzando unicamente el pecho del bebé y que sus brazos queden fuera de la
sdbana. Se deben evitar camas de adultos, camas de agua, sillones u otras superficies

blandas para dormir (Mitchell, E. A., Scragg, L. y Clements, M., 1996).

7.1.2 Temperatura Corporal

Un segundo factor es la temperatura corporal del neonato durante el suefio. Las
victimas del SIDS exhiben tipicamente una elevada temperatura corporal al momento de
la muerte, lo cual puede deberse a la cantidad de ropa o cobijas, la temperatura del
cuarto, y la estacion del afio (Fleming, P. J. et al., 1990; Poets, C. F. et al., 1999). Esta
condicion, llamada hipertermia, puede derivar en apnea y resultar en la muerte si no es
controlada por los mecanismos de modulacion de la respiracion (Eshel, G. et al., 1990).
La investigacion basica a este respecto ha contribuido con una cantidad considerable de

informacion. Tryba, A. K. y Ramirez, J. M. publicaron, en el 2004, un trabajo en el que



se analiza el papel de la hipertermia en respuesta a la hipoxia en la red respiratoria del
raton neonato (Tryba, A. K. y Ramirez, J. M., 2004). Estos autores encontraron que las
condiciones de hipertermia reducen significativamente la amplitud y la duracion de las
rafagas producidas por el CPB y que la apnea suele ocurrir cuando la temperatura de la
rebanada baja (Tryba, A. K. y Ramirez, J. M., 2004). Ademads, probaron que las
neuronas marcapaso en el CPB cesan su actividad cuando se exponen a temperaturas
superiores a los 40°C (Tryba, A. K. y Ramirez, J. M., 2004), por lo que es posible que la
temperatura corporal se encuentre fuera del control del sistema nervioso del neonato si
es demasiado elevada. Ademas, en el 2004, Kahraman, L. y Thach, B. T. llegaron a la
conclusion de que ni la hipoxia ni la hipertermia, por separado, son mortales en ratones
neonatos, pero la combinacion de ambas es letal; esto se debe principalmente a un
decremento en el nimero y la duracién de los boqueos (Kahraman, L. y Thach, B. T.,

2004).

7.1.3 Liberacion de Interleucinas

Se sabe que la liberacion de interleucinas (fendémeno que ocurre durante la
respuesta del sistema inmune a una infeccion), especialmente la interleucina 18, puede
ser una fuente de riesgo, pues prolonga la apnea al interferir con el proceso de
autorresucitacion (Stoltenberg, L. et al., 1994), por lo que un infante, si se encuentra

expuesto a una infeccion, es mas vulnerable a un episodio hipoxico.

7.1.4 Opioides
Se cree que los péptidos opioidérgicos endogenos pueden estar involucrados en
el SIDS (Guntheroth, W. G. y Kawabori, 1., 1975; Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y

Champagnat, J., 1995; Deshpande, P. et al., 1999), ya que las concentraciones de



opioides endogenos y los niveles de B-endorfinas estan significativamente elevados en
infantes que mueren de SIDS (Guntheroth, W. G. y Kawabori, 1., 1975; Greer, J. J.,

Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Deshpande, P. et al., 1999).

7.1.5 Exposicion a la Nicotina

Por ultimo, la exposicidon a la nicotina durante y después del embarazo se ha
identificado como una de las causas mds probables de la muerte subita infantil. Los
efectos de la nicotina sobre el feto son variados y van desde el bajo peso al nacimiento
hasta consecuencias a nivel neuroquimico. Ahora se sabe que la nicotina esta asociada
al retardo asimétrico en el crecimiento del feto (en esta condicion, la cabeza crece mas
rapido que el resto del cuerpo) y que dicho retardo puede incrementar la vulnerabilidad
del neonato ante episodios de hipoxia (Cooke, R. W., 1998). Por otro lado, se ha
comprobado también que la nicotina altera la expresion de los receptores colinérgicos y
catecolaminérgicos en el tallo cerebral (Pauly, J. R. et al., 1991; Slotkin, T. A. et al.,
1999) que resulta en una reduccion de la poblacion neuronal y de la diferenciacion
prematura de dichas células (McFarland, B. J., Seidler, F. J. y Slotkin, T. A., 1991). En
el 2001, Shao, X. M. y Feldman, J. L. estudiaron los efectos de la nicotina sobre el
control del ritmo respiratorio en el CPB. Los investigadores demostraron que la nicotina
incrementa la frecuencia respiratoria y regula el patron de la respiracion mediante la
modulacion de la neurotransmision excitadora en el CPB (Shao, X. M. y Feldman, J. L.,
2001).

De acuerdo con otro estudio reciente, la exposicion prenatal a la nicotina retarda
los cambios en el patron respiratorio que se dan con el desarrollo postnatal en el raton
neonato (Robinson, D. M. et al., 2002). Los autores proponen que la presencia de

nicotina durante la gestacion inhibe la liberacion de catecolaminas que coordina la



respuesta a la hipoxia, lo que reduce la capacidad del infante para autorresucitar e
incrementa la incidencia de las apneas (Robinson, D. M. et al., 2002). Ademas de su
accion sobre el SNC, la nicotina es capaz de potenciar el efecto atenuante que tiene la
liberacion de interleucinas sobre la respuesta a la hipoxia. Esto ha sido comprobado en
lechones (Freen, J. F. et al., 2000). Por ultimo, la nicotina también incrementa la
bradicardia (depresion del ritmo cardiaco) que acompaiia a los episodios de apnea en los

neonatos (Slotkin, T. A. et al., 1997; Huang, Z. G. et al., 2005).

7.2 Otros Factores de Riesgo

7.2.1 Factores Sociales
Estudios recientes demuestran que la muerte subita infantil es mucho mas
frecuente en las familias con bajo nivel educacional, bajos ingresos econdmicos y en las

cuales varias personas comparten un mismo cuarto para dormir (Leach, C. E. et al.,

1999).

7.2.2 Factores Maternos

Otros factores de riesgo, llamados factores de riesgo maternos, estan asociados
con como la salud y conducta de la madre afecta al bebé antes y después del nacimiento.
Estos factores de riesgo maternos incluyen: tener menos de 20 anos de edad al momento
del primer embarazo, un intervalo corto entre embarazos, cuidado prenatal tardio o la
ausencia de éste, antecedentes de muerte intrauterina o postnatal, fumar durante y/o
después del embarazo, anormalidades de la placenta, baja ganancia de peso durante el

embarazo, anemia, abuso de sustancias, historia de enfermedades de transmision sexual



e infecciones del tracto urinario (Hoffman, H. J. y Hillman, L. S., 1992; Leach, C. E. et

al., 1999).

7.2.3 Factores Perinatales

Los factores perinatales que aumentan el riesgo de sufrir una muerte stbita
infantil son: bajo peso al nacimiento, edad gestacional y retraso del crecimiento
intrauterino (Hoffman, H. J. y Hillman, L. S., 1992; Oyen, N. et al., 1997; Leach, C. E.

et al., 1999).

7.3 Teorias y Hallazgos Cientificos Recientes

Algunos investigadores creen que ciertos infantes son propensos a la muerte de
cuna porque presentan defectos en las regiones cerebrales que se encargan de la
ritmogénesis respiratoria (falta de madurez del tallo cerebral), aunque estos defectos no
han sido identificados aun. A partir de la hipdtesis de que los infantes que sucumben
ante la muerte de cuna presentan malformaciones o defectos en el tallo cerebral, se han
elaborado algunos modelos e hipotesis al respecto. Estos modelos coinciden en
establecer tres factores de riesgo generales para el SIDS. Sélo el mas reciente, propuesto
en 1994, hace énfasis en las lesiones en el tallo cerebral (Filiano, J. J. y Kinney, H. C.,
1994).

La hipotesis de triple riesgo postula que los infantes poseen vulnerabilidades que
los ponen en riesgo de sufrir una muerte subita (Guntheroth, W. G. y Spiers, P. S.,
2002):

1) Infante vulnerable: El primer elemento clave del modelo de triple riesgo

representa a un infante con un defecto o anormalidad subyacente, que hace al



bebé vulnerable. En este modelo, ciertos factores patofisioldgicos (por ejemplo,
defectos en las partes del cerebro que controlan la respiracion o la tasa cardiaca,
y que ocurren durante la vida temprana) explican la vulnerabilidad a la muerte
subita del infante.

2) Periodo critico de desarrollo: El segundo elemento en el modelo de triple
riesgo se refiere a los primeros seis meses de vida del infante. Durante este
periodo critico de desarrollo, ocurren rapidas fases de crecimiento y toman lugar
cambios en el control homeostatico. Estos cambios pueden ser evidentes (por
ejemplo, patrones de suefio y de despertar), o pueden ser mas sutiles (por
ejemplo, variaciones en la respiracion, tasa cardiaca, presion sanguinea y
temperatura corporal). Puede ser que algunos de estos cambios desestabilizan los
sistemas internos del infante.

3) Estresores externos: El tercer elemento de este modelo involucra factores
estresantes externos (como los mencionados anteriormente) o una infeccion
respiratoria que la mayoria de los bebés puede experimentar y sobrevivir, pero
que un infante vulnerable quizds no sea capaz de superar. Estos factores
estresantes externos no causan muertes infantiles, pero en un infante vulnerable
“puede inclinar la balanza en contra de las posibilidades de sobrevivir” (Filiano,

J. J. y Kinney, H. C., 1994).

De acuerdo con este modelo, los tres elementos deben interactuar para que una
muerte subita infantil ocurra —la vulnerabilidad del bebé es indetectable hasta que el
infante entra en el periodo critico de desarrollo y es expuesto a estresores externos-. No

obstante, este modelo estd basado en datos clinicos, que incluyen la distribucion por



edades de los decesos por muerte subita infantil y las caracteristicas de los cadaveres
encontrados durante la autopsia.

Debido a que la hipoxia puede tener efectos detectables sobre el tallo cerebral,
estos datos son confusos y no ofrecen informaciéon concluyente sobre las causas del
sindrome (Guntheroth, W. G. y Spiers, P. S., 2002).

Independientemente de los datos manejados en la préctica clinica, las respuestas
que los neonatos exhiben ante las apneas obstructivas estdn bien descritas y su fallo se
ha investigado. La autorresucitacion por boqueos es algo comun en infantes moribundos
menores de un ano de edad (Sridhar, R. et al., 2003). No obstante, se ha observado que
la mayoria de los nifios que son victimas de la muerte de cuna suelen tener mecanismos
de autorresucitacion (boqueos, etc.) defectuosos (Sridhar, R. et al., 2003). También se
sabe que la ocurrencia de episodios de hipoxia durante la vida prenatal puede afectar los
mecanismos de supervivencia (Gozal, D. et al., 2002), lo que podria predisponer a un
bebé ante factores de riesgo. Normalmente, los infantes responden a las apneas
obstructivas mediante comportamientos estereotipados como el movimiento brusco de
las extremidades (que puede remover la obstruccion de las vias aéreas si se trata, por
ejemplo, de cobijas), los boqueos o el despertar brusco (Lijowska, A. S. et al., 1997).
Sin embargo, se ha reportado que, en comparacion con nifios normales, los infantes que
mueren a causa de este sindrome tienen episodios de apneas obstructivas mas frecuentes
y numerosas (Kato, L. et al., 2001). Estos episodios pueden determinar la efectividad de
los reflejos de autorresucitacion (Gozal, D. et al., 2002), de modo que los nifios que
mueren por el SIDS exhiben patrones de autorresucitacion con caracteristicas y eficacia
diferentes a los presentados por nifios normales (Sridhar, R. et al., 2003).

Algunos autores creen que la predisposicion a la muerte de cuna podria tener

una raiz genética. Asi, si un infante esta genéticamente predispuesto, una combinacion



de factores de riesgo como los descritos anteriormente (por ejemplo, una infeccion leve,
la postura boca abajo al dormir y un ambiente calido) podria desencadenar un circulo
vicioso que, al incluir la hipertermia, llevaria finalmente a la muerte (Opdal, S. H. y
Rognum, T. O., 2004).

Como se ha visto, los componentes del SNC implicados en la prevencion de la
muerte durante episodios de hipoxia (en este caso, el CPB, implicado en las apneas de

sueno y en el SIDS), son susceptibles al fallo por causas muy diversas.

8. Mecanismos Celulares implicados en la Generacion del Ritmo

Respiratorio

Se ha encontrado evidencia de que tanto las propiedades intrinsecas de la
membrana como las interacciones sindpticas contribuyen a la generacion del ritmo
respiratorio. Sin embargo, se ha generado una controversia acerca del papel especifico
de ambos mecanismos en la generaciéon del ritmo respiratorio. Por un lado, se ha
propuesto que la generacion del ritmo respiratorio recae primordialmente en la
interaccion sindptica inhibidora (Ogilvie, M. D. et al., 1992) o excitadora (Reckling, J.
C. y Feldman, J. L., 1998). Por otro lado, se ha planteado que la actividad ritmica se
produce por la accién coordinada de las neuronas marcapaso del CPB, definiendo como
marcapaso aquellas neuronas que son capaces de generar actividad ritmica de manera
intrinseca en ausencia de transmision sindptica (Smith, J. C. et al., 2000). La evidencia
experimental muestra que tanto las interacciones sinapticas como la actividad de las

neuronas marcapaso pueden participar de manera alternada y complementaria en la



generacion de la actividad ritmica, dependiendo del estado en que se encuentre el

circuito.

8.1 Modelos de Generacion del Ritmo Respiratorio

Desde su descubrimiento, se sabe que el CPB contiene neuronas marcapaso con
propiedades dependientes de voltaje (Smith, J. C. et al., 1991). Este tipo de neuronas se
descubrieron inicialmente en pequefias redes neuronales de invertebrados;
posteriormente, se encontraron en la mayoria de las redes neuronales en los mamiferos y
se ha postulado que estdn implicadas en varias funciones cerebrales, incluyendo a la
cognicion (Arshavsky, Y. 1., 2003).

Una vez descubierto el CPB, Smith, J. C. y colaboradores (1991) propusieron
que debido a cambios en la red neuronal del CPB durante el desarrollo, la generacion
del ritmo respiratorio en los adultos deberia residir en un hibrido constituido por
neuronas marcapaso y en una red neuronal (Smith, J. C. et al., 1991, 2000; Elsen, F. P. y
Ramirez, J. M., 1998; Pierrefiche, O. et al. 1998), en la que las marcapaso darian la
secuencia de los eventos y la red regularia sus caracteristicas (McCrimmon, D. R. et al.,
2000; Smith, J. C. et al., 2000).

Inicialmente, la generacion del ritmo respiratorio se explicaba considerando dos
modelos, un modelo de red, en el cual son necesarias interacciones sinapticas
inhibidoras para la generacidon del ritmo y, un modelo marcapaso, en el cual neuronas
con propiedades marcapaso subyacen la ritmicidad. A continuacién describiremos

brevemente cada modelo.



8.1.1 Modelo de Red

Este modelo se apoya principalmente en experimentos in vivo y sugiere que las
interacciones sinapticas (principalmente inhibidoras) entre neuronas en el centro
generador respiratorio constituyen la base para la generacion del ritmo respiratorio
(Bianchi, A. L., Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat, J., 1995; Onimaru, H. y Homma, L.,
2003). Experimentos in vitro han mostrado claramente que la transmisién sinaptica
glutamatérgica es esencial para la generacion del ritmo (Butera, R. J. Jr., Rinzel, J. y
Smith, J. C., 1999; Koshiya, N. y Smith, J. C., 1999; Del Negro, C. A., Morgado-Valle,
C. y Feldman, J. L., 2002; Pena, F. et al., 2004) y que no es necesaria la transmision
sinaptica inhibidora para la generacion del ritmo, pero influye fuertemente en su patrén
de ritmicidad (Feldman, J. L. y Smith, J. C., 1989; Onimaru, H., Arata, A. y Homma, L.,
1990; Shao, X. M. y Feldman, J. L., 1997; Tryba, A. K., Pefia, F. y Ramirez, J. M.,

2003).

8.1.2 Modelo Marcapaso

Por otro lado, este modelo se apoya principalmente por hallazgos in vitro y
propone que un grupo de neuronas sincronizadas con propiedades marcapaso endogenas
suministra la oscilacion basica (Koshiya, N. y Smith, J. C., 1999; Onimaru, H. y
Homma, 1., 2005). Hoy en dia, la evidencia apunta hacia la hipotesis de que el ritmo
respiratorio surge del acoplamiento de propiedades membranales sinapticas e intrinsecas
que requieren (Feldman, J. L. y Smith, J. C., 1989; Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2002;
Tryba, A. K., Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2003; Pefa, F. et al., 2004) o no (Del Negro, C.
A., Morgado-Valle, C. y Feldman, J. L., 2002; Feldman, J. L. y Del Negro, C. A., 2006)
neuronas marcapaso. Las neuronas respiratorias de tipo marcapaso se identificaron en

preparaciones in vitro (Onimaru, H., Arata, A. y Homma, 1., 1990; Shao, X. M. y



Feldman, J. L., 1997; Gray, P. A. et al., 1999; Koshiya, N. y Smith, J. C., 1999) y se
reveld que existen al menos dos tipos de neuronas marcapaso que son afectadas
diferencialmente por condiciones hipdxicas (Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2000;
Pefia, F. et al., 2004). Un primer tipo requiere la actividad de una corriente persistente
de sodio y son insensibles al bloqueo de canales de calcio con cadmio [CI-marcapaso,
por sus siglas en inglés (Cadmium Insensitive)]. El segundo tipo es sensible al bloqueo
de corriente catidnica no especifica activada por calcio [CAN, por sus siglas en inglés
(Calcium-Activated Nonspecific Cationic Current)], al cadmio [CS-marcapaso, por sus
siglas en inglés (Cadmium Sensitive)], al acido flufenamico [FFA, por sus siglas en
inglés (Flufenamic Acid)] y a la tetrodotoxina [TTX, por sus siglas en inglés

(Tetrodotoxin)] (Funk, G. D. y Feldman, J. L., 1995; Pefia, F. et al., 2004).

8.2 Modelo de Generacion de la Eupnea

Usando una aproximacion farmacolédgica, Tryba, A. K., Pena, F. y Ramirez, J.
M. (2006) mostraron que ambos grupos de neuronas marcapaso (CI y CS) son
responsables de la actividad eupneica en la preparacion de rebanada de tallo cerebral.
Las CI se caracterizan por un disparo persistente en presencia de cadmio que es
bloqueado por riluzole, bloqueador de corriente persistente de sodio. Mientras que las
CS se caracterizan por un disparo que es bloqueado por cadmio asi como por FFA,
antagonista de la corriente CAN. La actividad eupneica ficticia in vitro en la
preparacion de rebanada de tallo cerebral se bloquea por la aplicacion combinada de
riluzole y FFA (Pena, F. et al., 2004) pero no por riluzole (Del Negro, C. A., Morgado-
Valle, C. y Feldman, J. L., 2002; Pefia, F. et al., 2004), sugiriendo que ambos tipos de

neuronas marcapaso son necesarias para la generacion del ritmo eupneico.



8.3 Modelo de Generacion de los Boqueos

Durante la hipoxia, los boqueos ficticios, a diferencia de la actividad eupneica
ficticia, se eliminan con riluzole (Pefia, F. et al., 2004), sugiriendo que dependen de la
corriente persistente de sodio y, por lo tanto, que dependen Unicamente de neuronas
marcapaso-ClI; este ultimo hallazgo se ha confirmado recientemente in vivo (Paton, J. F.
et al., 2006; Pena, F. y Aguileta, M. A., 2007). Las neuronas marcapaso-CI requieren de
la activacion endogena de receptores a serotonina 5-HT,4 para poder llevar a cabo su
actividad (Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2002; Pefia, F. et al., 2004). Por lo tanto, Tryba, A.
K., Pefia, F. y Ramirez, J. M. (2006) examinaron la hipotesis que la activacion de
receptores 5-HT,4 es critica para la generacion de boqueos. Bloqueando la activacion
endogena de receptores a serotonina 5-HT,a por el antagonista piperidina o ketanserina
(Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2002; Pefia, F. et al., 2004), eliminaron la actividad de
neuronas marcapaso-CI y los boqueos ficticios, sugiriendo que la activacién endogena
de receptores a serotonina 5-HT,, y la actividad de neuronas marcapaso-CI es esencial

para la generacion de los boqueos ficticios in vitro.

Estos datos apoyan la hipotesis de que dos tipos de marcapaso subyacen la
eupnea ficticia, mientras que nicamente un mecanismo es critico para los boqueos.

Ademas, Tryba, A. K., Pefia, F. y Ramirez, J. M. (2006) creen que estas
neuronas podrian ser las responsables del fallo de los mecanismos de autorresuscitacion
cuando se encuentran en un ambiente neuroquimico con bajas concentraciones de
serotonina [5-HT, por sus siglas en inglés (5-HydroxyTryptamine)] (Pefa, F. et al.,
2004). Esto es muy interesante, ya que nuevas caracterizaciones han mostrado que los

grupos de marcapasos difieren no unicamente en sus mecanismos de disparo



intrinsecos, sino también en su sensibilidad a distintos neuromoduladores (Butera, R. J.
Jr., Rinzel, J. y Smith, J. C., 1999; Smith, J. C. et al., 2000; Thoby-Brisson, M. y
Ramirez, J. M., 2000; Del Negro, C. A. et al., 2005) y a la hipoxia (Hilaire, G. y Duron,
B., 1999; Smith, J. C. et al., 2000; Peia, F. et al., 2004; Del Negro, C. A. et al., 2005;
Tryba, A. K., Pena, F. y Ramirez, J. M., 2006).

Este hallazgo abre la posibilidad de usar aproximaciones farmacoldgicas para
fijar y regular diferencialmente la actividad de subconjuntos de neuronas respiratorias
implicadas en la generacion del ritmo respiratorio con el fin de tratar condiciones

patologicas, como el SIDS (ver més adelante).

9. Reconfiguracion Funcional de la Red Neuronal que genera los

distintos Ritmos Respiratorios (Eupnea, Suspiros y Boqueos)

La presencia de distintos patrones de respiracion (eupnea, suspiros y boqueos)
en una rebanada medular transversal plantea problemas interesantes: ;las diferentes
formas de respiracion se derivan de una o multiples redes neuronales? ;cuales son los
mecanismos celulares que transforman la red neuronal de un estado de eupnea a uno de
boqueos?.

Si, de hecho, los boqueos son “una reliquia o restos mortales de algunos
mecanismos respiratorios previos”, los cuales sirven como reservas y/o respaldos
cuando la eupnea falla, entonces la identificacion y la eliminacién del centro de los
boqueos no deberia eliminar la eupnea (St John, W. M., 1996). Sin embargo, los
experimentos llevados a cabo in vivo han arrojado resultados muy confusos. Lesiones

del circuito respiratorio han eliminado la eupnea en algunos casos (Ramirez, J. M. et al.,



1998a) y los boqueos en otros (Fung, M. L., Wang, W. y St John, W. M., 1994). Estos
experimentos basados en la generacion de lesiones, se apoyan en el supuesto de que los
diferentes ritmos respiratorios son generados por circuitos respiratorios fijos y
separados, lo cual implica que es posible lesionar uno sin afectar el otro. Esta
suposicion es incorrecta, ya que hay varios ejemplos en los cuales multiples patrones
motores se producen por un proceso de reconfiguracion funcional de red (Lieske, S. P.
et al., 2000).

Estudios recientes in vivo e in vitro sugieren que la red respiratoria mamifera es
reconfigurada, con las mismas neuronas participando en la generacion de la respiracion
eupneica y de los boqueos (Lieske, S. P. et al., 2000; Lindsey, B. G., 2001).

Recientemente, Lieske, S. P. y colaboradores (2000) demostraron que el CPB es
capaz de generar por si mismo distintos ritmos respiratorios dependiendo de la
disponibilidad de O, (Lieske, et al., 2000; Pefia, et al., 2004). Analizando la actividad
respiratoria ficticia generada in vitro por preparaciones de rebanadas transversales que
contienen el CPB (Smith, J. C. et al., 1991; Ramirez, J.M., Quellmalz, U. J. A. y
Wilken, B., 1997), mostraron mediante registros intracelulares dentro del GRV, que
estas rebanadas expresan no solo uno sino tres patrones motores distintos con
similitudes notables a la eupnea (respiracion “normal”), suspiro (respiracion
“aumentada”) y boqueo in vivo. Estos patrones motores se generaron por una red
individual y se superpusieron al nivel celular. Para investigar la extension espacial de
red(es) que subyacen a la eupnea, a los suspiros y a los boqueos, Lieske, S. P. y
colaboradores (2000) mapearon la amplitud de la actividad poblacional integrada en
pasos estereotaxicos 100-um sobre la superficie de la rebanada. El sitio de mdxima
actividad fue el mismo para los tres patrones y fue consistente con descripciones

anatomicas del GRV (ver Figura 10) (Ellenberger, H. H., 1999). También fue comun



una extension de la actividad ritmica dorsal y medial a este pico en los tres patrones.
Esta evidencia sugiere que en vez de pensar en circuitos respiratorios separados, es muy
probable que el mismo circuito sufra un proceso de reconfiguracion funcional de la

misma red neuronal para generar los distintos ritmos.
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Figura 10. Mapa estereotaxico de distribucion de la actividad poblacional ritmica durante la
eupnea, los suspiros y los boqueos. A) El clectrodo (derecha) se movi6 estereotaxicamente 100 pm
sobre la superficie de la rebanada. Un electrodo de referencia colocado en el CPB contralateral registro la
actividad poblacional integrada, que proporcioné un tiempo de referencia para promediar. La amplitud de
la rafaga promediada esta representada por el esquema de grises mostrado. B) Los mapas compuestos
indican la distribucion de la actividad eupneica, de los suspiros y de los boqueos en el plano transversal.
Notese que el pico de actividad de los distintos ritmos respiratorios es maximo en el CPB (Tomado de
Lieske, S. P. et al., 2000).

Pero, ;ja qué se refiere el término reconfiguraciéon funcional de una red
neuronal?. Se indica una reconfiguracion funcional de red neuronal si al menos algunas
neuronas generadoras de ritmo se activan durante actividades multiples; esto esta
demostrado para una variedad de redes neuronales de invertebrados (Meyrand, P.,
Simmers, J. y Moulins, M., 1991; Ramirez, J. M., 1998).

Con el fin de conservar el funcionamiento integro, la mayoria de las redes
neuronales mantienen actividad persistente todo el tiempo; no todas las neuronas
pueden apagarse, especialmente no al mismo tiempo (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y
Blix, A. S., 2007). Este es especialmente el caso para las redes que controlan funciones
autonomas; como la digestion, la respiracion y el control cardiovascular (Meyrand, P.,

Simmers, J. y Moulins, M., 1991; Lieske, S. P. et al., 2000; Ramirez, J. M., Folkow, L.



P. y Blix, A. S., 2007). Algunas neuronas se apagardn, almacenando de esta manera
energia metabolica y asi evitar excitotoxicidad y muerte celular, mientras otras
permaneceran activas para preservar la funcion neuronal.

La relacion de neuronas activas vs. inactivas puede reflejar la importancia de una
red neuronal dada. Algunas redes se pueden apagar sin tener efectos perjudiciales para
el organismo, mientras que otras redes mantienen un alto porcentaje de neuronas
activas, ya que el organismo no puede permitir el apagado completo de esta red
(Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

Sin embargo, la situacion no es tan simple. Ocurren reconfiguraciones notables
incluso en aquellas redes que son criticas para la supervivencia y que controlan
funciones cerebrales superiores (Meyrand, P., Simmers, J. y Moulins, M., 1991; Lieske,
S. P. et al., 2000; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

La red respiratoria mamifera es un buen ejemplo de una red que durante la
hipoxia mantiene actividad que resulta de un “apagado” selectivo de ciertos elementos
neuronales (Meyrand, P., Simmers, J. y Moulins, M., 1991; Lieske, S. P. et al., 2000;
Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).

Inicialmente se sugirid que una reduccion de la transmision sindptica inhibidora
producida por la hipoxia, podria ser la causante de la reconfiguracién funcional del
circuito para generar los boqueos (Lieske, S. P. et al., 2000). Al hacer un andlisis
minucioso del efecto de la hipoxia sobre otros grupos neuronales, encontramos que la
gran mayoria de las neuronas respiratorias son inhibidas y que un grupo de neuronas
marcapaso resistentes a la hipoxia, y que dependen de la actividad de una corriente
persistente de sodio, se vuelven indispensables para la generacion de los boqueos en la

hipoxia, mientras que su actividad no es necesaria, en condiciones de normoxia, para la



generacion de la eupnea (Ballanyi, K., Volker, A. y Richter, D. W., 1994; Thoby-
Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2000; Pena, F. et al., 2004).

Esto sugiere que los procesos neuronales que participan en la generaciéon de un
ritmo pueden cambiar, en distintas condiciones medioambientales, para dar lugar a la
generacion de otros ritmos y que en el proceso de reconfiguracion funcional del circuito
respiratorio que lleva a la generacion de boqueos, participan cambios en la transmision
sinaptica y en la dependencia a ciertas propiedades intrinsecas neuronales.

Como se menciond anteriormente, en el estado normoéxico (ver Figura 11, panel
izquierdo), la red respiratoria contiene neuronas que pueden disparar intrinsecamente
(Ilamadas neuronas marcapaso) y neuronas que normalmente no disparan (neuronas no
marcapaso), (denotado por I en la Figura 11). Las neuronas marcapaso son de dos
distintos tipos: 1) neuronas que disparan basadas en mecanismos dependientes de Ca>"
involucrando probablemente la corriente CAN (CS) (denotado por Ca en la Figura 11)
y, 2) neuronas marcapaso que dependen de la corriente persistente de Na“ (CI)
(denotado por Na en la Figura 11) (Pena, F. et al., 2004; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y
Blix, A. S., 2007). En el estado hipdxico, las neuronas no marcapaso se hiperpolarizan y
las neuronas marcapaso dependientes de Ca*" dejan de disparar, mientras que las
neuronas marcapaso dependientes de Na™ contintian disparando (Thoby-Brisson, M. y
Ramirez, J. M., 2000; Pena, F. et al., 2004; Ramirez, J. M., Tryba, A. K. y Pefia, F.,
2004; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007) (ver Figura 11, panel derecho).
El apagado de rafagas dependientes de Ca’" puede ser neuroprotectivo, ya que la
activacion de mecanismos de Ca®* puede promover necrosis y apoptosis. El apagado de
neuronas no marcapaso y de neuronas marcapaso dependientes de Ca’" es
hipometabolico, ya que estas neuronas constituyen la mayoria de las neuronas

respiratorias (ver Figura 11, panel derecho). Esta respuesta hipdxica diferencial resulta



en una reconfiguracion funcional que puede transformar la salida respiratoria de
respiracion normal a boqueos en hipoxia (ver Figura 11) (Lieske, S. P. et al., 2000;
Pena, F. et al., 2004; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007). El cambio en la
conformacion de la red respiratoria podria alterar a su vez la modulacion de la misma si

la distribucién de receptores a los neuromoduladores no es homogénea.
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Figura 11. Modelo hipotético ilustrando la reconfiguracion funcional de la red respiratoria durante
la transicion de respiracion normal (panel izquierdo) a boqueos (panel derecho). En el estado
normoxico, la red controla diferentes fases de la respiracion: espiracion, postinspiracion e inspiracion. La
red depende de la actividad de neuronas no marcapaso (I), neuronas espiratorias (E), neuronas
postinspiratorias (PI), neuronas marcapaso dependientes de Ca®" (Ca) (CS), y neuronas marcapaso
dependientes de Na' (Na) (CI), asi como interacciones sinapticas inhibidoras (circulos rojos) y
excitadoras (flechas azul oscuro). Se muestran ejemplos de trazos representativos de cuatro neuronas
respiratorias [neuronas marcapaso dependientes de E, Ca’" (Ca), I y Na' (Na)]. En el estado hipdxico, la
red respiratoria asume una configuracion nueva y muy diferente, donde la mayoria de las neuronas dejan
de disparar, y la red respiratoria se maneja por las neuronas marcapaso dependientes de Na™ (Na) (CI). La
salida de la red consiste inicamente de la inspiracion, que caracteriza la actividad de los boqueos. Se
muestran trazos representativos de las mismas cuatro neuronas respiratorias en el estado hipoxico (Datos
tomados de Lieske, S. P. et al., 2000; Pefia, F. et al., 2004; Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S,
2007).

En resumen, se propone que el sistema nervioso de los mamiferos se adapta a la
hipoxia a través de una reconfiguracion funcional de red, que se logra al satisfacer la
triple tarea de la tolerancia a la hipoxia: hipometabolismo, neuroproteccion e integridad

funcional (Ramirez, J. M., Folkow, L. P. y Blix, A. S., 2007).



Ademads, se cree que esta reconfiguracion funcional neuronal lleva a una
reconfiguracion funcional conductual. En los mamiferos, las mismas neuronas en el
GRYV son activadas durante conductas respiratorias y no respiratorias (Ramirez, J. M.,
1998). El patron de activacion de las neuronas respiratorias cambia considerablemente
durante estas conductas no respiratorias, sugiriendo que la red respiratoria es
reconfigurada (Ramirez, J. M., 1998). El cambio entre patrones motores diferentes en
estas redes se logra por los efectos de neuromoduladores, los cuales pueden reorganizar
draméticamente interacciones sindpticas y/o cambiar las dependencias de voltaje de
conductancias activas. Por lo tanto, se considera necesario tratar la nocion de red
neuronal como un arreglo puramente funcional, determinado por neuronas

interconectadas por neuromoduladores (Marder, E., 1994).

10. Neuromodulacion del Circuito Generador del Ritmo Respiratorio

Usamos el término neuromodulador para aquellas sustancias liberadas por
terminales axdnicas en las redes respiratorias pero cuyas células estan fuera del
generador del patron central [CPG, por sus siglas en inglés (Central Pattern Generator)];
entendiendo por CPG a las conductas motoras ritmicas que son generadas dentro del
SNC por circuitos neuronales llamados generadores de patrones centrales (por ejemplo,
el CPB) (Meyrand, P., Simmers, J. y Moulins, M., 1991; Bianchi, A. L., Denavit-
Saubié, M. y Champagnat, J., 1995).

Los neuromoduladores no son esenciales para la generacion del ritmo, sin
embargo, pueden ejercer una accidon poderosa en el CPG respiratorio. Sus efectos en la

respiracion pueden deberse a una interaccion con la neurotransmisién rapida en un



grupo de células respiratorias. También pueden causar cambios en el estado general de
la excitabilidad neuronal que modifica la transmision relacionada con la respiracion.
Como consecuencia, estos neuromoduladores no tienen un efecto claro en la respiracion
global; su efecto respiratorio depende del tipo de receptor activado y en el
mecanismo(s) respiratorio(s) que es controlado por este tipo de receptor. Por ejemplo,
un neuromodulador puede estimular la respiracion por su efecto en los cuerpos carétidos
y lo deprime por su efecto en las neuronas respiratorias centrales (Bianchi, A. L.,
Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995).

Recientemente, registros intracelulares en neuronas del GRV (y en rebanadas
transversales que contienen subdivisiones del GRV) han revelado que las neuronas
respiratorias neonatas poseen un grupo complejo de conductancias reguladas por
transmisores o conductancias i6nicas dependientes de voltaje que estan implicadas en la
generacion y modulacion del ritmo respiratorio (Ballanyi, K., Onimaru, H. y Homma, 1.,
1999).

Las interacciones de la red neuronal respiratoria dependen principalmente de la
activacion de receptores a glutamato, glicina y 4cido gamma-aminobutirico [GABA, por
sus siglas en inglés (Gamma-AminoButyric Acid)]. Esta red respiratoria también se ve
influida por neuromoduladores, como 5-HT, noradrenalina y dopamina (DA) (Bianchi,
A. L., Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat, J., 1995; Hilaire, G. y Duron, B., 1999; Haji,
A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000; Gray, P.A. et al., 2001; Hilaire, G. y Pasaro, R.,
2003). Estas moléculas pueden influir en varios niveles de la red respiratoria. Por
ejemplo, afectan la excitabilidad neuronal activando vias de segundos mensajeros.
Especificamente, alteraciones en la actividad de la proteina cinasa A y C produce
cambios sustanciales en conductancias dependientes de voltaje y opera por ligandos en

neuronas respiratorias in vivo, que determinan oscilaciones del potencial de membrana y



de descargas de rafagas ritmicas (Champagnat, J. y Richter, D. W., 1993; Lalley, P. M.
et al., 1997; Richter, D. W. et al., 1997; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000).
También modulan la amplitud de la salida motora respiratoria.

Los efectos de estas moléculas en el ritmo respiratorio son mediados por el CPB,
ya que estudios inmunohistologicos han confirmado la presencia de receptores a estos
neuromoduladores en el CPB, que incluso pueden modular la respuesta respiratoria a la
hipoxia. Esto sugiere que anormalidades en estos sistemas moduladores pueden

provocar trastornos respiratorios (Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000).

10.1 Segundos Mensajeros

Los segundos mensajeros son sustancias producidas dentro de una célula
después de la union de la hormona o el transmisor a los receptores externos. En las
neuronas se produce un segundo mensajero cuando un neurotransmisor (primer
mensajero) se une a un miembro de una gran familia de receptores, que contienen siete
dominios que atraviesan la membrana (por ejemplo, el receptor B-adrenérgico, el
receptor muscarinico de la acetilcolina, los receptores de los neuropéptidos y muchos
otros), iniciando una cascada de interacciones moleculares que implican a las proteinas
que se unen al GTP (proteinas G), que estimula la sintesis enzimatica o la liberacion del
segundo mensajero (por ejemplo, del monofosfato ciclico de adenosina [AMPc, por sus
siglas en inglés (cyclic Adenosine Monophosphate)] mediante la adenilato ciclasa, del
monofosfato ciclico de guanosina [GMPc, por sus siglas en inglés (cyclic Guanosine
Monophosphate)] mediante la guanilciclasa, del inositol trifosfato [IP3, por sus siglas en
inglés (Inositol TriPhosphate)] y el diacilglicerol [DAG, por sus siglas en inglés

(DiAcylGlycerol)] mediante la fosfolipasa C y del 4cido araquidonico mediante la



fosfolipasa A;). Estos segundos mensajeros pueden actuar de diversos modos; por
ejemplo: el AMPc, el GMPc y el IP; pueden actuar directamente ligdndose a un canal
i6nico, o indirectamente por fosforilacion de las proteinas a través de cinasas especificas
tales como la proteina cinasa dependiente del AMPc [PKA, por sus siglas en inglés
(Protein Kinase A)], y la proteina cinasa C dependiente del GMPc (revisado en Kandel,

E. R., Schwartz, J. H. y Jessell, T. M., 2000).

10.1.1 Monofosfato Ciclico de Adenosina (AMPc)

El AMPc, probablemente el segundo mensajero mas conocido, es un nucleétido
sintetizado por la enzima adenilato ciclasa que desencadena la fosforilacion de las
proteinas por las cinasas dependientes del AMPc. También puede actuar uniéndose
directamente a ciertos canales ionicos (revisado en Kandel, E. R., Schwartz, J. H. y
Jessell, T. M., 2000). Ademas, esta establecido que el AMPc desempefia un papel
crucial como segundo mensajero en la modulacion de funciones neuronales.

Se ha demostrado que la excitabilidad de las neuronas respiratorias estd
fuertemente determinada por la concentracion celular de AMPc, que puede modificar la
funcién de varios receptores y causar regulacion a la alza o a la baja de varios canales
ionicos (Smith, D. O. et al., 1995; Ballanyi, K., Onimaru, H. y Homma, 1., 1999;
Mironov, S. L., Langohr, K. y Richter, D. W., 1999). Por ejemplo, se ha implicado una
conductancia catidénica no especifica dependiente de AMPc en el disparo de neuronas
respiratorias de caracol in vivo (Partridge, L. D., Swandulla, D. y Muller, T. H., 1990;
Richter, D. W., Ballanyi, K. y Schwarzacher, S., 1992). Ademads, se demostrd
previamente con registros extracelulares, que las rafagas de actividad de los nervios
espinales relacionados con la respiracion y de las neuronas del GRV, en la preparacion

de tallo cerebral-médula espinal, son alteradas por agentes que afectan el AMPc (Arata,



A., Onimaru, H. y Homma, I., 1993; Ballanyi, K. et al., 1997). Smith, D. O. y
colaboradores (1995) no detectaron efectos de fairmacos que elevan el AMPc, como la
forskolina, db-AMPc y 8-Br-AMPc en la actividad ritmica in vitro en preparaciones de
tallo cerebral, mientras que Arata, A., Onimaru, H. y Homma, 1. (1993) reportaron una
aceleracion de la frecuencia respiratoria debida a dichos farmacos. En el mismo estudio,
fue particularmente evidente el efecto estimulador de farmacos que elevan el AMPc en
preparaciones con una tasa de disparo baja, mientras que se reveld que no hubo efecto o
incluso una accién ligeramente inhibidora en preparaciones con alta frecuencia. Puede
ser que bajo las condiciones experimentales del estudio de Smith, D. O. y colaboradores
(1995), los niveles celulares de AMPc ya estaban lo suficientemente altos para producir
la estimulacion maxima de la red respiratoria. Arata, A., Onimaru, H. y Homma, L.
(1993) también demostraron que la forskolina revierte la depresion de la frecuencia del
ritmo respiratorio in vitro provocado por clonidina, que se sabe disminuye el AMPc via
activacion de adrenoreceptores o, (Uhlen, S. y Wikberg, J. E., 1988).

La suposicion de una accion estimuladora del AMPc en la red respiratoria cobra
mayor fuerza con el hallazgo de que farmacos que elevan el AMPc también antagonizan
la depresion respiratoria (e incluso la apnea in vitro) evocada por opioides o
prostaglandinas (Ballanyi, K. et al., 1997; Meyer, T., Hoch, B. y Ballanyi, K., 1998,
1999), ya sea estimulando directamente la adenilato ciclasa con forskolina o
indirectamente activando receptores a DA D; (Smith, D. O. et al., 1995; Ballanyi, K. et
al., 1997), asi como previniendo la baja del AMPc con isobutilmetilxantina (IBMX).
Estos farmacos restauraron completamente las descargas respiratorias en raices
cervicales y las actividades respiratorias ritmicas de las neuronas del GRV (Ballanyi, K.
et al., 1997). También se demostrod que los agentes que elevan el AMPc tienen un efecto

excitador directo en la generacion del ritmo respiratorio en la tasa de disparo intrinseca



de neuronas pre-inspiratorias (Pre-I) en preparaciones de tallo cerebral-médula espinal
de ratas recién nacidas (Arata, A., Onimaru, H. y Homma, 1., 1993; Mironov, S. L.,
Langohr, K. y Richter, D. W., 1999). En estudios in vivo, la elevacion de AMPc
incrementa la excitabilidad de neuronas espiratorias via activacion de la PKA (Smith, D.
O. et al., 1995; Ballanyi, K. et al., 1997; Lalley, P. M. et al., 1997). Los autores
discutieron que la PKA puede mediar el efecto estimulante de una multitud de posibles
blancos por medio de la fosforilacion.

Cualquiera que sea el mecanismo que resulte ser el responsable principal del
incremento general en la excitabilidad de las neuronas respiratorias después de la
elevacion de AMPc (y también por el bloqueo del ritmo respiratorio cuando los niveles
de AMPc bajan a un nivel critico), queda claro que el AMPc es de fundamental
importancia para la generacion y mantenimiento de un ritmo respiratorio estable (Arata,
A., Onimaru, H. y Homma, L., 1993; Ballanyi, K. et al., 1997; Meyer, T., Hoch, B. y

Ballanyi, K., 1998, 1999).

10.2 Neuropéptidos

Los neuropéptidos ejercen una multitud de acciones moduladoras en la
respiracion, como se ha demostrado en una extensa cantidad de estudios (Murakoshi, T.,
Suzue, T. y Tamai, S., 1985; Yamamoto, Y. et al., 1988; Yamamoto, Y., Onimaru, H. y
Homma, 1., 1992; Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Greer, J. J., al-
Zubaidy, Z. y Carter, J. E., 1996; Johnson, S. M., Smith, J. C. y Feldman, J. L., 1996).
Se ha mostrado que los opioides (Florez, J., Mediavilla, A. y Pazos, A., 1980; Morin-
Surun, M. P. et al., 1984; Shook, J. E., Watkins, W. D. y Camporesi, E. M., 1990) y la

somatostatina (Harfstrand, A. et al., 1985; Yamamoto, Y. et al., 1988; Chen, Z. B. et al.,



1991) acttian como potentes depresores de la respiracion, mientras que se encontrd que
la SP (Chen, Z. B. et al., 1991) y la hormona liberadora de tirotrofina [TRH, por sus
siglas en inglés (Thyrotrophin Releasing Hormone)] (Hedner, J. et al., 1981) estimulan
la respiracion. Los estudios “clasicos” de Suzue, T. (1984) han establecido que estas
moléculas modulan la actividad respiratoria in vitro en la preparacion de tallo cerebral-
médula espinal de la misma manera que en la red respiratoria del animal intacto (Suzue,

T., 1984; Murakoshi, T., Suzue, T. y Tamai, S., 1985).

10.2.1 Opioides

Los péptidos opioides son los péptidos mds importantes implicados en la
modulacion de la respiracion en el tallo cerebral. Por ejemplo, se ha demostrado que los
opioides son depresores respiratorios muy potentes (Morin-Surun, M. P. et al., 1984;
Shook, J. E., Watkins, W. D. y Camporesi, E. M., 1990; Bianchi, A. L., Denavit-Saubié,
M. y Champagnat, J., 1995; Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Ballanyi,
K. et al., 1997; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000; Morin-Surun, M. P. et al.,
2001). El término “opioides” usualmente se refiere a los péptidos que se unen
estereoespecificamente a receptores a opioides. Aunque fdrmacos no péptidos son
llamados “opidceos”, ahora “opioides” comprenden ambos, péptidos y no péptidos
(Shook, J. E., Watkins, W. D. y Camporesi, E. M., 1990; Haji, A., Takeda, R. y
Okazaki, M., 2000).

Los péptidos opioides se dividen en tres familias: B-endorfinas, encefalinas y
dinorfinas (Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995) que activan los receptores a
opioides U, ¥ y 8. En la rata, los receptores p y k estan presentes al nacimiento, mientras
que los receptores o0 aparecen durante la segunda semana postnatal (Shook, J. E.,

Watkins, W. D. y Camporesi, E. M., 1990; Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z.,



1995; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000). La activacion de estos receptores
ampliamente distribuidos en la espina dorsal, médula oblonga, puente y CPB, puede
modular potencialmente el ritmo respiratorio y/o la salida motora (Greer, J. J., Carter, J.
E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Gray, P. A. et al., 1999; Morin-Surun, M. P. et al., 2001).
Esto es apoyado por diferentes estudios descritos a continuacion.

La aplicacion iontoforética de agonistas opioidérgicos en la médula ventrolateral
deprime la actividad de neuronas respiratorias en estudios in vivo e in vitro (Morin-
Surun, M. P. et al., 1984; Shook, J. E., Watkins, W. D. y Camporesi, E. M., 1990;
Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995; Ballanyi, K. et al., 1997;
Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000; Morin-Surun, M. P. et al., 2001), manifestado
como un decremento en el volumen tidal y en la frecuencia respiratoria. Se cree que esto
ocurre por una posible interaccion entre los opioides y los aminoacidos excitadores
como glutamato (Florez, J., Mediavilla, A. y Pazos, A., 1980; Bianchi, A. L., Denavit-
Saubié, M. y Champagnat, J., 1995; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000). Todos
estos efectos se revierten por la administracion del antagonista opioidérgico naloxona.
Se cree que la liberacion de opioides puede contribuir a la depresion respiratoria durante
la hipoxia (Shook, J. E., Watkins, W. D. y Camporesi, E. M., 1990; Ballanyi, K. et al.,
1997).

Particularmente, los receptores a opioides tipo p estan implicados en la
reduccion de la frecuencia respiratoria, mientras que los receptores a opioides de tipo k
estan implicados en la reduccion de la frecuencia y la amplitud respiratoria; finalmente,
los receptores a opioides de tipo 6 no participan en la depresion respiratoria de ratones
recién nacidos (Takita, K. et al., 1997). Los efectos de los agonistas pu opioidérgicos

sobre el ritmo respiratorio se agudizan conforme avanza el desarrollo (Greer, J. J.,



Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Ballanyi, K. et al., 1997; Gray, P. A. et al., 1999;
Morin-Surun, M. P. et al., 2001; Tanabe, A., Fuji, T. y Onimaru, H., 2005).

También parece existir una diferenciacion de los efectos de los opioides
dependiendo del sitio en la sinapsis en donde actiian. Por ejemplo, estudios previos de
otras partes del SNC han mostrado que acciones inhibidoras de la activacion de
receptores 1 son mediadas via mecanismos reguladores por proteinas G a membranas
pre y/o postsinapticas. Presindpticamente, los opioides que actllan en receptores p
pueden disminuir la liberacién de neurotransmisores dependientes de Ca®" directamente,
ya sea interfiriendo con los mecanismos celulares que subyacen la exocitosis vesicular o
inhibiendo los canales de Ca®" dependientes de voltaje, e indirectamente, activando los
canales de K' y, por lo tanto, originando el umbral y acortando la duracién de los
potenciales de accidén (Schroeder, J. E. et al., 1991; Greer, J. J., Carter, J. E. y al-
Zubaidy, Z., 1995). Postsinapticamente, los agonistas a receptores p han mostrado
activar al menos dos tipos diferentes de conductancias de potasio membranales, una de
las cuales es un rectificador entrante (Williams, J. T., North, R. A. y Tokimasa, T.,
1988; Wimpey, T. L. y Chavkin, C., 1991; Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z.,
1995).

Los opioides también pueden modular la ventilacion por vias quimioreceptoras,
ya sea quimiorreceptores arteriales que median la respuesta respiratoria a la hipoxia o
quimiorreceptores centrales que median la respuesta a la hipercapnia (Morin-Surun, M.
P.etal., 2001).

De manera interesante, el grupo de Ballanyi K. y colaboradores (1997), encontr6
que esta depresion respiratoria inducida por opioides en la preparacion de tallo cerebral-
médula espinal no solo es antagonizada por antagonistas selectivos a receptores

opioidérgicos, como la naloxona, sino también por fAirmacos que elevan el AMPc, como



el rolipram, la forskolina o cafeina, incluyendo el agonista a receptores a DA D, 6-
cloro-APB (Ballanyi, K. et al., 1997; Lalley, P. M. et al., 1997; Meyer, T., Hoch, B. y
Ballanyi, K., 1999; Kasaba, T., Takeshita, M. y Takasaki, M., 1997; Haji, A., Takeda,
R. y Okazaki, M., 2000; Lalley, P. M., 2004). Estos resultados sugieren que la depresion
respiratoria inducida por opioides se debe a la inhibicion de la adenilato ciclasa y, por lo
tanto, a la caida de los niveles de AMPc en células que son responsables de la
generacion del ritmo respiratorio (Johnson, S. M., Smith, J. C. y Feldman, J. L., 1996;
Ballanyi, K. et al., 1997; Xie, C. W. y Lewis, D. V., 1997; Haji, A., Takeda, R. y
Okazaki, M., 2000; Morin-Surun, M. P. et al., 2001).

Ademas, se ha mostrado en diferentes tipos de células que la activacion de
receptores opioidérgicos que estdn acoplados a proteinas G inducen cambios en varios
sistemas de sefalizacion de segundos mensajeros. Esto incluye elevacion de calcio
intracelular, cambio de estimulacién de IP3, movilizacion de acido araquidénico y
decremento de AMPc (Gray, P. A. et al., 1999; Takita, K. et al., 2000). Como
consecuencia, es de suponerse una funcion potencial del IP3, del AMPc y de
metabolitos del acido araquiddnico en el control de la respiracion (Richter, D. W. et al.,
1997, Takita, K. et al., 2000).

Por lo tanto, un entendimiento de los mecanismos neuronales que subyacen la
accion de los opioides tiene potenciales implicaciones importantes para el diagndstico y
tratamiento de trastornos de respiracion neonatal, asi como para el disefio y
administracion de farmacos analgésicos opioidérgicos (Greer, J. J., Carter, J. E. y al-

Zubaidy, Z., 1995).



10.3 Forskolina

La forskolina es un activador de la adenilato ciclasa (Seamon, K. B., Padgett, W.
y Daly, J. W., 1981; Daly, J. W., Padgett, W. y Seamon, K. B., 1982; Arata, A.,
Onimaru, H. y Homma, 1., 1993; Lalley, P. M. et al., 1997; Xie, C. W. y Lewis, D. V.,
1997; Insel, P. A. y Ostrom, R. S., 2003). Los investigadores han empleado la
forskolina como medio para incrementar los niveles de AMPc en preparaciones de
membranas, células y tejidos. En el caso de preparaciones de tallo cerebral-médula
espinal de ratas recién nacidas, la elevacion de la concentracion de AMPc intracelular
por forskolina refuerza el ritmo respiratorio, prolongando su aumento y retrasando el
desarrollo de la depresion respiratoria inducida por opioides (Arata, A., Onimaru, H. y
Homma, 1., 1993; Mironov, S. L., Langohr, K. y Richter, D. W., 1999; Takita, K. et al.,
2000). Estos hallazgos también corroboran los resultados obtenidos en el gato in vivo
por Lalley, P. M. y colaboradores (1997), que demostraron la modulacion de patrones
de descarga de neuronas respiratorias por la PKA.

La forskolina no activa unicamente la adenilato ciclasa (Xie, C. W. y Lewis, D.
V., 1997), también interactiia con ciertos tipos de proteinas, incluyendo transportadores
de glucosa y canales i6nicos; estudios con derivados de forskolina demostraron que
tales interacciones dependen de diferentes patrones estructurales que aquellos
observados para la activacion de la actividad de la adenilato ciclasa (Insel, P. A. y
Ostrom, R. S., 2003).

Se han revisado detalles experimentales concernientes al uso de forskolina
marcada (radioactiva) para identificar a la adenilato ciclasa (Laurenza, A. y Seamon, K.
B., 1991; Sievert, M. K. et al., 2002). Los sitios de mayor afinidad parecen resultar no

de la unidn de la forskolina a la adenilato ciclasa, sino de la interaccion de la adenilato



ciclasa con la proteina G estimulante [Gs, por sus siglas en inglés (G protein-

stimulatory)]; lo cual da como resultado una mayor actividad de la primera (Daly, J. W.,

Padgett, W. y Seamon, K. B., 1982; Insel, P. A. y Ostrom, R. S., 2003).

Esto tiene implicaciones importantes para el uso de forskolina, especialmente en

estudios con células intactas (Insel, P. A. y Ostrom, R. S., 2003).

1))

2)

La respuesta de las células a la forskolina puede implicar activacion de
receptores acoplados a proteinas G [GPCRs, por sus siglas en inglés (G Protein
Coupled Receptors)], como receptores a nucledtidos y prostaglandinas que
involucran la activacion de Gs. Asi, la generacion celular de AMPc en respuesta
a la forskolina puede incluir una contribucioén por activacion de GPCR aunque
no se afiada un agonista GPCR.

La activacion de Gs por GPCRs contribuye a la generacion de AMPc estimulada
por forskolina en células debido a la potenciacion de la actividad del complejo
adenilato ciclasa-forskolina-Gs. Aunque la evidencia de esta idea se ha obtenido
en distintos sistemas experimentales, muchos investigadores que observan
incrementos en el AMPc en respuesta a la forskolina asumen incorrectamente
que tales incrementos significan la activacion de la adenilato ciclasa. La base
estructural de esta potenciacion forskolina-G; es evidente por estudios
cristalograficos de adenilato ciclasa. La unidad funcional de la adenilato ciclasa
se forma por dos dominios (denominados C1 y C2) (Dessauer, C. W. et al.,
1998; Insel, P. A. y Ostrom, R. S., 2003). El dominio C1 contiene los sitios de
unidn cataliticos y es donde se une la proteina G inhibidora [G;, por sus siglas en
inglés (G protein-inhibitory)], mientras que el dominio C2 tiene el sitio en donde
se une la G; asi como el “pseudocatalitico” al cual se une la forskolina. Por lo

tanto, no es de sorprender que la interaccion Gs-adenilato ciclasa favorezca la



catalisis del sustrato en el sitio activo y la union de la forskolina al sitio
pseudocatalitico (Dessauer, C. W. et al., 1998; Insel, P. A. y Ostrom, R. S,

2003).

Aunque la forskolina se ha usado alrededor de 20 afios, permanece como un
agente importante en estudios de las bases moleculares de la accion de los fArmacos, ya
que ha probado ser una herramienta efectiva para aumentar los niveles celulares de

AMPc.

10.4 Aminas Biogénicas

Las funciones de la red respiratoria son moduladas por aminas biogénicas como
5-HT, adrenalina, noradrenalina o DA (Bianchi, A. L., Denavit-Saubi¢, M. y

Champagnat, J., 1995).

10.4.1 Dopamina

La DA es la principal catecolamina neurotransmisora en el cerebro de los
mamiferos. Esta implicada en control cardiovascular, actividad locomotora,
recuperacion de la memoria y reforzamiento (Missale, C. et al., 1998; Fuji, M.,
Umezawa, K. y Arata, A., 2004), entre otras.

Los receptores a DA se pueden agrupar en dos clases principales. La clase D,
consiste de receptores D; y Ds, y la clase D, consiste de receptores D,, D3 y Dy
(Missale, C. et al., 1998; Price, C. J., Kim, P. y Raymond, L. A., 1999). Los receptores
de tipo D; estdn acoplados positivamente a la activacion de la adenilato ciclasa y

aumentan las respuestas mediadas por los receptores glutamatérgicos NMDA (N-metil-



D-aspartato) y AMPA (Acido alfa amino-3 hidro-5 metil-4 isoxazol propiénico) que
estan correlacionados temporalmente con la fosforilacion incrementada de estos
receptores por la PKA. Aunque la PKA parece estar implicada, pueden ocurrir
consecuencias alternativas de la aplicacion de DA. Por ejemplo, la DA actuando en el
receptor D; también puede incrementar la actividad de la fosfolipasa C (Felder, C. C.,
Jose, P. A. y Axelrod, J., 1989; Smith, D. O. et al., 1995; Missale, C. et al., 1998; Price,
C. J.,, Kim, P. y Raymond, L. A., 1999). Mientras que los receptores de tipo D, estan
acoplados negativamente a la actividad de la adenilato ciclasa e inhiben las respuestas
de los receptores NMDA (Arata, A., Onimaru, H. y Homma, ., 1993; Missale, C. et al.,
1998; Price, C. J., Kim, P. y Raymond, L. A., 1999; Fuji, M., Umezawa, K. y Arata, A.,
2004).

La modulacién dopaminérgica de la respiracion se describid por primera vez
hace casi 30 anos por Lundberg, D., Bresse, G. R. y Mueller, R. A. (1979). Ellos
reportaron que el agonista no selectivo a receptores dopaminérgicos apomorfina
producia un incremento en la frecuencia respiratoria y en la respiracion por minuto en
ratas anestesiadas con halotano. A partir de estudios siguientes usando el mismo
agonista, Lundberg, D., Mueller, R. A. y Breese, G. R. (1982) describieron los sitios de
accion de la DA en el sistema respiratorio, uno situado periféricamente que implica los
cuerpos cardtidos y otro situado en sitios indefinidos en el SNC.

Las catecolaminas pueden tener efectos respiratorios opuestos dependiendo del
sitio en donde actien (Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995). Los
grupos catecolaminérgicos dorsales A2 y C2 estan localizados medialmente al GRD, y
los grupos ventrolaterales Al y Cl se superponen con el GRV. Estas regiones

respiratorias son ricas en terminales que almacenan noradrenalina o adrenalina. Algunas



de estas neuronas catecolaminérgicas pueden interactuar sindpticamente con neuronas
respiratorias (Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000).

Aunque muchos experimentos basados en la aplicacion de antagonistas a DA in
vivo (Fuji, M., Umezawa, K. y Arata, A., 2004) y aplicacion de DA en preparaciones en
bloque in vitro (Murakoshi, T., Suzue, T. y Tamai, S., 1985; Fuji, M., Umezawa, K. y
Arata, A., 2004) sugieren que la DA estd implicada en el control central de la
respiracion asi como en condiciones hipdxicas, el mecanismo de control respiratorio
dopaminérgico a nivel celular de la red no estd bien descrito (Haji, A., Takeda, R. y
Okazaki, M., 2000).

Recientemente, se demostrd que el agonista selectivo a receptores D; 6-cloro-
APB administrado sistémicamente revierte la depresion de la red respiratoria inducida
por opioides in vivo e in vitro (Lalley, P. M., 2004, 2005b) y este efecto se bloquea con
un antagonista a receptores D; (Lalley, P. M., 2004), sugiriendo que los receptores D,
participan en modular la depresion de la red respiratoria inducida por opioides (Lalley,
P. M., 2005a,b). Por lo tanto, los agonistas D; pueden ser utiles adjuntos terapéuticos en
pacientes que requieren opioides para el alivio del dolor pero que son particularmente
susceptibles a la depresion respiratoria que producen (Lalley, P. M., 2004).

Ademas, se sugiere que el sistema dopaminérgico produce una inhibicién tonica
de las respuestas respiratorias hipoxicas que son mediadas por receptores D, (Haji, A.,
Takeda, R. y Okazaki, M., 2000).

Por lo tanto, se asume que los sistemas catecolaminérgicos pueden ejercer un
control neuronal respiratorio bajo dichas condiciones hipdxicas (Haji, A., Takeda, R. y

Okazaki, M., 2000).



11. Justificacion

El circuito generador del ritmo respiratorio, el CPB, puede mantenerse en una
rebanada de tallo cerebral, en la cual continla generando su actividad ritmica,
permitiendo utilizar la amplia gama de técnicas electrofisiologicas en el estudio a nivel
celular de los mecanismos que subyacen a la generacion de esta funcidon en distintas
condiciones medioambientales. Utilizando el modelo de rebanadas de tallo cerebral se
pueden estudiar diversos sistemas de neurotransmision y de sefializacion intracelular
(como el del AMPc), que estan presentes en el CPB. Ademas, usando esta aproximacion
es posible extenderse a varios niveles de integracion, desde el nivel celular-molecular
hasta el nivel de sistema-red-conductual. En términos mas globales, este circuito
también permite estudiar mecanismos de reconfiguracion funcional de un circuito
neuronal en mamiferos y la generacion de distintos ritmos respiratorios.

Especificamente, el estudio de la generacion de los boqueos es un tema de
interés basico en las neurociencias en términos del estudio de los mecanismos
involucrados en la reconfiguracion funcional de un circuito neuronal en mamiferos, pero
ademas tiene gran relevancia desde el punto de vista clinico debido a que los boqueos
estan directamente relacionados al proceso de autorresucitacion y de esta manera son
primordiales para la supervivencia en condiciones de hipoxia severa (Adolph, E. F.,
1969; Guntheroth, W. G. y Kawabori, 1., 1975; Fung, M. L., Wang, W. y St John, W.
M., 1994; St John, W. M., 1990, 1996; Deshpande, P. et al., 1999; Fewell, J. E. et al.,
2000; Gozal, D. et al., 2002).

Mas atn, desde 1972, French, J. W., Morgan, B. C. y Guntheroth, W. G.
(French, J. W., Morgan, B. C. y Guntheroth, W. G., 1972) sugirieron que el SIDS esta

asociado con la inhabilidad de ciertos neonatos para generar boqueos y llevar a cabo la



autorresucitacion. Esto nos permitird explorar algunas estrategias para la proteccion de
la actividad ritmica en la hipoxia con miras a encontrar blancos terapéuticos (en este
caso farmacos) que pudieran fomentar la generacion de boqueos y evitar la aparicion de

la apnea hipoxica.

11.1 Planteamiento del Problema

Existe bastante evidencia que respalda el papel fundamental del AMPc en la
generacion y mantenimiento de un ritmo respiratorio estable. Se ha sugerido que los
farmacos que elevan la concentraciéon de AMPc tienen una accioén estimuladora en la
red respiratoria, sin embargo, falta por aclarar si el efecto estimulador de estos
farmacos, como la naloxona, la forskolina y el SKF-38393, depende de los niveles de
oxigenacion en el que se encuentra el circuito o si depende de la reconfiguracion
funcional del mismo, es decir, si la neuromodulacion del circuito cambia debido a su
reconfiguracion funcional durante la hipoxia. Por esta razon nos planteamos la siguiente

hipétesis:



12. Hipotesis

Las diferentes formas de respiraciéon (eupnea, suspiros y boqueos) son

neuromoduladas diferencialmente debido a la reconfiguracion funcional del circuito.



13. Objetivos

13.1 Objetivo General

Determinar si hay diferencias en el efecto de la naloxona, la forskolina y el SKF-

38393 sobre los ritmos respiratorios generados por el CPB in vitro.

13.2 Objetivos Especificos

¢ Determinar el efecto de la naloxona, la forskolina y el SKF-38393 sobre la
eupnea ficticia en condiciones de normoxia.

e Determinar el efecto de la naloxona, la forskolina y el SKF-38393 sobre los
boqueos ficticios en condiciones de hipoxia.

e Comparar los efectos de la naloxona, la forskolina y el SKF-38393 sobre los
ritmos respiratorios en normoxia (eupnea ficticia) y en hipoxia (boqueos

ficticios).



14. Método

14.1 Sujetos

Se utilizaron 72 ratones neonatos sin destetar de la cepa Swiss-Webster de 7 a 10
dias de edad postnatal (P7-P10). Cada raton, nacido por parto vaginal espontaneo, se
mantuvo con su madre y hermanos hasta el momento del experimento. Las madres se
alimentaron con dieta estandar (Purina, México) y agua ad libitum.

Los animales se sometieron a ciclos de 12 horas de luz blanca artificial, con
lamparas de nedn, y 12 horas de oscuridad (ciclo luz-oscuridad 12/12) y se mantuvieron
en condiciones controladas de temperatura (20-25°C) regulada con un termostato
electronico. Aunque estas temperaturas estan por debajo de la zona termoneutral de los
ratones recién nacidos (Taylor, P. M., 1960), cada cria tuvo la oportunidad de
seleccionar su temperatura ambiental al acurrucarse con sus hermanos y/o su madre
(termoregulacion conductual).

La manipulacion de los animales se condujo por medio de procedimientos que
implican el cuidado del animal en acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999) y el Comité Etico del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados. Se
realizaron todos los esfuerzos para minimizar el numero de animales usados y su

sufrimiento.



14.2 Aparatos

Vibratomo 1000 Plus Sectioning System (The Vibratome Company, St. Louis,
MO, USA).

Bomba peristaltica RAININ Modelo RP-1 (Rainin Instrument, LLC, Oakland,
CA, USA).

Céamara de registro.

Estirador de pipetas Sutter Modelo 97-B (Sutter Instrument Company, Novato,
CA, USA).

Amplificadores Grass Modelo 7P5B (Grass-Telefactor, An Astro-Med, Inc.,
West Warwick, RI, USA).

Integradores Grass Modelo 7P3B (Grass-Telefactor, An Astro-Med, Inc., West

Warwick, RI, USA).

14.3 Material

Liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) (solucion de Krebs) que contiene (en
mM): 119 de NaCl, 30 D-glucosa, 25 de NaHCOs, 3 de KCI, 1 de MgCl, y 1.5
de CaCl,, a un pH de 7.4. El pH se mantuvo por gaseo constante con gas
carbogeno (95% de O, y 5% de CO»).

Mezcla de gas carbogeno que contiene 95% de O, y 5% de COs,.

Mezcla de gas nitrogeno que contiene 95% de N, y 5% de CO..

Agar.

Navajas para diseccion.

Capilares de borosilicato.



14.4 Farmacos

Para incrementar los niveles de AMPc se utilizaron los siguientes farmacos:

e Forskolina (activador de la adenilato ciclasa), a dos concentraciones diferentes’:
3y 10 puM.

e Hidrocloruro de Naloxona (antagonista opioidérgico), a dos concentraciones
diferentes™: 1y 5 uM.

e Hidrocloruro de (£)-SKF-38393 (agonista a receptores dopaminérgicos Dj), a

dos concentraciones diferentes : 4 y 10 uM.

La forskolina se diluydé en dimetilsulfoxido (DMSO) y el hidrocloruro de
naloxona y el (+)-SKF-38393 en agua desionizada. Se obtuvieron de la casa comercial
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; con excepcion del hidrocloruro de naloxona, el

cual se obtuvo de la casa comercial Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA.

14.5 Procedimiento

14.5.1 Obtencion de la Rebanada de Tallo Cerebral

Para la realizacidon de estos experimentos se trabajé con rebanadas transversales
de tallo cerebral que contienen el CPB y que pueden generar de manera espontanea el
ritmo respiratorio in vitro. Para ello se utilizaron ratones neonatos de la cepa Swiss-
Webster de 7 a 10 dias de edad postnatal (P7-P10). Cada animal se anestesio con éter en

una campana de extraccion, se decapito al nivel espinal C3/C, y el tallo cerebral se aisld

* Se determinaron estas concentraciones de acuerdo con investigaciones previas donde utilizaron
preparaciones in vitro (Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Smith, D. O. et al., 1995;
Takita, K. et al., 2000; Tanabe, A., Fuji, T. y Onimaru, H., 2005).



y colocod en LCRA (solucion de Krebs modificada) frio (~4°C), que contiene (en mM):
119 de NaCl, 30 D-glucosa, 25 de NaHCOs3, 3 de KCI, 1 de MgCl, y 1.5 de CaCl,, a un
pH de 7.4 mantenido por gaseo constante de gas carbogeno (95% de O, y 5% de COy).
El tallo cerebral se coloco sobre un bloque de agar (al 4%), con un angulo de 15° con
respecto al plano de la navaja y con la parte rostral hacia arriba. Mediante el uso del
Vibratomo 1000 Plus Sectioning System (The Vibratome Company, St. Louis, MO,
USA) se cortaron rebanadas transversales de 200-250 um serialmente en direccion
rostro-caudal hasta alcanzar el margen rostral del CPB. Esta region se encuentra caudal
al nucleo facial y puede ser localizada por otra serie de estructuras que en nuestro caso
funcionaron como referencia, tales como la OI, el NTS, el XII y el NA. En este sitio se
realizd un corte de altura variable que dependidé de la edad del animal. El grosor
necesario para una rebanada de tallo cerebral de un animal de 1 dia de edad postnatal
(P-1) es de 480 um y, con cada dia de edad consecutivo, se afiaden 10 um al corte.
Finalmente, se realiz6 un ultimo corte de 700 wm; ésta Gltima rebanada ritmica contiene

al CPB.

14.5.2 Registro de la Actividad Poblacional del CPB

La rebanada obtenida se colocoé inmediatamente después en una camara de
registro perfundida con un flujo constante de LCRA (solucion de Krebs modificada)
saturada con gas carbogeno (95% de O, y 5 % de CO;), mediante una bomba
peristaltica RAININ (modelo RP-1, Rainin Instrument, LLC, Oakland, CA, USA), a una
velocidad de 20 ml/min y a temperatura de 28-31°C". Después de estabilizar la rebanada

durante 10 minutos, la concentracion de KCI del LCRA (solucion de Krebs

* Esta temperatura se adopté porque la amplitud del ritmo era mayor y se mantenia mejor; a mayores
temperaturas, el ritmo tendia a deteriorarse probablemente porque el consumo de O, y de glucosa se
incrementaba (Suzue, T., 1984).



modificada), se aumentd gradualmente de 3 a 8 mM en un lapso de 20 minutos, con la
finalidad de aumentar la excitabilidad y, por lo tanto, de inducir el ritmo respiratorio en
la rebanada. Para obtener el ritmo respiratorio in vitro, se llevaron a cabo registros de la
actividad de campo (poblacional) del CPB en experimentos individuales mediante
microelectrodos extracelulares de succion, cuya sefial se amplificé 5000-10000 veces y
se filtré (ancho de banda=3-3000 Hz) con amplificadores Grass modelo 7P5B (Grass-
Telefactor, An Astro-Med, Inc., West Warwick, RI, USA). Este registro ademds se
rectificod e integro electronicamente con integradores Grass modelo 7P3B (Grass-
Telefactor, An Astro-Med, Inc., West Warwick, RI, USA) y se grabé mediante el
programa informatico AxoTape (version 2.0; Axon Instruments, Union City, CA, USA).
Dependiendo del protocolo experimental seguido (ver mas abajo), la preparacion se

someti6 a diferentes condiciones de oxigenacion.

Figura 12. Representacion de rebanada de tallo cerebral de raton de 700 pm de grosor que muestra la
localizacion del Complejo Pre-Botzinger (CPB) y sus estructuras vecinas: SPS5 (nucleo espinal del
trigémino), XII (nucleo del nervio hipogloso), X (nucleo dorsal motor del nervio vago), NA (nucleo
ambiguo) y OI (oliva inferior). Se colocod un electrodo de registro extracelular en la superficie del CPB
para registrar la actividad poblacional. A la derecha se presenta el trazo representativo de un registro, con
la actividad poblacional integrada en la parte superior y la actividad poblacional pura debajo de ella
(Adaptada de Ramirez, J. M. et al., 1997 y de Lieske, S. P. et al., 2000).



14.6 Disefo Experimental

En la presente investigacion, el efecto de los farmacos que elevan la
concentracion de AMPc en la red respiratoria se examind administrando Naloxona (1 y
5 uM), Forskolina (3 y 10 uM) y/o SKF-38393 (4 y 10 uM) en rebanadas individuales
(n=6 para cada grupo). Se analizaron los resultados desde dos perspectivas: 1) Sus
efectos en condiciones de normoxia y; 2) Sus efectos en condiciones de hipoxia, es
decir, en su capacidad de generar boqueos. A continuacion se presenta una tabla donde
se muestra el disefio experimental seguido en esta investigacion y, posteriormente, la

descripcion del mismo.

GRUPO PROTOCOLO | FARMACOS | CONCENTRACIONES

1 uM SuM

Naloxona n==6 n==6

Grupo Farmaco en 3 uM 10 uM
Experimental 1 Normoxia Forskolina n==6 n==o6
4 uM 10 uM

SKF-38393 n==6 n=>6

I uM 5uM

Naloxona n==6 n==o6
Grupo Féarmaco en 3uM 10 uM
Experimental 2 Hipoxia Forskolina n==6 n==6
4 uM 10 uM

SKF-38393 n==6 n=>6

Tabla 1. Diseiio Experimental.

1. Grupo Experimental /

Farmaco en Normoxia

1. La preparacion se sometio a condiciones de normoxia [oxigenacion normal
(95% de O, vy 5 % de CO,)] durante 10 minutos como registro control

(eupnea y suspiros);



2. Finalmente, el farmaco se afadi6 en la solucion que bafiaba a la rebanada

(LCRA) durante 10 minutos.

Esto con el proposito de evaluar y comparar los pardmetros cuantificados (ver
mas abajo) en condiciones control (normoxia) y en presencia del farmaco (normoxia +

farmaco), es decir, antes y después del tratamiento (ver Figura 13).

Naloxona
Forskolina

Normoxia SKF 38393

‘I‘CF’B

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Figura 13. Grupo Experimental 1. Se muestra un registro individual (ICPB, P7) en condiciones de
normoxia en el que se indica el protocolo seguido para este grupo. 1) Se realizo el registro en condiciones
basales durante 10 min (registro control). 2) Finalmente, el farmaco se afiadié en el LCRA durante 10
min. Se aplicaron tres farmacos diferentes en dos concentraciones diferentes [Naloxona (1 y 5 pM),
Forskolina (3 y 10 uM) y/o SKF-38393 (4 y 10 uM)]. Cada experimento se realizdo en rebanadas
individuales y consistié de una n=6 para cada grupo.

2. Grupo Experimental 2

Farmaco en Hipoxia

1. La preparacion se sometio a condiciones de normoxia [oxigenacion normal
(95% de O, y 5 % de CO,)] durante 10 minutos como registro necesario que
antecede a la hipoxia;

2. Posteriormente, se indujo la hipoxia simplemente intercambiando la mezcla

de gas carbogeno (95% de O, y 5 % de CO,) por una mezcla en la que todo



el oxigeno se sustituyo por el gaseo con mezcla de nitrogeno (95% de N, y
25% de CO,) durante 10 minutos como registro control (boqueos);
3. Finalmente, el firmaco se afiadi6 en la solucion que bafiaba a la rebanada

(LCRA) durante 10 minutos.

Esto con el proposito de evaluar y comparar los pardmetros cuantificados (ver
mas abajo) en condiciones control (hipoxia) y en presencia del farmaco (hipoxia +

farmaco), es decir, antes y después del tratamiento (ver Figura 14).

Hipoxia

Naloxona
Forskolina
SKF 38393
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Figura 14. Grupo Experimental 2. Se muestra un registro individual (/CPB, P7) en condiciones de
hipoxia en el que se indica el protocolo seguido para este grupo. 1) Se realizo el registro en condiciones
basales durante 10 min (registro control), el cual, como se puede observar, incluye la fase de aceleracion
y depresion que caracterizan a la hipoxia. 2) Finalmente, el firmaco se afiadié en el LCRA durante 10
min. Se aplicaron tres fAirmacos diferentes en dos concentraciones diferentes [Naloxona (1 y 5 uM),
Forskolina (3 y 10 uM) y/o SKF-38393 (4 y 10 uM)]. Cada experimento se realizd en rebanadas
individuales y consistié de una n=6 para cada grupo.

14.6.1 Parametros Analizados

Se tomaron los ultimos 2 minutos representativos de cada etapa (ver mas abajo)

para analizar las siguientes caracteristicas de cada rafaga poblacional:



1) Amplitud: la distancia que hay entre la linea basal y el 4pice de una rafaga.
En este trabajo la amplitud se muestra en microvoltios (V) (ver Figura
15).

2) Duracion media: el tiempo que transcurre entre los dos sitios ubicados en el
punto medio de la pendiente de subida (ver Figura 15).

3) Tiempo de subida 10% a 90%: el tiempo (en milisegundos) que transcurre
en el registro entre dos puntos situados en el 10 y 90% de la amplitud
maxima de cada rafaga, respectivamente (ver Figura 15).

4) Area de la rafaga: el area que hay debajo de la rafaga, es decir, el area que
abarca la rafaga (ver Figura 15).

5) Irregularidad: la diferencia de tiempo que existe entre la ocurrencia de tres
eventos consecutivos (ver Figura 15).

6) Frecuencia: el nimero de veces que se repite un evento dado en una escala de

tiempo definida. La frecuencia se expresa en hertz (Hz) (ver Figura 15).
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Figura 15. Parametros analizados. Se ilustran los parametros medidos en cada rafaga poblacional de la
eupnea y de los boqueos.

14.6.2 Obtencion y Analisis de Datos

Como se menciond anteriormente, los registros se almacenaron en linea en
computadora con el uso de tarjetas de grabacion convertidoras analogico-digital de
National Instruments Corporation (National Instruments Corporation, Austin, TX, USA)
y se grabaron mediante el programa informatico AxoTap (version 2.0; Axon
Instruments, Union City, CA, USA).

Los registros obtenidos se analizaron en una computadora personal mediante el
programa informatico Igor Pro version 4.0.5.1 (WaveMetrics, Lake Oswego, OR,

USA).



Con el proposito de llevar a cabo el andlisis estadistico de cada pardmetro

cuantificado, se normalizaron los datos de la siguiente manera:

1. En el caso del Grupo Experimental ! (Farmaco en Normoxia):

a)

b)

De los 10 minutos del registro control, tomamos los ultimos 5 minutos
(minuto 5 a 10). El promedio de estos 5 minutos se iguald a 1 (ver Figura
16 a).

Las medidas de los valores control se calcularon del promedio de las
rafagas registradas durante los 2 Gltimos minutos representativos (minuto
8 a 10) del registro control (antes de la aplicacion del farmaco) y se
igualaron respecto a la media de los 5 minutos del registro control (ver
Figura 16 b).

De igual modo, las medidas de los valores del farmaco se calcularon del
promedio de las rafagas registradas durante los 2 ultimos minutos
representativos (minuto 18 a 20) del registro en presencia del fdrmaco
(control + farmaco) y se igualaron respecto a la media de los 5 minutos

del registro control (ver Figura 16 c).

2. En el caso del Grupo Experimental 2 (Farmaco en Hipoxia):

a)

De los 10 minutos del registro control, a diferencia del Grupo
Experimental / (Farmaco en Normoxia), tomamos los tltimos 4 minutos
(minuto 6 a 10), debido a que nuestro interés se encuentra
especificamente en la etapa de boqueos y el periodo de estabilizacion se
alcanza hasta el minuto 6. El promedio de estos 4 minutos se igual6 a 1

(ver Figura 17 a).



b) Las medidas de los valores control se calcularon del promedio de las

rafagas registradas durante los 2 Gltimos minutos representativos (minuto
8 a 10) del registro control (antes de la aplicacion del farmaco) y se
igualaron respecto a la media de los 4 minutos del registro control (ver
Figura 17 b).

De igual modo, las medidas de los valores del farmaco se calcularon del
promedio de las rafagas registradas durante los 2 ultimos minutos
representativos (minuto 18 a 20) del registro en presencia del farmaco
(control + fairmaco) y se igualaron respecto a la media de los 4 minutos

del registro control (ver Figura 17 c).



MNaloxona
Forskolina

Normoxia SKF 38393
J'CPB

i o o i e s i, sl L

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

a) media 5 min =1
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(0.14221322 x 1 + 0.15425071 = 0.92196153) (0.16092129 x 1 + 0.15425071 = 1.04324505]

Figura 16. Normalizacion de los datos. Grupo Experimental I Fdrmaco en Normoxia. Se muestra un
registro individual (JCPB, P7) en condiciones de normoxia en el que se indica las etapas en que se dividi6 cada
registro para su andlisis. a) De los 10 minutos del registro control, tomamos los Gltimos 5 minutos como
representativos del registro control (minuto 5 a 10). El promedio de estos 5 minutos se iguald a 1 como lo
muestra el ejemplo debajo de la barra (area sombreada amarilla); b) De estos 5 minutos del registro control
tomamos los ultimos 2 minutos como representativos (minuto 8 a 10). El promedio de estos 2 minutos se iguald
respecto a la media de los 5 minutos del registro control como lo muestra el ejemplo debajo de la barra (4rea
sombreada amarillo con morado); ¢) De igual modo, en el caso del farmaco, tomamos los ultimos 2 minutos del
registro como representativos (minuto 18 a 20). El promedio de estos dos minutos se igual6 respecto a la media
de los 5 minutos del registro control como lo muestra el ejemplo debajo de la barra (area sombreada amarillo
con morado). Se aplicaron tres farmacos diferentes en dos concentraciones diferentes [Naloxona (1 y 5 uM),
Forskolina (3 y 10 uM) y/o SKF-38393 (4 y 10 uM)]. Cada experimento se realiz6 en rebanadas individuales y
consistio de una n=6 para cada grupo.
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Figura 17. Normalizacion de los datos. Grupo Experimental 2 Farmaco en Hipoxia. Se muestra un registro
individual (JCPB, P7) en condiciones de hipoxia en el que se indica las etapas en que se dividié cada registro
para su analisis. a) De los 10 minutos del registro control, tomamos los tltimos 4 minutos como representativos
del registro control (minuto 6 a 10), debido a que, como se puede observar, el periodo de estabilizacion se
alcanza hasta el minuto 6. El promedio de estos 4 minutos se iguald a 1 como lo muestra el ejemplo debajo de
la barra (4rea sombreada amarilla); b) De estos 4 minutos del registro control tomamos los tltimos 2 minutos
como representativos (minuto 8 a 10). El promedio de estos 2 minutos se iguald respecto a la media de los 4
minutos del registro control como lo muestra el ejemplo debajo de la barra (4rea sombreada amarillo con
morado); ¢) De igual modo, en el caso del farmaco, tomamos los ultimos 2 minutos del registro como
representativos (minuto 18 a 20). El promedio de estos dos minutos se iguald respecto a la media de los 4
minutos del registro control como lo muestra el ejemplo debajo de la barra (area sombreada amarillo con
morado). Se aplicaron tres farmacos diferentes en dos concentraciones diferentes [Naloxona (1 y 5 uM),
Forskolina (3 y 10 uM) y/o SKF-38393 (4 y 10 uM)]. Cada experimento se realiz6 en rebanadas individuales y
consistio de una n=6 para cada grupo.



3. Finalmente, como uno de nuestros objetivos era comparar los efectos de los
farmacos en condiciones de normoxia e hipoxia, tomamos las diferencias de:
control vs. farmaco (en condiciones de normoxia) V'S. control vs. fAirmaco
(en condiciones de hipoxia). Esto para cada fairmaco y para cada una de sus
concentraciones.

d) Una vez calculadas y normalizadas las medidas de los valores control
tanto en condiciones de normoxia como en condiciones de hipoxia (ver
Figura 18 b) y de los valores del fiarmaco tanto en condiciones de
normoxia como en condiciones de hipoxia (ver Figura 18 ¢) como se
acaba de mencionar, procedimos a calcular las diferencias entre éstos
(antes y después del tratamiento) en ambas condiciones experimentales

(normoxia e hipoxia) (ver Figura 18 d).
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d) Diferencias b) vs.c) =c) - b)
1.04324505 - 0.92196153 = 0.12128352

2) Hipoxia
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d) Diferencias b) vs.c)=c) - b
1.103211585 - 0.96406108 = 0.13915048

Figura 18. Normalizacion de los datos. Grupo Experimental 1 (Fdrmaco en Normoxia) vs. Grupo
Experimental 2 (Fdrmaco en Hipoxia). Se muestran dos registros individuales (ICPB, P7) en
condiciones de normoxia (1) e hipoxia (2) en los que se indica las etapas en que se dividio cada registro
para su analisis. b) Se muestra el promedio de los lltimos 2 minutos representativos del registro control
(minuto 8 a 10) en ambas condiciones experimentales (normoxia ¢ hipoxia) normalizados (como se
demostr6 anteriormente) como lo muestra el ejemplo debajo de la barra (area sombreada amarillo con
morado); ¢) De igual modo, en el caso del farmaco, se muestra el promedio de los ultimos 2 minutos
representativos del registro en presencia de fiarmaco (minuto 18 a 20) en ambas condiciones
experimentales (normoxia e hipoxia) normalizados (como se demostr6 anteriormente) como lo muestra el
ejemplo debajo de la barra (drea sombreada amarillo con morado); d) Finalmente, se muestran las
diferencias b) vs. ¢) en ambas condiciones experimentales (normoxia e hipoxia). Se aplicaron tres
farmacos diferentes en dos concentraciones diferentes [Naloxona (1 y 5 pM), Forskolina (3 y 10 pM) y/o
SKF-38393 (4 y 10 uM)]. Cada experimento se realizé en rebanadas individuales y consistio de una n=6
para cada grupo.



14.6.3 Analisis Estadistico

El anélisis estadistico se llevo a cabo en el paquete estadistico SigmaStat version
3.11 [Systat Software Inc. (SSI), San Jose, CA, USA]. Se utilizé el Analisis de Varianza
No Paramétrico en Rangos de Una Via Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de
comparaciones multiples Student-Newman Keuls. Esto con el propdsito de determinar
si la Naloxona, la Forskolina y/o el SKF-38393 en sus dos concentraciones, afectaron
los parametros medidos, tanto en condiciones de normoxia como en condiciones de
hipoxia. Para comparar los parametros en condiciones control y en presencia de los
farmacos (asi como para comparar los efectos de las dos concentraciones), es decir,
antes y después del tratamiento, los factores fueron: control vs. firmaco (normoxia) y
control vs. farmaco (hipoxia); finalmente, para comparar los parametros en condiciones
de normoxia vs. condiciones de hipoxia, los factores fueron: diferencias control-farmaco
(en condiciones de normoxia) VS. diferencias control-fArmaco (en condiciones de
hipoxia). Esto para cada parametro evaluado y para cada uno de los farmacos en sus dos
concentraciones diferentes.

Todos los resultados se presentan como medias * error estandar de la media
(S.E.M). En todos los casos se utilizé un valor de P < 0.05 para determinar que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los datos comparados. Este estudio se

bas6 en 72 registros poblacionales en 72 rebanadas.



15. Resultados

En las figuras 19 a 21 se muestran los resultados del Protocolo Experimental /
(Farmaco en Normoxia); mientras que en las figuras 22 a 24 se muestran los resultados
del Protocolo Experimental 2 (Fdrmaco en Hipoxia)®. Finalmente, en las figuras 25 a 30
se muestran los resultados de las diferencias de los efectos de los farmacos en normoxia

vs. hipoxia.

15.1 Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia

(Protocolo Experimental 7)

15.1.1 Efectos de Naloxona en Normoxia

Como se puede observar en la figura 19, Gnicamente encontramos un efecto
estadisticamente significativo de la naloxona en la amplitud y en la frecuencia del ritmo
respiratorio en normoxia.

La naloxona 5 puM (1.064 £ 0.0248) ejerce un aumento estadisticamente
significativo en la amplitud del ritmo respiratorio en normoxia comparado con su
control (0.997 £ 0.00728, P < 0.05). Ademaés, al comparar las dos concentraciones,
encontramos que el efecto de la naloxona 5 uM (1.064 *+ 0.0248) en normoxia es
significativamente diferente al de la naloxona 1 pM (0.974 £ 0.0194, P < 0.05) en

normoxia.

* Cabe aclarar que ya que cada uno de los registros control fueron normalizados a 1, en base al promedio
de los mismos [ver Obtencion y Analisis de Datos (14.6.2)], se muestra el control como 1 para todos
los casos con el propdsito de facilitar la interpretacion de los datos.



En el caso de la frecuencia del ritmo respiratorio en normoxia, se puede observar
que ambas concentraciones ejercen un efecto estadisticamente significativo. La
naloxona 1 puM (1.098 £ 0.0211) produce un aumento estadisticamente significativo en
la frecuencia del ritmo respiratorio en normoxia comparado con su control (0.988 *
0.0160, P < 0.05), asi como la naloxona 5 puM (1.087 % 0.0252) también produce un
aumento estadisticamente significativo en la frecuencia del ritmo respiratorio en
normoxia comparado con su control (1.012 + 0.00558, P < 0.05). Sin embargo, al
comparar las dos concentraciones, encontramos que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre ellas.
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Figura 19. Efectos de Naloxona en Normoxia. Comparacion de los efectos de naloxona 1 y 5 uM en los
distintos parametros medidos (c¢). Se muestra un registro representativo de los efectos de naloxona 1 uM
(a) y 5 uM (b) en normoxia. Debajo de cada registro se comparan 50 seg. de rafagas ampliadas (de los
ultimos 2 minutos) de la eupnea ficticia (control) contra las mismas pero en presencia de la naloxona,
respectivamente. Los registros y las rafagas se muestran a la misma escala con propositos de
comparacion. * P < 0.05 comparado contra su propio control (linea punteada); # P < 0.05 comparado
entre concentraciones.



15.1.2 Efectos de Forskolina en Normoxia

Como se puede observar en la figura 20, la forskolina 10 uM (0.819 £ 0.0307)
ejerce una depresion estadisticamente significativa en la amplitud del ritmo respiratorio
en normoxia comparado con su control (0.997 £ 0.00392, P < 0.05). Ademas, al
comparar las dos concentraciones, encontramos que el efecto de la forskolina 10 uM
(0.819 £ 0.0307) en normoxia es significativamente diferente al de la forskolina 3 uM
(0.953 £0.0335, P <0.05) en normoxia.

En el caso de la duracion media del ritmo respiratorio en normoxia, se puede
observar que Unicamente la forskolina 3 uM (0.857 £ 0.0404) ejerce una depresion
estadisticamente significativa en la duracién media del ritmo respiratorio en normoxia
comparado con su control (1.011 = 0.00830, P <0.05).

Cuando evaluamos y comparamos el efecto de la forskolina 3 y 10 uM en el
tiempo de subida del ritmo respiratorio en normoxia, observamos que ninguna
concentracion ejerce un efecto estadisticamente significativo comparado con su control.
Sin embargo, al comparar las dos concentraciones, encontramos que el efecto de la
forskolina 10 uM (1.193 £ 0.0836) en normoxia es significativamente diferente al de la
forskolina 3 uM (0.897 = 0.0572, P < 0.05) en normoxia.

En el caso del area de la rafaga del ritmo respiratorio en normoxia, se puede
observar que ambas concentraciones tienen un efecto estadisticamente significativo. La
forskolina 3 uM (0.749 + 0.0550) ejerce una depresion estadisticamente significativa en
el area de la rafaga del ritmo respiratorio en normoxia comparado con su control (1.008
+ 0.0125, P < 0.05); asi como la forskolina 10 uM (0.656 £ 0.0543) también produce
una depresion estadisticamente significativa en el area de la rafaga del ritmo respiratorio

en normoxia comparado con su control (1.013 £ 0.0121, P < 0.05). Sin embargo, al



comparar las dos concentraciones, encontramos que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre ellas.

Respecto a la irregularidad del ritmo respiratorio en normoxia, encontramos que
¢éste fue el Unico pardmetro evaluado donde no existieron efectos estadisticamente
significativos de la forskolina en ninguna de sus dos concentraciones.

Finalmente, en el caso de la frecuencia del ritmo respiratorio en normoxia, se
puede observar que ambas concentraciones tienen un efecto estadisticamente
significativo. La forskolina 3 uM (1.446 £ 0.0990) ejerce un aumento estadisticamente
significativo en la frecuencia del ritmo respiratorio en normoxia comparado con su
control (1.022 + 0.0152, P < 0.05), asi como la forskolina 10 uM (1.661 £ 0.134)
también produce un aumento estadisticamente significativo en la frecuencia del ritmo
respiratorio en normoxia comparado con su control (1.029 * 0.00781, P < 0.05). Sin
embargo, al comparar las dos concentraciones, encontramos que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre ellas.
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Figura 20. Efectos de Forskolina en Normoxia. Comparacioén de los efectos de forskolina 3 y 10 uM en
los distintos parametros medidos (¢). Se muestra un registro representativo de los efectos de forskolina 3
pM (a) y 10 uM (b) en normoxia. Debajo de cada registro se comparan 50 seg. de rafagas ampliadas (de
los ultimos 2 minutos) de la eupnea ficticia (control) contra las mismas pero en presencia de la forskolina,
respectivamente. Los registros y las rafagas se muestran a la misma escala con propositos de
comparacion. * P < 0.05 comparado contra su propio control (linea punteada); # P < 0.05 comparado
entre concentraciones.



15.1.3 Efectos de SKF-38393 en Normoxia

Como se puede observar en la figura 21, Gnicamente encontramos un efecto
estadisticamente significativo del SKF-38393 en la amplitud y en la irregularidad del
ritmo respiratorio en normoxia.

Ambas concentraciones ejercen un efecto estadisticamente significativo en la
amplitud del ritmo respiratorio en normoxia. El SKF-38393 4 uM (1.095 % 0.0496)
produce un aumento estadisticamente significativo en la amplitud del ritmo respiratorio
en normoxia comparado con su control (1.005 £ 0.00549, P < 0.05), asi como el SKF-
38393 10 uM (1.105 = 0.0316) también produce un aumento estadisticamente
significativo en la amplitud del ritmo respiratorio en normoxia comparado con su
control (0.996 £ 0.00421, P < 0.05). Sin embargo, al comparar las dos concentraciones,
encontramos que no hay diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

Finalmente, observamos que, como en el caso de la amplitud, ambas
concentraciones ejercen un efecto estadisticamente significativo en la irregularidad del
ritmo respiratorio en normoxia. El SKF-38393 4 uM (2.625 * 0.598) produce un
aumento estadisticamente significativo en la irregularidad del ritmo respiratorio en
normoxia comparado con su control (0.913 + 0.0421, P < 0.05); asi como el SKF-38393
10 uM (1.674 = 0.211) también produce un aumento estadisticamente significativo en la
irregularidad del ritmo respiratorio en normoxia comparado con su control (1.016 *
0.0239, P < 0.05). Sin embargo, al comparar las dos concentraciones, encontramos que

no hay diferencias estadisticamente significativas entre ellas.
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Figura 21. Efectos de SKF-38393 en Normoxia. Comparacion de los efectos de SKF-38393 4 y 10 uM
en los distintos pardmetros medidos (¢). Se muestra un registro representativo de los efectos de SKF-
38393 4 uM (a) y 10 uM (b) en normoxia. Debajo de cada registro se comparan 50 seg. de rafagas
ampliadas (de los ultimos 2 minutos) de la eupnea ficticia (control) contra las mismas pero en presencia
del SKF-38393, respectivamente. Los registros y las rafagas se muestran a la misma escala con propdsitos
de comparacion. * P < (.05 comparado contra su propio control (linea punteada); # P < 0.05 comparado
entre concentraciones.



15.2 Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Hipoxia

(Protocolo Experimental 2)

15.2.1 Efectos de Naloxona en Hipoxia

Como se puede observar en la figura 22, Gnicamente encontramos un efecto
estadisticamente significativo de la naloxona en la frecuencia del ritmo respiratorio en
hipoxia.

Unicamente la naloxona 5 puM (1.161 + 0.0611) ejerce un aumento
estadisticamente significativo en la frecuencia del ritmo respiratorio en hipoxia
comparado con su control (0.942 £ 0.0109, P < 0.05). Ademaés, al comparar las dos
concentraciones, encontramos que el efecto de la la naloxona 5 uM (1.161 £ 0.0611) en
hipoxia es significativamente diferente al de la naloxona 1 uM (1.075 £ 0.0891, P <

0.05) en hipoxia.
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Figura 22. Efectos de Naloxona en Hipoxia. Comparacion de los efectos de naloxona 1 y 5 uM en los
distintos parametros medidos (c¢). Se muestra un registro representativo de los efectos de naloxona 1 uM
(a) y 5 uM (b) en hipoxia. Debajo de cada registro se comparan 50 seg. de rafagas ampliadas (de los
ultimos 2 minutos) de los boqueos ficticios (control) contra los mismos pero en presencia de la naloxona,
respectivamente. Los registros y las rafagas se muestran a la misma escala con propodsitos de
comparacion. * P < 0.05 comparado contra su propio control (linea punteada); # P < 0.05 comparado
entre concentraciones.



15.2.2 Efectos de Forskolina en Hipoxia

Como se puede observar en la figura 23, Gnicamente encontramos un efecto
estadisticamente significativo de la forskolina en la amplitud y en la frecuencia del
ritmo respiratorio en hipoxia.

La forskolina 10 uM (0.748 £ 0.0765) ejerce una depresion estadisticamente
significativa en la amplitud del ritmo respiratorio en hipoxia comparado con su control
(1.015 = 0.00701, P < 0.05). Ademas, al comparar las dos concentraciones,
encontramos que el efecto de la forskolina 10 uM (0.748 = 0.0765) en hipoxia es
significativamente diferente al de la forskolina 3 uM (1.037 £ 0.0230, P < 0.05) en
hipoxia.

En el caso de la frecuencia del ritmo respiratorio en hipoxia, se puede observar
que ambas concentraciones ejercen un efecto estadisticamente significativo. La
forskolina 3 uM (1.285 + 0.0894) produce un aumento estadisticamente significativo en
la frecuencia del ritmo respiratorio en hipoxia comparado con su control (0.990 *
0.0110, P < 0.05), asi como la forskolina 10 pM (1.632 £ 0.175) también produce un
aumento estadisticamente significativo en la frecuencia del ritmo respiratorio en hipoxia
comparado con su control (0.974 £ 0.00854, P < 0.05). Ademas, al comparar las dos
concentraciones, encontramos que el efecto de la forskolina 3 uM (1.285 £ 0.0894) en
hipoxia es significativamente diferente al de la forskolina 10 uM (1.632 £ 0.175, P <

0.05) en hipoxia.



Efectos de Forskolina en Hipoxia

a)

Forskolina 3 pM

Jo e 0 O Y

10 seg 10 seg

Forskolina 10 pM

ANl AAAANANAAAN

10 seg 10 seg

Fraccion del Control

Il Forskolina 3 pM
[Z4 Forskolina 10 uM

Figura 23. Efectos de Forskolina en Hipoxia. Comparacion de los efectos de forskolina 3 y 10 uM en
los distintos parametros medidos (¢). Se muestra un registro representativo de los efectos de forskolina 3
pM (a) y 10 uM (b) en hipoxia. Debajo de cada registro se comparan 50 seg. de rafagas ampliadas (de los
ultimos 2 minutos) de los boqueos ficticios (control) contra los mismos pero en presencia de la forskolina,
respectivamente. Los registros y las rafagas se muestran a la misma escala con propodsitos de
comparacion. * P < 0.05 comparado contra su propio control (linea punteada); # P < 0.05 comparado
entre concentraciones.



15.2.3 Efectos de SKF-38393 en Hipoxia

Como se puede observar en la figura 24, Gnicamente encontramos un efecto
estadisticamente significativo del SKF-38393 en la frecuencia del ritmo respiratorio en
hipoxia.

Unicamente el SKF-38393 10 puM (1.293 + 0.0902) ejerce un aumento
estadisticamente significativo en la frecuencia del ritmo respiratorio en hipoxia
comparado con su control (1.003 £ 0.0299, P < 0.05). Ademaés, al comparar las dos
concentraciones, encontramos que el efecto del SKF-38393 10 uM (1.293 + 0.0902) en
hipoxia es significativamente diferente al del SKF-38393 4 uM (1.027 + 0.0402, P <

0.05) en hipoxia.
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Figura 24. Efectos de SKF-38393 en Hipoxia. Comparacion de los efectos de SKF-38393 4y 10 uM en
los distintos parametros medidos (¢). Se muestra un registro representativo de los efectos de SKF-38393 4
uM (a) y 10 uM (b) en hipoxia. Debajo de cada registro se comparan 50 seg. de rafagas ampliadas (de los
ultimos 2 minutos) de los boqueos ficticios (control) contra los mismos pero en presencia del SKF-38393,
respectivamente. Los registros y las rafagas se muestran a la misma escala con propositos de
comparacion. * P < 0.05 comparado contra su propio control (linea punteada); # P < 0.05 comparado
entre concentraciones.



15.3 Diferencias de los Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393

Normoxia vs. Hipoxia

Se comparo la eupnea ficticia (normoxia) con los boqueos ficticios (hipoxia) en
cada parametro evaluado y en cada uno de los farmacos usados en sus dos

concentraciones diferentes por separado.

15.3.1 Amplitud

Como se puede observar en la figura 25, cuando comparamos el efecto de los
farmacos en la amplitud de la eupnea ficticia vs. la amplitud de los boqueos ficticios,
observamos que unicamente existe una diferencia estadisticamente significativa en el
caso de la forskolina.

La forskolina 3 uM ejerce una depresion estadisticamente significativa de la
amplitud del ritmo respiratorio en normoxia (-0.0551 £ 0.0323), mientras que en
hipoxia ejerce un aumento estadisticamente significativo (0.0203 £ 0.0153, P < 0.05).

Sin embargo, aunque no fue estadisticamente significativo, podemos observar
que en el caso de la naloxona 1 pM, la amplitud del ritmo respiratorio parece disminuir

en normoxia (-0.0177 = 0.0226) y aumentar en hipoxia (0.0407 = 0.0497).
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Figura 25. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia vs. Hipoxia. Comparacion de
los efectos de naloxona, forskolina y SKF-38393 en sus dos concentraciones diferentes en la amplitud de
la eupnea ficticia y de los boqueos ficticios. * P < 0.05 comparado entre normoxia ¢ hipoxia.

15.3.2 Duracion Media

Como se puede observar en la figura 26, cuando comparamos el efecto de los
farmacos en la duraciéon media de la eupnea ficticia vs. la duracion media de los
boqueos ficticios, observamos que existe una diferencia estadisticamente significativa
tanto en el caso de la naloxona como en el caso de la forskolina.

La naloxona 1 pM ejerce una depresion estadisticamente significativa de la

duracién media del ritmo respiratorio en normoxia (-0.0267 + 0.0170), mientras que en

hipoxia ejerce un aumento estadisticamente significativo (0.0588 + 0.0204, P < 0.05).



En el caso de la forskolina, se puede observar que, como en el caso de la
naloxona, ésta a 3 uM ejerce una depresion estadisticamente significativa de la duracion
media del ritmo respiratorio en normoxia (-0.154 + 0.0371), mientras que en hipoxia
ejerce un aumento estadisticamente significativo (0.0497 £ 0.0450, P < 0.05).

Sin embargo, aunque no fue estadisticamente significativo, podemos observar
que en el caso de la naloxona 5 pM y del SKF-38393 4 uM, la duracion media del ritmo
respiratorio muestra una ligera tendencia a disminuir en normoxia y a aumentar en
hipoxia.

La naloxona 5 uM muestra una ligera tendencia a disminuir la duracion media
del ritmo respiratorio en normoxia (-0.0373 £ 0.00994) y a aumentarla en hipoxia
(0.00460 £ 0.0355). Del mismo modo, el SKF-38393 4 uM muestra una ligera
tendencia a disminuir la duracién media del ritmo respiratorio en normoxia (-0.0337 *

0.0122) y a aumentarla en hipoxia (0.0842 + 0.0224).
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Figura 26. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia vs. Hipoxia. Comparacion de
los efectos de naloxona, forskolina y SKF-38393 en sus dos concentraciones diferentes en la duracion
media de la eupnea ficticia y de los boqueos ficticios. * P < 0.05 comparado entre normoxia e hipoxia.

15.3.3 Tiempo de Subida

Como se puede observar en la figura 27, cuando comparamos el efecto de los
farmacos en el tiempo de subida de la eupnea ficticia vs. el tiempo de subida de los
boqueos ficticios, observamos que Unicamente existe una diferencia estadisticamente
significativa en el caso de la forskolina.

La forskolina 3 uM ejerce una reduccidon estadisticamente significativa en el
tiempo de subida del ritmo respiratorio en normoxia (-0.117 £ 0.0441), mientras que en
hipoxia ejerce un aumento estadisticamente significativo (0.102 £ 0.0525, P < 0.05). Lo

que indica que, durante los boqueos, las rafagas tienen una subida lenta.



Sin embargo, aunque no fue estadisticamente significativo, podemos observar
que en el caso de la naloxona 1 uM y del SKF-38393 4 uM, el tiempo de subida del
ritmo respiratorio muestra una ligera tendencia a disminuir en normoxia y a aumentar en
hipoxia.

La naloxona 1 uM muestra una ligera tendencia a disminuir el tiempo de subida
del ritmo respiratorio en normoxia (-0.0369 + 0.0252) y a aumentarlo en hipoxia
(0.00710 = 0.0252). Del mismo modo, el SKF-38393 4 uM muestra una ligera
tendencia a disminuir el tiempo de subida del ritmo respiratorio en normoxia (-0.0268 £

0.0505) y a aumentarlo en hipoxia (0.127 £ 0.117).
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Figura 27. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia vs. Hipoxia. Comparacion de
los efectos de naloxona, forskolina y SKF-38393 en sus dos concentraciones diferentes en el tiempo de
subida de la eupnea ficticia y de los boqueos ficticios. * P < 0.05 comparado entre normoxia ¢ hipoxia.



15.3.4 Area de la Rafaga

Como se puede observar en la figura 28, cuando comparamos el efecto de los
farmacos en el area de la rafaga de la eupnea ficticia vs. el area de la rafaga de los
boqueos ficticios, observamos que Unicamente existe una diferencia estadisticamente
significativa en el caso de la forskolina.

La forskolina 3 uM ejerce una reduccion estadisticamente significativa en el area
de la rafaga del ritmo respiratorio en normoxia (-0.259 £ 0.0449), mientras que en
hipoxia ejerce un aumento estadisticamente significativo (0.109 = 0.0852, P < 0.05).

Sin embargo, aunque no fue estadisticamente significativo, podemos observar
que en el caso de la naloxona 1 uM, el area de la rafaga del ritmo respiratorio muestra

una ligera tendencia a disminuir en normoxia (-0.0523 = 0.0266) y a aumentar en

hipoxia (0.109 + 0.0833).
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Figura 28. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia vs. Hipoxia. Comparacion de
los efectos de naloxona, forskolina y SKF-38393 en sus dos concentraciones diferentes en el area de la
rafaga de la eupnea ficticia y de los boqueos ficticios. * P < 0.05 comparado entre normoxia e hipoxia.

15.3.5 Irregularidad

Como se puede observar en la figura 29, cuando comparamos el efecto de los
farmacos en la irregularidad de la eupnea ficticia vs. la irregularidad de los boqueos
ficticios, observamos que Unicamente existe una diferencia estadisticamente
significativa en el caso del SKF-38393.

El SKF-38393 4 uM ejerce un aumento estadisticamente significativo en la
irregularidad del ritmo respiratorio en normoxia (1.712 + 0.586), mientras que en
hipoxia ejerce una reduccion estadisticamente significativa (0.0139 £ 0.146, P < 0.05).

Sin embargo, a diferencia del SKF-38393 4 uM, el SKF-38393 10 uM ejerce un



aumento estadisticamente significativo en la irregularidad del ritmo respiratorio tanto en

normoxia (0.658 = 0.213) como en hipoxia (0.114 £ 0.201, P < 0.05).

Diferencias de los efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393
Normoxia vs. Hipoxia
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Figura 29. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia vs. Hipoxia. Comparacion de
los efectos de naloxona, forskolina y SKF-38393 en sus dos concentraciones diferentes en la irregularidad
de la eupnea ficticia y de los boqueos ficticios. * P < 0.05 comparado entre normoxia ¢ hipoxia.

15.3.6 Frecuencia

Como se puede observar en la figura 30, cuando comparamos el efecto de los
farmacos en la frecuencia de la eupnea ficticia vs. la frecuencia de los boqueos ficticios,
observamos que no existe ninguna diferencia estadisticamente significativa en ninguno
de los farmacos. Los tres farmacos, en sus dos concentraciones diferentes, e

independientemente de si se encuentran en estado de normoxia o hipoxia, tienen un



comportamiento muy parecido: incrementar la frecuencia del ritmo respiratorio. Sin
embargo, es muy notorio el hecho de que la forskolina tiene un efecto mas marcado que

la naloxona y/o el SKF-38393.

Diferencias de los efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393
Normoxia vs. Hipoxia
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Figura 30. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia vs. Hipoxia. Comparacion de
los efectos de naloxona, forskolina y SKF-38393 en sus dos concentraciones diferentes en la frecuencia
de la eupnea ficticia y de los boqueos ficticios. * P < 0.05 comparado entre normoxia ¢ hipoxia.



Sintetizando, en la tabla 2 se muestran los resultados del Protocolo Experimental

1 (Farmaco en Normoxia); mientras que en la tabla 3 se muestran los resultados del

Protocolo Experimental 2 (Fdrmaco en Hipoxia). Finalmente, en la tabla 4 se muestran

los resultados de las diferencias de los efectos de los farmacos en normoxia e hipoxia.

NORMOXIA

Naloxona

Forskolina

SKF-38393

1 M

5uM

3uM

10 pM

4 uM

10 pM

Amplitud

Control

Farmaco

0.991 +
0.00728

0.997
0.00396

1.008 +
0.00900

0.997 +
0.00392

1.005 =
0.00549

0.996 *
0.00421

0.974 +
0.0194

1.064 £
0.0248

0.953 =+
0.0335

0.819 £
0.0307

1.095 *
0.0496

1.105 %
0.0316

Duracion
media

Control

1.001 +
0.0106

1.004 +
0.00630

=

1.011 =
0.00830

0.988 *
0.00739

1.002 +
0.0103

0.997
0.00825

Farmaco

0.974 +
0.0131

0.966 *
0.00953

0.857 *
0.0404

0.895 £
0.0401

0.968 +
0.0200

1.007 *
0.0336

Tiempo de
subida

Control

1.002 +
0.0184

1.016 £
0.0120

1.014 £
0.0158

1.011 %
0.0300

1.011
0.00800

1.016 £
0.0101

Farmaco

0.965 +
0.0290

0.922 £
0.0262

0.897 +
0.0572

1.193 +
0.0836

0.984 +
0.0465

1.070
0.0658

Area dela
rafaga

Control

0.999 =+
0.0154

0.994 +
0.00801

1.008 £
0.0125

1.013 £
0.0121

0.998 =+
0.00508

0.994 +
0.00748

Farmaco

0.946 +
0.0231

1.036 *
0.0326

0.749 +
0.0550

0.656 *
0.0543

1.038 +
0.0671

1.089 *
0.0592

Irregularidad

Control

0.988 +
0.0461

1.059 +
0.0403

0.954 +
0.0533

1.028 £
0.0227

0913 +
0.0421

1.016 £
0.0239

Farmaco

1.041 £
0.0486

1.091 £
0.0936

0.938 +
0.0508

1.217 £
0.230

2.625 *
0.598

1.674 £
0.211

Frecuencia

Control

0.988 +
0.0160

1.012 £
0.00558

1.022 *
0.0152

1.029 +
0.00781

1.007 +
0.0141

1.012 £
0.00856

Farmaco

1.098 £
0.0211

1.087 £
0.0252

1.446 *
0.0990

1.661 £
0.134

1.183 =+
0.0551

1.112
0.0483

Tabla 2. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Normoxia.

P <0.05 comparado contra su propio control.

P <0.05 comparado entre concentraciones.




HIPOXIA

Naloxona

Forskolina

SKF-38393

1M

S M

3pM

10 pM

4 nM

10 pM

Amplitud

Control

1.019 £
0.00718

1.015
0.00639

1.016 £
0.00979

1.015 £
0.00701

1.015
0.0106

1.009 *
0.00411

Farmaco

1.060 *
0.0503

1.092 *
0.0507

1.037
0.0230

0.748 +
0.0765

1.053
0.0484

0.970 =
0.0805

Duracion
media

Control

0.994 +
0.00828

1.001 £
0.00356

0.987 £
0.00972

0.994 +
0.00565

0.994 +
0.00801

0.991 =+
0.0131

Farmaco

1.053 £
0.0278

1.005 =+
0.0331

1.037 £
0.0434

0.967 *
0.0355

1.078 £
0.0216

1.028 =+
0.0290

Tiempo de
subida

Control

1.009 +
0.0167

0.980 +
0.0232

0.937
0.0155

1.011 £
0.0182

0.970
0.0177

0.968 +
0.0292

Farmaco

1.016 £
0.0264

0.973 +
0.0502

1.039 +
0.0452

1.099 +
0.0575

1.098 *
0.121

0.928 +
0.0283

Area de la
rafaga

Control

1.021 £
0.0133

1.025 +
0.0152

1.007 *
0.0147

1.016 +
0.0116

1.023 +
0.0183

1.017
0.00513

Farmaco

1.130
0.0938

1.113 *
0.0886

1.116 £
0.0954

0.718 +
0.111

1.165 *
0.0989

0.955 +
0.0925

Irregularidad

Control

1.000 *
0.0619

0.980 *
0.0531

0.996 +
0.0292

1.012 £
0.0344

1.006 *
0.0427

0.993 =+
0.0341

Farmaco

0.960 *
0.0429

1.055 £
0.203

1.024 +
0.0813

1.269 +
0.0969

0.992 +
0.152

1.107 £
0.181

Frecuencia

Control

Farmaco

0.987 £
0.0219

0.942 +
0.0109

0.990 £
0.0110

==

0.974 +
0.00854

0.944 +
0.0235

1.003 £
0.0299

1.075
0.0891

1.161 *
0.0611

1.285 +
0.0894

1.632 +
0.175

1.027
0.0402

1.293 +
0.0902

Tabla 3. Efectos de Naloxona, Forskolina y SKF-38393 en Hipoxia.

P <0.05 comparado contra su propio control.

D P <0.05 comparado entre concentraciones.



NORMOXIA vs. HIPOXTA

Naloxona

Forskolina

SKF-38393

1M 5uM 3puM | 10 pM

4pM | 10 pM

Amplitud Normoxia | -0.0177 0.0668 * | -0.0551 -0.178 + | 0.0905 + | 0.109 =
+0.0226 | 0.0271 +0.0323 | 0.0303 0.0476 0.0305
Hipoxia | 0.0407 + | 0.0777 £ | 0.0203 + | -0.267 + | 0.0381 + | -0.0388
0.0497 0.0483 0.0153 0.0745 0.0432 +0.0838
Duracion Normoxia | -0.0267 | -0.0373 | -0.154 £ |-0.0931 | -0.0337 | 0.00982
media +0.0170 | 0.0371 +0.0443 | £0.0122 | £0.0349
0.00994
Hipoxia | 0.0588 + | 0.00460 | 0.0497 + | -0.0270 0.0842 | 0.0371 =
0.0204 +0.0355 | 0.0450 +0.0358 | 0.0224 0.0383
Tiempo de | Normoxia | -0.0369 | -0.0932 | -0.117 | 0.181 £ | -0.0268 | 0.0547 +
subida +0.0252 | £0.0215 | 0.0441 | 0.0875 | £0.0505 | 0.0679
Hipoxia | 0.00710 | -0.00682 | 0.102 + | 0.0880 + | 0.127 + | -0.0395
+0.0252 | £0.0569 | 0.0525 0.0725 0.117 +0.0475
Area de la Normoxia | -0.0523 0.0421 £ -0.259 = | -0.357 = | 0.0404 = | 0.0947 £
rafaga +0.0266 | 0.0328 0.0449 0.0581 0.0660 0.0601
Hipoxia | 0.109 +|0.0883 +|0.109 +|-0.298 +|0.141 +|-0.0619
0.0833 0.0857 0.0852 0.108 0.0935 +0.0944
Irregularidad | Normoxia | 0.0523 | 0.0321 + | -0.0154 | 0.188 +| 1.712 *|0.658 =+
0.0851 0.0714 +0.0827 | 0.218 0.586 0.213
Hipoxia | -0.0397 0.0745 £ | 0.0288 + | 0.257 £ | -0.0139 0.114 =+
+0.0690 | 0.210 0.0989 0.114 +0.146 0.201
Frecuencia Normoxia | 0.109 £ 0.0752 + | 0423 *|0.632 £ 0.176 £ 0.0997 +
0.0214 0.0288 0.102 0.134 0.0526 0.0529
Hipoxia | 0.0883 £ | 0219 £ 0295 £|0.658 £]|0.0824 £]0.290 +

0.0731 0.0608 0.0845 0.181

0.0420 0.0760

Tabla 4. Diferencias de los efectos de Naloxona, Forskolina
Normoxia e Hipoxia.

P <0.05 comparado entre condiciones (normoxia e hipoxia).

y SKF-38393 en




¢ Por qué esta magnifica tecnologia cientifica, que ahorra trabajo y nos hace la vida
mas facil, nos aporta tan poca felicidad?
La repuesta es, simplemente: porque aun no hemos aprendido a usarla con tino.

Albert Einstein

16. Discusion

En este trabajo se estudio si la neuromodulacion del circuito generador del ritmo
respiratorio cambia de condiciones de normoxia (eupnea y suspiros) a condiciones de
hipoxia (boqueos); lo cual se explor6 a través de la aplicacion de farmacos que
incrementan la concentracion de AMPc. La utilizacion de preparaciones de rebanada de
tallo cerebral nos permitié examinar los efectos de la naloxona, la forskolina y el SKF-
38393 en condiciones de normoxia; ademas, pudimos observar si dichos farmacos son o

no capaces de revertir la depresion respiratoria producida por la hipoxia.

Efectos de Naloxona, Forskolina y/o SKF-38393 en Normoxia e Hipoxia

Efectos de Naloxona

Como se menciond anteriormente, la naloxona es un antagonista no selectivo a
los receptores de opioides, la cual ha sido ampliamente usada para discernir si los
opioides enddgenos afectan la respiracion, ya sea tonicamente o bajo condiciones
especificas donde se reta al sistema respiratorio (por ejemplo, hipoxia). La conclusion
general de estos estudios es que la naloxona produce efectos variables en la respiracion
dependiendo de las especies y condiciones bajo las cuales se administra (Bianchi, A. L.,
Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat, J., 1995). Por ejemplo: reduce la duracién de

episodios apneicos durante el suefio (Bianchi, A. L., Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat,



J., 1995) e incrementa la respiracion Uinicamente en ciertas condiciones de estrés, como
anestesia, hipoxia e hipercapnia (Shook, J. E., Watkins, W. D. y Camporesi, E. M.,
1990; Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995; Greer, J. J., Carter, J.
E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000).

Nuestros resultados concuerdan con lo que otros autores han observado en sus
respectivas investigaciones, en donde los efectos depresores de la respiracion se
revierten por la administracion de naloxona. En general, la naloxona tendi6 a
incrementar la amplitud (en normoxia) y la frecuencia (en normoxia e hipoxia) del ritmo
respiratorio. Este aumento del patron respiratorio mediado por naloxona se ve
consistentemente en gatos, perros y conejos (Olson, E. B., 1987; Shook, J. E., Watkins,
W. D. y Camporesi, E. M., 1990; Akiyama, Y. et al., 1993).

De manera interesante, observamos que los opioides deprimen la amplitud y la
frecuencia del ritmo respiratorio en preparaciones in vitro debido a la activacion de
receptores a opioides p en neuronas del CPB (Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z.,
1995; Gray, P. A. et al., 1999; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000; Morin-Surun,
M. P. et al., 2001; Tanabe, A., Fuji, T. y Onimaru, H., 2005).

Cuando comparamos los efectos de la naloxona en condiciones de normoxia vs.
condiciones de hipoxia, observamos que, de manera general, la naloxona (1 uM) en
normoxia tiende a deprimir los distintos pardmetros medidos, mientras que en hipoxia
tiende a aumentarlos. Ejerciendo tinicamente un efecto estadisticamente significativo en
la duracién media del ritmo respiratorio. Nuestros resultados demuestran que el efecto
de la naloxona en el ritmo respiratorio cambia debido a la reconfiguracion funcional del
circuito, esto es, la eupnea y los suspiros son modulados de manera diferente que los

boqueos.



Especulamos que, ademas de que los distintos ritmos respiratorios son
modulados diferencialmente, los efectos contrastantes en normoxia e hipoxia pueden
deberse a que como algunos autores sefialan, la naloxona incrementa la respiracion
unicamente en ciertas condiciones de estrés, como la hipoxia (Shook, J. E., Watkins, W.
D. y Camporesi, E. M., 1990; Bianchi, A. L., Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat, J.,
1995; Greer, J. J., Carter, J. E. y al-Zubaidy, Z., 1995; Haji, A., Takeda, R. y Okazaki,
M., 2000). Lo cual puede explicar por qué observamos que una caracteristica que define
a los boqueos -su reduccion en la duracion media de la rafaga respiratoria-, aumenta
bajo el efecto de la naloxona 1 uM. Ademas, se cree que la liberacion de opioides puede
contribuir a la depresion respiratoria durante la hipoxia (Shook, J. E., Watkins, W. D. y
Camporesi, E. M., 1990; Ballanyi, K. et al., 1997), lo que puede explicar que el efecto

antagonizante de la naloxona sea mas marcado en la hipoxia.

Efectos de Forskolina

Nuestros resultados concuerdan con los resultados obtenido por diversos autores
en donde la forskolina refuerza el ritmo respiratorio en preparaciones in vitro (Arata, A.,
Onimaru, H. y Homma, 1., 1993; Lalley, P. M. et al., 1997; Mironov, S. L., Langohr, K.
y Richter, D. W., 1999; Takita, K. et al., 2000).

En general, la forskolina disminuy¢ la duraciéon media y el area de la rafaga (en
normoxia) e incrementd la frecuencia (normoxia e hipoxia) del ritmo respiratorio. Sin
embargo, la amplitud del ritmo respiratorio muestra una ligera tendencia a disminuir en
normoxia, mientras que en hipoxia, aunque no es estadisticamente significativo, muestra
una ligera tendencia a aumentar (forskolina 3 puM). Ademas, el tiempo de subida del
ritmo respiratorio en normoxia muestra una ligera tendencia a disminuir en forskolina 3

uM, mientras que en forskolina 10 uM muestra una ligera tendencia a aumentar. Esto es



interesante, ya que dos caracteristicas que definen a los boqueos -su reduccion en la
duracion media y en el tiempo de subida de la rafaga respiratoria-, aumentan bajo el
efecto de la forskolina 3 pM.

Cuando comparamos los efectos de la forskolina en condiciones de normoxia vs.
condiciones de hipoxia, observamos que, de manera general, la forskolina (3 pM) en
normoxia muestra una ligera tendencia a deprimir los distintos parametros medidos,
mientras que en hipoxia los aumenta. Sin ejercer un efecto estadisticamente
significativo Unicamente en la irregularidad y en la frecuencia del ritmo respiratorio, sin
embargo, en el caso de la frecuencia del ritmo respiratorio, aunque no es
estadisticamente significativo, es bastante notorio el hecho de que el aumento de la
frecuencia del ritmo respiratorio es mucho mayor en el caso de la forskolina comparado
con la naloxona y/o el SKF-38393. Lo cual especulamos que se debe a que, como
mencionamos anteriormente, la forskolina no activa Gnicamente a la adenilato ciclasa
(Xie, C. W. y Lewis, D. V., 1997), también interactiia con ciertos tipos de proteinas,
incluyendo transportadores de glucosa y canales i6nicos; tales interacciones dependen
de diferentes patrones estructurales que aquellos observados para la activacion de la
actividad de la adenilato ciclasa (Insel, P. A. y Ostrom, R. S., 2003).

Nuestros resultados demuestran que el efecto de la forskolina en el ritmo
respiratorio, al igual que el de la naloxona, cambia debido a la reconfiguracion
funcional del circuito, esto es, la eupnea y los suspiros son modulados de manera

diferente que los boqueos.

Efectos de SKF-38393
Nuestros resultados concuerdan con lo que otros autores han observado en sus

respectivas investigaciones, en donde la aplicacion de agonistas a receptores



dopaminérgicos D; restauran la actividad respiratoria (Lalley, P. M., 2004). Sin
embargo, a diferencia de nuestro estudio, en estos trabajos la depresion del ritmo
respiratorio se ocasiond aplicando opioides. Por lo cual, nuestros experimentos
indicarian que, cuando se deprime el ritmo respiratorio debido a la hipoxia, los
agonistas D; tienen los mismos efectos que si la depresion respiratoria se hubiera
ocasionado por la aplicacioén de opioides.

En general, el SKF-38393 increment6 la amplitud y la irregularidad (en
normoxia) y la frecuencia (en hipoxia) del ritmo respiratorio. Sin embargo, este
aumento en la amplitud del ritmo respiratorio puede ser mas bien un aumento en la
cantidad de suspiros (no cuantificados), como se puede observar en los registros
representativos de la figura 21. Respecto a los suspiros, Lieske, S. P. y colaboradores
(2000) comentan que es interesante que ciertas rebanadas no presenten suspiros. Una
explicacion posible es que es necesario cierto estado neuromodulador para su expresion,
este estado dependeria probablemente de si se preserva el NTS y/o nucleos del rafé en
una rebanada transversal, lo cual puede variar con las técnicas de rebanado usadas en
diferentes laboratorios o a la cepa de los ratones usados. La modulacion de la frecuencia
del ritmo respiratorio por SP sugiere que pequefias variaciones en la concentracion de
neuromoduladores enddgenos puede bastar para determinar la frecuencia con la cual
una rebanada expresa suspiros (Lieske, S. P. et al., 2000). En nuestro caso, al igual que
Lalley, P. M. (2005a,b), observamos que ambas concentraciones de SKF-38393 (4 y 10
uM) tienen el mismo efecto en la amplitud del ritmo respiratorio; esto es, ambas
concentraciones muestran una tendencia a aumentar la cantidad de suspiros, aunque

parece ser mas marcado en el caso de SKF-38393 4 pM.



En el caso del incremento de la frecuencia respiratoria, nuestros resultados
concuerdan con aquellos obtenidos por Lalley, P. M. (2005); en el cual la
administracion de DA 10 uM resultd en un incremento de la tasa respiratoria.

Cuando comparamos los efectos del SKF-38393 en condiciones de normoxia vs.
condiciones de hipoxia, observamos que, aunque no de manera general, el SKF-38393
(4 uM) en normoxia muestra una tendencia a deprimir los distintos pardmetros medidos,
mientras que en hipoxia muestra una tendencia a aumentarlos. Ejerciendo unicamente
un efecto estadisticamente significativo en la irregularidad del ritmo respiratorio; sin
embargo, en este caso, la irregularidad del ritmo respiratorio muestra una tendencia a
disminuir unicamente en hipoxia a la concentracion 4 uM. Esto es interesante, ya que
dos caracteristicas que definen a los boqueos -su reduccion en la duracion media y en el
tiempo de subida de la rafaga respiratoria-, muestran una tendencia a aumentar bajo el
efecto del SKF-38393 4 uM.

Nuestros resultados demuestran que el efecto del SKF-38393 en el ritmo
respiratorio, al igual que el de la naloxona y el de la forskolina, cambia debido a la
reconfiguracion funcional del circuito, esto es, la eupnea y los suspiros son modulados
de manera diferente que los boqueos.

Especulamos que, ademds de que los distintos ritmos respiratorios son
modulados diferencialmente, los efectos contrastantes en normoxia e hipoxia pueden
deberse a que mas de un subtipo de receptores dopaminérgicos modula la actividad de la
red respiratoria. Como consecuencia, otros subtipos de receptores dopaminérgicos
(como el Ds) continuan organizando una variedad de efectos vinculados a la liberacion
de DA enddgena en el ritmo respiratorio y en su excitabilidad y, por lo tanto, la
respuesta general de la red respiratoria estd determinada fuertemente por sus

concentraciones.



Finalmente, como el circuito se reconfigura y, por lo mismo, “es otro”, la accién
de los neuromoduladores cambia. Esto quiere decir que hay una distribucién
heterogénea de los receptores y sus sistemas de transduccion en las neuronas del CPB.

Y por lo tanto nos permitiria abordar diversos trastornos de la respiracion.

Resultados Contrastantes

Como pudimos observar en nuestro estudio, la elevacion de AMPc por naloxona,
forskolina y/o SKF-38393 tuvo efectos opuestos tanto en las distintas concentraciones
como en las distintas condiciones experimentales. Especulamos que estas diferencias
pueden deberse a que el efecto de estos farmacos puede ser directo (como la forskolina)
o indirecto (como la naloxona y/o el SKF-38393); o que subgrupos de neuronas
respiratorias poseen sensibilidad diferencial a dichos farmacos.

Ademas, se puede argumentar que estos resultados contrastantes entre
concentraciones y/o condiciones experimentales (normoxia e hipoxia) en la respiracion,
son altamente dependientes de las especificidades de la preparacion: estado metabdlico
y/o del procedimiento de la preparacion, especies y la edad de los animales usados,
anestesia y/o decerebracion, temperatura, falta de retroalimentacion aferente, etc.; ya
que diferentes condiciones experimentales causan variacion de los efectos de agonistas
y antagonistas (Haji, A., Takeda, R. y Okazaki, M., 2000).

Sin embargo, a pesar de estos efectos contrastantes, se encontré que todas las
concentraciones de los farmacos que incrementan el AMPc, como la naloxona, la

forskolina y el SKF-38393 tuvieron un efecto en el ritmo respiratorio, tanto en



normoxia como en hipoxia, lo que coincide con lo observado por Mironov, S. L.,
Langohr, K. y Richter, D. W. (1999).

Otro efecto bastante interesante -producido por el SKF-38393- fue el aumento en
la cantidad de suspiros; irdnicamente, este aumento en la cantidad de suspiros no se vio
reflejado en un aumento en la frecuencia respiratoria. Esto es muy interesante, ya que se
sabe que en infantes que mueren del SIDS existe un decremento significativo en el
nimero de suspiros (Lieske, S. P. et al., 2000). Sin embargo, ademds de aumentar la
cantidad de suspiros, el SKF-38393 aumenta la irregularidad del ritmo respiratorio, es
decir, aunque contintia disparando rafagas respiratorias, éstas suelen encontrarse muy
alejadas o muy cercanas unas de otras. Por lo tanto, las actividades de proteinas cinasas
dependientes de AMPc parecen mantenerse a alto nivel en neuronas del CPB durante el
funcionamiento normal de la red respiratoria, posiblemente por entradas convergentes
de neuromoduladores excitadores; lo que explicaria el aumento en la irregularidad del
ritmo respiratorio.

Un efecto claro y de suma importancia en nuestro estudio fue que aunque tanto
la naloxona, como la forskolina y/o el SKF-38393 ejercen un aumento en la frecuencia
respiratoria, este aumento fue mas marcado en el caso de la forskolina y fue consistente
en condiciones hipoxicas, esto es, el aumento en la frecuencia respiratoria fue
estadisticamente significativo en todos los casos -Unicamente en condiciones de
hipoxia-, lo cual indica que hay una mayor generacion de boqueos. Sin embargo, no
pudimos discernir si el aumento de la frecuencia respiratoria se debi6 directamente a las
acciones de receptores neuronales localizados en el CPB o indirectamente debido a las
acciones de receptores neuronales de centros distantes que convergen en esta region

para modular el ritmo respiratorio.



Nuestros resultados se enmarcan en la teoria de la reconfiguracion funcional del
circuito respiratorio en hipoxia. Si bien algunas de las neuronas que participan en la
generacion de la eupnea también participan en la generacion de los boqueos, hay un
cambio en el numero y el tipo de neuronas que se involucran en la generacion de los
boqueos. En este trabajo demostramos que la neuromodulacion del circuito respiratorio
es diferente en el circuito “normal” —en normoxia- y el circuito “reconfigurado” —en
hipoxia-; lo cual demostramos a través de la aplicacion de fairmacos que incrementan la
concentracion de AMPc, como la naloxona, la forskolina y el SKF-38393. Lo cual
quiere decir que a pesar de que las neuronas que participan en la hipoxia también lo
hacen en la normoxia, el caso opuesto no es cierto. Esto lleva a que la sensibilidad
farmacoldgica del circuito “reconfigurado” sea determinada por una subpoblacion de
neuronas del CPB.

Sin embargo, existia la posibilidad de que la neuromodulacion del circuito
respiratorio en normoxia e hipoxia fuera exactamente igual. Si éste hubiera sido el caso,
hubiéramos planteado dos opciones: 1) El circuito respiratorio no se reconfigura en
hipoxia o, 2) Todas las neuronas del CPB son moduladas de manera idéntica. Nuestros
resultados, asi como los de otros estudios, demuestran que éste no es el caso. Por
ejemplo, se ha visto que el bloqueo de la corriente persistente de sodio con riluzole o el
bloqueo de receptores a serotonina 5-HT;4 con piperidina o ketanserina, abolen el ritmo
respiratorio en hipoxia pero no bloquean el ritmo respiratorio en normoxia (Pefia, F. y
Ramirez, J. M., 2002; Pena, F. et al., 2004).

Resumiendo, nuestros experimentos tienen importantes implicaciones ya que
sugieren que la red respiratoria es particularmente rica con posibilidades de modulacion,
lo cual es esencial para ajustar la respiracion en una manera dependiente de estado para

los continuos requerimientos en un organismo conductual. Como mencionamos



anteriormente, las demandas del control respiratorio son diferentes durante condiciones
normoxicas e hipdxicas. En condiciones de normoxia el énfasis es en el uso de energia
y, en condiciones de hipoxia, es en la autorresucitacion y en la reoxigenacién a
cualquier costo. Por lo tanto, esta aproximacion deberia llevar a un entendimiento del
control central de la respiracion bajo condiciones normales e hipdxicas y, como

consecuencia, de los trastornos respiratorios en humanos (especificamente en infantes).

Aunque la respiracion es literalmente de vital interés para la fisiologia humana y
la medicina clinica, unicamente se han hecho intentos superficiales en entenderla.

La respiracion puede considerarse como una variable independiente que afecta la
emocion, la cognicidon y la conducta; asi como una variable dependiente que refleja
cambios en la emocion, la cognicidon y la conducta (Ley, R., 1994). Esta interaccion
bidireccional es basica para una apreciacion de la importancia de la respiracion en
términos de su relevancia en la investigacion y su aplicacion.

Recientemente se demostrdé in vitro, que en condiciones normales de
oxigenacion, el circuito generador del ritmo respiratorio, el CPB, produce dos ritmos
respiratorios que corresponden a la respiraciéon “normal” (llamada eupnea) y a los
suspiros. Ademads, se encontré que el mismo circuito se reconfigura y es capaz de
generar, en condiciones de hipoxia prolongada, un tercer ritmo respiratorio que
corresponde a los boqueos (Lieske, S. P. et al., 2000).

Aunque los cambios inducidos por la hipoxia se han estudiado en muchas
neuronas y redes neuronales, no hay muchas redes neuronales en las cuales es posible
relacionar cambios hipdxicos a nivel celular con cambios al nivel de la red funcional. La

respuesta del sistema respiratorio de los mamiferos a la hipoxia es una excepcion, ya



que su respuesta se puede estudiar en preparaciones in vivo € in vitro. Sin embargo, para
entender como la hipoxia altera la red respiratoria, es critico describir la funcion de la
red bajo condiciones control.

Ya que los organismos tienen un numero finito de circuitos neuronales, las
neuronas y las redes deben ser multifuncionales. La neuromodulacion proporciona un
medio poderoso para reconfigurar dramatica, pero reversiblemente, la funcion de un
circuito (Birmingham, J. T. y Tauck, D. L., 2003). Un efecto neuromodulatorio
tipicamente comienza con la unién de un péptido u otra molécula pequefia a un receptor
metabotropico. Esto dispara una cascada de reacciones bioquimicas que finalmente
cambia la fisiologia de la célula y puede provocar efectos mucho mas complejos que la
simple excitacion o inhibicion de la neurotransmision clasica. Esto puede incluir
modificacion de la resistencia membranal de una neurona, de las propiedades o tasas de
disparo, de las dinamicas de adaptacion, de la fuerza de su salida sinaptica o incluso de
la forma del potencial de accion (Bianchi, A. L., Denavit-Saubi¢, M. y Champagnat, J.,

1995).

Potenciales Aplicaciones Terapéuticas

Los boqueos también son conocidos como respiracion agonal y el nombre es
apropiado porque los boqueos son el ultimo patron respiratorio previo a la apnea. Los
boqueos restauran el ritmo respiratorio normal de un bebé y también alertan al bebé y a
la madre de que algo esta mal, esto es, sO0lo se cuenta con los boqueos como la tnica
oportunidad para resucitar; por lo que surge una preocupacion de que el infante estd

sufriendo y en agonia.



Cualquier muerte subita inesperada desequilibra el sentido de normalidad y
seguridad para la familia de la victima. Simplemente, no se supone que los bebés deben
morir. Debido a que el fallecimiento de un infante es una interrupcion de orden natural,
es especialmente traumatico para los padres, otros miembros de la familia y amigos.
Muchos padres reportan que ver a sus hijos boquear al final de su vida es una de las
peores experiencias y pueden describir graficamente el horror que sintieron cuando sus
hijos parecian luchar para respirar al final de su vida (Perkin, R. M. y Resnik, D. B.,
2002).

Como cualquier muerte stbita, una muerte por el SIDS deja a la familia con un
sentimiento de shock y pérdida y una necesidad urgente de entender lo que paso6. La
falta de una causa perceptible, la muerte inesperada, y la posible implicacion de
autoridades legales hace que la muerte por el SIDS sea incluso mas dificil.

Finalmente, una muerte por el SIDS también deja a la familia con una necesidad
de entender que no puede ser prevenida, lo cual puede proporcionar algo de consuelo a

la afligida familia. Por lo tanto, los boqueos al final de la vida deberian ser tratados.

Debido a la importancia del sistema respiratorio para la supervivencia de
cualquier mamifero, el progreso en este campo de investigacion no solo tiene
implicaciones cientificas importantes, sino también implicaciones clinicas (por ejemplo,
entender las causas que subyacen al SIDS).

Desde el punto de vista clinico, nuestros resultados sugieren una posible
estrategia terapéutica para la proteccion de la actividad respiratoria ritmica en la
hipoxia. Encontramos que la aplicacion de farmacos que elevan la concentracion de

AMPc, como la naloxona, la forskolina y el SKF-38393, pueden ser un posible blanco



terapéutico ya que fomentan la generacion de boqueos y evitan la aparicion de la apnea

hipoxica y, por lo tanto, permitirian la prevencion del SIDS.



“A few of the earlier natural philosophers have dealt with respiration; some of them have offered no explanation why this
phenomenon occurs in living creatures; other have discussed it without much insight, and with insufficient experience of the facts".

Aristotle (350 B. C.)

17. Conclusiones

1. Nuestros resultados apoyan la teoria de la reconfiguracion funcional del circuito
respiratorio en hipoxia; ya que demostramos, a través de la aplicacion de
distintos neuromoduladores que incrementan la concentracion de AMPc, como
la naloxona, la forskolina y el SKF-38393, que la neuromodulacion del circuito
respiratorio es diferente en el circuito “normal” —en normoxia- y el circuito
“reconfigurado” —en hipoxia-.

2. Ademads, nuestros resultados tienen importancia terapéutica para su posible
aplicaciéon en el tratamiento de trastornos patologicos de la respiracion,
especificamente el SIDS, ya que sugieren que aproximaciones farmacologicas
que apuntan a incrementar el nivel de AMPc pueden ser un antidoto efectivo de
amplio espectro en contra de la depresion respiratoria inducida por hipoxia. Sin
embargo, si bien aumentan la frecuencia de los boqueos (algo deseable), esto es
a expensas de aumentar la irregularidad del ritmo respiratorio en normoxia (algo
no deseable), en el caso especifico del SKF-38393.

3. Se debe tener cuidado cuando se extrapolan los hallazgos in vitro a situaciones
in vivo, ya que aun no queda claro si los principios de la ritmogénesis
respiratoria que han sido demostrados in vitro son aplicables a animales intactos.

4. La investigacion bdsica sobre la ritmogénesis respiratoria es de suma
importancia en la identificacion de factores de riesgo bioldgicos para el SIDS y

su prevencion.



Apéndice 1



Modelos Experimentales para estudiar el Control Neuronal de la

Respiracion

Actualmente existen diversos modelos animales para estudiar la generacion del
ritmo respiratorio, que pueden dividirse de manera general en modelos in vivo e in vitro.

Ambos modelos son favorecidos por diferentes razones y tienen sus propias limitantes.

Modelos in vivo vs. in vitro

Aunque un modelo neuronal simple sea capaz de generar rafagas de manera
ritmica cuando es aislado de sus vias sindpticas aferentes, el comportamiento ritmico
que exhibe puede ser muy diferente al observado en el mismo modelo en el animal
intacto (Bianchi, A. L., Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995). Tanto los modelos
in vivo como los in vitro tienen esta desventaja, pues en los primeros es necesario
anestesiar al animal y seccionar ciertos tejidos para accesar el sitio de interés y, en los
segundos, las redes neuronales a estudiar suelen estar tan aisladas que rara vez reciben
los estimulos que recibirian en el animal intacto. Aln asi, los experimentos in vivo nos
han permitido conocer la respiracion a fondo, si bien no en un plano celular o
molecular; mientras que otros problemas, como revelar las propiedades intrinsecas de

las membranas neuronales, han sido resueltos gracias a modelos in vitro.

Modelos in vivo

Los experimentos pioneros que apuntaron a estudiar el control neuronal de la

respiracion fueron realizados en modelos in vivo. Estos estudios usaron gatos y ratas



como modelos de animales, y establecieron la identidad de los sustratos neuronales del
control de la respiracion, con lo que ayudaron a identificar las estructuras esenciales
para la generacion de la respiracién y sus interacciones con influencias centrales y
periféricas (Richter, D. W., Heyde, F. y Gabriel, M., 1975; Hilaire, G. y Monteau, R.,
1976; Denavit-Saubié, M., Champagnat, J. y Zieglginsberger, W., 1978; Bianchi, A. L.,
Denavit-Saubié, M. y Champagnat, J., 1995; Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001).
Comunmente, estos experimentos implican el registro de la actividad de uno o varios de
los nucleos que corresponden a los nervios que enervan los musculos de las vias
respiratorias superiores en animales apropiadamente anestesiados, cuyo cerebelo y tallo
cerebral son expuestos quirtirgicamente (Ballanyi, K., Onimaru, H. y Homma, 1., 1999).
La ventaja obvia de una aproximacion in vivo es que el estudio neuronal de la
generacion y del control de la respiracion se ejecuta bajo la influencia mas o menos
intacta de la informacion aferente que viene de la periferia y del resto del cerebro, la
cual es eliminada en preparaciones mas reducidas (Richter, D. W. y Spyer, K. M.,
2001). Sin embargo, los estudios in vivo fracasan en describir la fisiologia “real” de la
red respiratoria, debido a que el patron de descarga de los musculos respiratorios y de
las neuronas respiratorias centrales (motoneuronas e interneuronas) estan afectadas por
muchos factores otros que la respiracioén bajo condiciones in vivo. Por lo tanto, es dificil
interpretar los cambios respiratorios inducidos experimentalmente estimulando
estructuras centrales o ejecutando lesiones y/o aplicando farmacos a estas estructuras
(Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001). También es dificil determinar si las estructuras
en cuestion realmente pertenecen a la red respiratoria o a los centros no respiratorios
que interactian con la respiracion. Otra clara desventaja de los experimentos in vivo es
la necesidad ética y practica de anestesiar al animal utilizado. La anestesia, siendo una

sustancia ajena al cuerpo del individuo, afecta irremediablemente las condiciones



experimentales. Los barbituricos, por ejemplo, son potentes inhibidores de los procesos
sinapticos y deprimen ciertos canales idnicos, lo que puede tener efectos directos sobre
el experimento realizado (Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001). Ademas, en la mayoria
de los casos, la aplicacion de farmacos no estd controlada y los experimentos se
contaminan con la presencia de anestésicos (Richter, D. W., Heyde, F. y Gabriel, M.,
1975; Denavit-Saubié¢, M., Champagnat, J. y Zieglgénsberger, W., 1978; Lalley, P. M.,
1986). Finalmente, cuando se trata de entender los mecanismos celulares implicados en
este proceso, la aproximacion in vivo tiene la desventaja de que algunos registros
unicelulares, particularmente registros de patch-clamp, no pueden ser ejecutados bajo

condiciones muy controladas (Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001).

Modelos in vitro

Con el fin de superar estos problemas, se han desarrollado preparaciones mas
reducidas para estudiar el control de la respiracion y la generacion del ritmo
respiratorio. La alternativa al modelo in vivo, los modelos in vitro, pueden dividirse en
dos partes: el modelo de preparacion en bloque (Suzue, T., 1984) y el modelo de
rebanada de tallo cerebral (Smith, J. C. et al., 1991).

Los modelos in vitro ofrecen ventajas inicas, como la posibilidad de modificar
el medio extracelular, registrar la actividad neuronal en condiciones mas favorables y
estimular o destruir parte de la red neuronal sin inducir cambios mediados por
respuestas de retroalimentacion periférica (Hilaire, G. y Pasaro, R., 2003). Ademas, el
uso de preparaciones in vitro ha permitido la aplicacion de aproximaciones
farmacologicas, electrofisiolégicas y de imagenologia madas sofisticadas, bajo

condiciones mas controladas, suministrando un entendimiento mas profundo de la



generacion, localizacion y el control del circuito generador del ritmo respiratorio
(Smith, J. C. et al., 1991; Koshiya, N. y Smith, J. C., 1999; Lieske, S. P. et al., 2000;
McCrimmon, D. R. et al., 2000; Del Negro, C. A., Morgado-Valle, C. y Feldman, J. L.,

2002; Onimaru, H. y Homma, 1., 2003; Pefia, F. et al., 2004).

Preparacion en bloque (“en bloc™)

En un estudio en 1984, Suzue, T. describié una preparacion para el estudio de la
actividad respiratoria. Esta preparacion era de tallo cerebral-médula espinal
(preparacion en bloque) de rata neonata, la cual consiste en la extraccion del tallo
cerebral completo junto con el segmento cervical de la médula espinal. Suzue, T. (1984)
establecid que, en ratas neonatas, la red respiratoria aislada produce continuamente
disparos ritmicos de potenciales en el nervio frénico in vitro. En ese entonces, muy
pocos cientificos estaban convencidos de que estas preparaciones in vitro eran
realmente adecuadas para ejecutar estudios de la red respiratoria. Ahora, sin embargo,
los estudios se ejecutan ampliamente usando el modelo de Suzue, T. (1984) (Onimaru,
H. y Homma, 1., 2003) y otros modelos in vitro de este tipo, como rebanadas de tallo
cerebral (Smith, J. C. et al., 1991), e incluso partes restringidas aisladas de rebanadas de
tallo cerebral en las cuales las partes mas indispensables de la red se conservan

(Johnson, S. M., Koshiya, N. y Smith, J. C., 2001).

La Rebanada de Tallo Cerebral

Este modelo se desarrollé en 1991 por Smith, J. C. y colaboradores a partir del
modelo de Suzue, T. (1984). En dicho estudio, el seccionamiento secuencial de la
rebanada de tallo cerebral revel6 que el CPB era necesario y suficiente para la

generacion del ritmo respiratorio ficticio, ya que la preparacion aislada de rebanada de



tallo cerebral (transversal, coronal o sagital) conteniendo al CPB generaba
continuamente el ritmo respiratorio (Smith, J. C. et al., 1991; Richter, D. W. y Spyer, K.
M., 2001). Tomando esta aproximacién a un extremo, Johnson, S. M., Koshiya, N. y
Smith, J. C. (2001) demostraron que una “isla” obtenida al cortar y sacar el CPB de una
rebanada de tallo cerebral atn es capaz de producir el ritmo respiratorio ficticio con
diferencias sutiles de aquellas registradas con la rebanada intacta. Este hallazgo verifico
la nocion de que el CPB juega un papel prominente en la generacion del ritmo
respiratorio (Onimaru, H., Arata, A. y Homma, I., 1988; Smith, J. C. et al., 1991;
Rekling, J. C. y Feldman, J. L., 1998; Johnson, S. M., Koshiya, N. y Smith, J. C., 2001;
Onimaru, H. y Homma, 1., 2003; Pefia, F. et al., 2004; Janczewski, W. A. y Feldman, J.
L., 2006).

Ademas, la rebanada de tallo cerebral ha permitido el estudio de la generacion
del ritmo respiratorio normal ficticio (“actividad eupneica”) pero también de otros
ritmos respiratorios ficticios, desde que una caracterizaciéon muy cuidadosa ha mostrado
que el CPB es capaz de generar no solamente ritmos respiratorios normales ficticios
(eupnea) sino también suspiros ficticios e incluso boqueos ficticios. Este ultimo ritmo
ficticio aparece cuando la red respiratoria es retada con condiciones hipdxicas (Lieske,
S. P. et al., 2000; Lieske, S. P., Thoby-Brisson, M. y Ramirez, J. M., 2001).

Este método, sin embargo, tiene una desventaja inherente, en el sentido de que,
como una preparacion in vitro, las preparaciones de rebanada de tallo cerebral deben
hacerse lo suficientemente delgadas para permitir el suministro de O, suficiente a los
tejidos (Suzue, T., 1984), ademas de que no se pueden obtener de animales mas grandes
de tres semanas (Ballanyi, K., Onimaru, H. y Homma, I., 1999; Del Negro, C. A.,
Morgado-Valle, C. y Feldman, J. L., 2002; Onimaru, H. y Homma, 1., 2003; Pefia, F. et

al., 2004). Adicionalmente, suele estudiarse a bajas temperaturas (28-30°C) para



incrementar su viabilidad, lo cual reduce la actividad sinaptica y la frecuencia
respiratoria (Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001). Finalmente, con el fin de registrar un
nivel suficiente de actividad ritmica robusta y duradera (horas) de rebanadas de tallo
cerebral (como en preparaciones en bloque), a menudo (en un 80% de los casos) es
necesario elevar la concentracion extracelular de potasio (K') con la finalidad de
despolarizar a las neuronas y/o superar la pérdida de aferencias causada por el proceso

de crear la preparacion in vitro (Tryba, A. K., Pena, F. y Ramirez, J. M., 2003).

Preparacion in situ

Finalmente, el interés mas importante originado del uso de preparaciones in vitro
es la irrigacion anormal del tejido, lo cual significaria que las demandas metabolicas del
tejido (por ejemplo, nutrientes y O;) no satisfacen a todas las neuronas bajo estas
condiciones (Richter, D. W. y Spyer, K. M., 2001; Tryba, A. K., Pefia, F. y Ramirez, J.
M., 2003). Por esta razon, se ha desarrollado una transicion entre las aproximaciones in
vitro ¢ in vivo. La llamada preparacion in situ consiste de una preparacion perfundida de
tallo cerebral adherida a la caja toracica. Esta preparacion tiene la ventaja de que el
tejido esta bien irrigado (Richerson, G. B. y Getting, P. A., 1987, 1990, Paton, J. F.,
1996; Paton, J. F. y St-John, W. M., 2005) y las condiciones experimentales permiten el
uso de técnicas de patch clamp (Tryba, A. K., Pefia, F. y Ramirez, J. M., 2003). Sin
embargo, la perfusion requerida para esta preparacion puede comprometer la integridad
de elementos como la barrera hematoencefalica, ya que se ha mostrado que agentes que
normalmente serian incapaces de cruzar esta barrera afectan la ritmicidad central

generada en esta preparacion (Rodman, J. R. et al., 2006).



La complejidad general del acto de respirar puede de hecho explicar por qué los
resultados de estudios in vivo no han bastado para explicar la generaciéon del ritmo
respiratorio (Hilaire, G. y Pasaro, R., 2003). La preparaciéon de rebanada de tallo
cerebral abrié nuevas posibilidades para estudiar la generacion y el control de la
respiracion. Por lo tanto, el entendimiento de los mecanismos que subyacen a la
generacion del ritmo respiratorio en la rebanada de tallo cerebral servird como la base
para revelar los mecanismos en preparaciones mas intactas incluyendo condiciones in
vivo (Feldman, J. L. y Del Negro, C. A., 2006). Asi, podemos concluir que, ya que
permiten la aplicacién de un amplio rango de técnicas, las preparaciones de rebanada de
tallo cerebral son herramientas experimentales Ttiles para investigaciones fisioldgicas,

farmacoldgicas y bioquimicas del SNC de los mamiferos.
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Trastornos Respiratorios asociados con el Sistema Nervioso Central

Las patologias pulmonares y cardiacas son las principales causas de los
trastornos respiratorios, pero las disfunciones relacionadas al control neuronal de la
respiracion también tienen un efecto significativo en la salud publica, ya que cobran

miles de vidas al afio (Weese-Mayer, D. E. et al., 2003).

Apnea del Sueiio

La apnea se define como el cese de la respiracion, y la apnea del sueiio [SA, por
sus siglas en inglés (Sleep Apnea)], como la interrupcion de la respiracion por al menos
10 segundos y al menos 5 veces por hora durante el suefio (Hui, D. S. et al., 2000). La
SA es el trastorno de suefio respiratorio mas importante y se ve agravado por fumar,
beber alcohol, tener sobrepeso o vivir en altitudes mayores. Esta enfermedad puede
complicarse con la presion sanguinea alta y otras enfermedades cardiovasculares,
problemas de memoria, ganancia de peso, impotencia, dolores de cabeza y puede ser
responsable de deterioro en el trabajo y accidentes vehiculares (De Backer, W. A.,

1995; Hui, D. S. et al., 2000). La SA se ha clasificado como se indica a continuacion:

Apnea del Suefio Obstructiva (OSA)

La apnea del suefio obstructiva [OSA, por sus siglas en inglés (Obstructive Sleep
Apnea)], la mas comun de las apneas, es causada por el bloqueo del flujo de aire,
usualmente cuando el tejido blando en el fondo de la garganta se colapsa y se cierra
durante el suefio o por un exceso de tejido adiposo superficial en el cuello que ejerce

presion sobre las vias aéreas cuando el paciente se encuentra recostado (Loube, D.,



2001). La OSA se caracteriza por obstrucciones episddicas de las vias aéreas superiores
durante el suefio, a menudo ocurriendo mas de 60 veces por hora. Estos eventos estan
asociados no unicamente con hipoxia sino también con hipercapnia. Pacientes con OSA
exhiben una excesiva somnolencia durante el dia (Jenkinson, C. et al., 1999),
hipertension y falla cardiaca (Bradley, T. D. y Floras, J. S., 2003) debido a que la
presion sanguinea aumenta de forma abrupta al final de cada evento obstructivo como
resultado de un reflejo de vasoconstriccion. Ademds de mostrar pérdida funcional de la
memoria sustancial y ejecutiva, tienen incrementados los marcadores circulantes de
estrés oxidativo e inflamacién, y desarrollan pérdida regional de la sustancia gris
(Beebe, D. W. y Gozal, D., 2002; Macey, P. M. et al., 2002; Ramirez, J. M., Folkow, L.

P. y Blix, A. S., 2007).

Apnea del Sueiio Central

Causada por una disfuncion de los centros que generan y controlan la
respiracion (De Backer, W. A., 1995). Se cree que este fendmeno se debe
principalmente a un dafio en las neuronas de la region ventro-lateral del tallo cerebral,
implicadas en la generacion del ritmo respiratorio (De Backer, W. A., 1995). Sin
embargo, se sabe que las apneas centrales pueden tener otras causas, como defectos en
el control metabolico de los musculos respiratorios o inestabilidades en el control
central en un sistema respiratorio por demas intacto; también pueden ser consecuencia
del sindrome de hipoventilacién alveolar crénica y son caracteristicas de las personas

que padecen de insuficiencia cardiaca congestiva (De Backer, W. A., 1995).

Al igual que las apneas obstructivas, las apneas centrales son recurrentes y
pueden repetirse muchas veces en la misma noche (Younes, M. et al., 2001).

Independientemente de la causa principal, un rasgo comun de las apneas centrales es



que la presion parcial de CO, cae (fendémeno conocido como hipocapnia) por debajo de
los niveles necesarios para estimular la generacion del ritmo respiratorio (Reed, D. J. y
Kellogg, R. H., 1960). Dicha hipocapnia puede ser provocada por la hiperventilacién
crénica que ocurre durante los periodos breves de vigilia entre episodios consecutivos
de apnea y que es caracteristica de los pacientes que sufren de apneas centrales (De
Backer, W. A., 1995). Las consecuencias de la apnea central sobre la salud humana son
muy parecidas a las de la apnea obstructiva. Sin embargo, las personas que sufren de
apneas obstructivas, incluyendo los nifios, corren el riesgo adicional de desarrollar

insuficiencia cardiaca congestiva (De Backer, W. A., 1995).

Apnea Mixta

Como su nombre lo indica, es una combinacion de la apnea del suefio
obstructiva y de la apnea del suefio central. En un estudio reciente, la ablacion de
neuronas del CPB condujo a patrones de respiracion ataxicos durante el alertamiento
(Gray, P.A. et al., 2001) y a trastornos del suefio respiratorios, incluyendo la apnea
(McKay, L. C., Janczewski, W. A. y Feldman, J. L., 2005); sugiriendo que el dafio a las
neuronas del CPB puede ser la base de los trastornos respiratorios que pueden agravarse
durante el suefio (McKay, L. C., Janczewski, W. A. y Feldman, J. L., 2005). La
agravacion de esta enfermedad durante el suefio puede deberse al hecho de que las
neuronas del rafé, que suministran inputs tonicos de 5-HT al generador del ritmo
respiratorio y a varias motoneuronas respiratorias (Lalley, P. M. et al., 1997a)
decrementan su disparo durante sueiio MOR y no-MOR (Jacobs, B. L. y Azmitia, E. C.,

1992).



La reduccion en la liberacion de 5-HT durante el suefio puede tener efectos
profundos en la red respiratoria y asi, de esta manera, contribuir a las apneas del suefio
centrales. De hecho, recientemente, Tryba, A. K., Pefia, F. y Ramirez, J. M. (2006)
mostraron que el bloqueo de receptores 5-HT,4 puede producir apnea en hipoxia,
eliminando el boqueo ficticio. Recientemente, se reportd un polimorfismo en este
receptor asociado con SA (Sakai, K. et al., 2005; Bayazit, Y. A. et al.,, 2006).
Casualmente, se han sugerido moduladores de la transmision de 5-HT como tratamiento

para las apneas del suefio centrales (Veasey, S. C., 2003).

Sindrome Congénito de Hipoventilacion

El Sindrome Congénito de Hipoventilacion [CCHS, por sus siglas en inglés
(Congenital Central Hypoventilation Syndrome)] es un trastorno neuroldgico poco
comun presente al nacimiento, en el cual el control automatico de la respiracion esté
ausente o dafiado durante el suefio, mientras que el control voluntario de la respiracion,
el cual opera durante horas de alertamiento, estd generalmente intacto (Weese-Mayer,
D. E. et al., 1999). EI CCHS es considerado como una apnea del suefio central con
hipoventilacion severa. Este trastorno estd asociado con la disfuncion generalizada del
sistema nervioso autonomo y con el desarrollo anormal de células embrionarias
tempranas que forman la cresta neuronal, particularmente involucrando genes que son
criticos para el desarrollo del centro respiratorio de la médula ventro-lateral, por lo que
su deficiencia puede estar asociada al CCHS (Shirasawa, S. et al., 2000; Amiel, J. et al.,
2003; De Pontual, L. et al., 2003; Nsegbe, E. et al., 2004). Desafortunadamente, los
mecanismos implicados en las alteraciones de estos genes aln permanecen

desconocidos.



Recientemente, un estudio de imagenologia de resonancia magnética funcional
localizé estructuras cerebrales que responden a la hipercapnia en pacientes con CCHS.
Este estudio revelo la activacion de regiones cerebrales usualmente no consideradas de
tener una funcidn respiratoria y revelaron papeles significativos de sitios ganglionares
cerebelares y basales en respuesta a la hipercapnia, asi como participacion taldmica y
mesencefalica en el control de la respiracion de estos pacientes (Harper, R. M. et al.,

2005).

Depresion Respiratoria Inducida por Farmacos

Existen diversos farmacos, la mayoria de ellos comunmente usados en la
medicina clinica, que pueden producir un fendmeno llamado Depresién Respiratoria
Inducida por Farmacos [DIRD, por sus siglas en inglés (Drug Induced Respiratory
Depression)] (Kelly, H. W. et al., 1993). La DIRD puede ser causada por alcohol,
analgésicos, narcoticos, barbitiricos y benzodiazepinas. Por ejemplo, un consumo
elevado de alcohol puede afectar los centros respiratorios en el cerebro y causar muchos
trastornos neurolégicos (Brailowsky, S. y Garcia, O., 1999). Ademas de sus efectos bien
conocidos en distintos canales i6nicos y receptores de neurotransmisores (Brailowsky,
S. y Garcia, O., 1999), el alcohol puede inhibir la ATPasa de Na'/K", dafiar el
metabolismo del AMPc y la sintesis GABAérgica (Brailowsky, S. y Garcia, O., 1999;
Buchanon, J. F. et al., 1992). En general, estos efectos del alcohol pueden producir
grandes perturbaciones en la red respiratoria (Buchanon, J. F. et al., 1992; Moseley, A.
E. et al., 2003), complicando la reversion de la depresion respiratoria producida por el
alcohol (Summers, A. M. et al., 2000; Blackwell, C. C. et al., 2002). Los Barbituaricos

son fuertes depresores respiratorios (Kelly, H. W. et al., 1993) y son contraindicados en



pacientes con trastornos respiratorios preexistentes (Pittman, A. M., Woodley, M. y
Whelan, A., 1993). La combinacion de barbituricos y de otros depresores respiratorios
puede causar efectos sinérgicos en el patrén de supresion respiratoria (Olin, B. R.,
Hebel, S. K. y Dewein, A. C., 1995). Recientemente, se mostr6 que la depresion
respiratoria por barbituricos se debe a la inhibiciéon mediada por el receptor GABAA
(Fregosi, R. F., Luo, Z. e lizuka, M., 2004). La activacion de este receptor en la red
respiratoria puede ser el componente principal de este DIRD. Aplicacion de
pentobarbital en la preparacion de médula espinal-tallo cerebral enlentecié el ritmo
respiratorio, pero su efecto se revirtido por el lavado del farmaco o por la aplicacion
simultanea de metiodida bicuculina, un antagonista a receptores GABA . El agonista a
receptores GABA,, muscimol, provoca cambios similares (Fregosi, R. F., Luo, Z. e
lizuka, M., 2004). El propofol, un agonista de receptores GABA,, que se usa como
anestésico, puede inducir depresion respiratoria posiblemente mediante la supresion del
disparo de neuronas pre-inspiratorias y espiratorias, pero no de neuronas inspiratorias
(Kashiwagi, M. et al., 2004). Todos estos datos sugieren que la activacion de receptores
GABA, puede ser un componente importante de DIRD (al menos para la depresion
respiratoria inducida por alcohol, barbitiricos y posiblemente benzodiazepinas). Por
otra parte, los opioides y narcoticos son depresores respiratorios muy potentes (Koo, P.
J. et al., 1992; Reisner-Keller, L. A. et al., 1992; Olin, B. R., Hebel, S. K. y Dewein, A.
C., 1995). Interesantemente, algunos autores han reportado que las mismas neuronas
que expresan receptores a opioides también tienen receptores 5-HT4m), y que un
agonista 5-HT4,) previene la depresion respiratoria inducida por opioides sin afectar las
propiedades analgésicas de los opioides (Manzke, T. et al., 2003). Aunque este efecto

no se puede reproducir en humanos (Ldtsch, J. et al., 2005), el disefio de agonistas 5-



HT4n) mas especificos, puede ser una alternativa al tratamiento de la depresion

respiratoria inducida por farmacos usados en la medicina clinica.

Sindrome de Hipoventilacion por Obesidad

El sindrome de hipoventilacion por obesidad [OHS, por sus siglas en inglés
(Obesity Hypoventilation Syndrome)| es un hallazgo relativamente poco comun en
nifos con obesidad. Algunos autores definen al OHS como una combinacion de
obesidad e hipoventilacion crénica; sin embargo, la definicion precisa de este sindrome
ha estado lejos de ser una definicion directa, debido a que la obesidad, la respiracion
trastornada en el suefio y la hipercapnia durante el estado de alerta, son caracteristicas
generales descritas en el OHS (Olson, A. L. y Zwillich, C., 2005). Clinicamente, los
pacientes pueden presentar sintomas como suefio excesivo durante el dia, fatiga o
dolores de cabeza matutinos, los cuales son similares a los sintomas observados en el
sindrome de apnea-hipoapnea obstructiva del suefio. Se desconoce el mecanismo exacto
de desarrollo de OHS; sin embargo, puede estar relacionado con anormalidades en el
patron respiratorio y a la respuesta a la hipoxia e hipercapnia, en vez de los factores
mecanicos relacionados con peso corporal excesivo que puede resultar en fatiga de
musculos respiratorios como consecuencia de intentar mantener la respiracion bajo estas
condiciones. Sin embargo, la distribucion de la grasa corporal, hormonas y el tamafio
del flujo de aire superior puede jugar un papel importante en OHS. Evidencia reciente
sugiere que la proteina leptina puede estar involucrada en la patogénesis de OHS. La
leptina se produce por un tejido adiposo y act@ia en receptores en el hipotalamo para
suprimir el apetito. Una mutacién en el gen que codifica la proteina de la leptina

produce obesidad en ratones y humanos (Zhang, Y. et al., 1994; Campfield, L. A. et al.,



1995; Montague, C. T. et al., 1997). Ademads, la leptina actia en los centros
respiratorios centrales para estimular la respiracion, mientras que su deficiencia se ha
asociado con hipoventilacion (O’Donnell, C. P. et al., 1999). Ratones deficientes en
leptina se hipoventilan y el reemplazo de leptina resulta en una respiracion
incrementada. En ratones wild-type con obesidad inducida por la dieta, los niveles de
leptina se incrementan mas de 10 veces y estan asociados con un incremento en la
respiracion. Estos hallazgos sugieren que la leptina puede estar involucrada en mantener
un nivel adecuado de respiracion en ciertos grados de obesidad (O’Donnell, C. P. et al.,

1999).

Sindrome de Rett

El sindrome de Rett [RS, por sus siglas en inglés (Rett Syndrome)], que fue
descrito por primera vez en 1966 (Rett, A., 1966), es un severo trastorno del
neurodesarrollo caracterizado por la pérdida progresiva de funciones intelectuales,
habilidades motoras finas y gruesas, habilidades comunicativas, desaceleracion del
crecimiento de la cabeza y el desarrollo de movimientos estereotipados de la mano, que
ocurren después de un periodo normal de desarrollo. Nifias con RS usualmente
desarrollan ataques, escoliosis, y retraso de crecimiento (Hagberg, B. et al., 1983). La
asociacion de RS con mutaciones en el methyl-CpG binding protein 2 gene (MECP2) se
reportd en 1999 (Amir, R. E. et al., 1999). Se sabe que la proteina MECP2 se une a
secuencias metiladas del ADN y recluta compuestos silenciadores que llevan a la
compactacion y silenciamiento de cromatina en los alrededores (Van den Veyver, 1. B. y
Zoghbi, H. Y., 2000). La disritmia de la respiracion es una caracteristica notable del

sindrome de Rett y estd fuertemente relacionada al trastorno del movimiento y a la



agitacion. Son notables en estos pacientes la hiperventilacion alterna y la contencion del
aliento (Elian, M. y Rudolf, N. D., 1991; Kerr, A. M., 1992; Woodyatt, G. C. y
Murdoch, B. E., 1996; Morton, R. E. et al., 1997; Cooper, R. A., Kerr, A. M. y Amos,
P. M., 1998; Kerr, A. M. y Julu, P. O., 1999; Julu, P. O. et al., 2001). Interesantemente,
la respiracion es regular durante el suefio pero se puede transformar de altamente
irregular a regular durante el estado de alerta (Marcus, C. L. et al., 1994; Julu, P. O. et
al., 2001). Existe fuerte evidencia que sugiere que estas irregularidades en la respiracion
son causadas por una falta de neuromoduladores requeridos para generar ritmos
respiratorios regulares en el tallo cerebral (Nomura, Y., Segawa, M. e Higurashi, M.,
1985; Zoghbi, H. Y. et al., 1985; Riederer, P. et al., 1986; Zoghbi, H. Y. et al., 1989;
Lekman, A. et al., 1990; Nielsen, J. B., Lou, H. C. y Andresen, J., 1990; Segawa, M.,
1997; Kerr, A. M. et al., 1998; Dunn, H. G., 2001; Dunn, H. G. y MacLeod, P. M.,
2001). El hallazgo reciente de que las perturbaciones en la respiracion observadas en
modelos transgénicos del sindrome de Rett (el ratén deficiente de MECP2) pueden
corregirse con la aplicacion de noradrenalina (in vitro) (Viemari, J. C. et al., 2005), abre
la posibilidad de entender y corregir los trastornos respiratorios asociados con esta

enfermedad.

Lesiones en la Espina Dorsal

Los trastornos respiratorios son la causa principal de mortalidad y morbilidad
después de las lesiones de espina dorsal [SCI, por sus siglas en inglés (Spinal Cord
Injury)], afectando aproximadamente a la mitad de todos los pacientes con un déficit
neurologico después de SCI (Wilson, C. G. et al., 2004). Las lesiones traumaticas a la

espina dorsal cervical, rostral al nivel del ntcleo frénico, pueden interrumpir las vias



respiratorias bulboespinales descendientes (Dobbins, E. G. y Feldman, J. L., 1994) y
causar paralisis muscular respiratoria. La insuficiencia respiratoria resultante se trata,
frecuentemente, colocando un ventilador mecénico como apoyo a largo plazo. Dicho
tratamiento no siempre es Optimo y puede llevar a complicaciones serias, como
infecciones, neumonia, atelectasis, o incluso la muerte (Claxton, A. R. et al., 1998;
Frankel, H. L. et al., 1998). Ademas, los pacientes cuadrapléjicos que estan atados a
ventiladores mecdnicos no tienen completa libertad de participar en estrategias de
rehabilitacion fisica y ocupacional. Eventualmente, estos pacientes tienen la tasa de
mortalidad mas alta de todas las personas que sufren de lesiones de espina dorsal. Las
estrategias para aumentar la funcion respiratoria después de una SCI se han enfocado en
preservar las vias espinales durante el periodo agudo de post-lesion (Blight, A. R.,
2004). De hecho, las lesiones espinales, con axones no heridos, suministran un sustrato
para la débil recuperacion funcional espontdnea usualmente observada en sistemas
motores debajo de la lesion (Raineteau, O. y Schwab, M. E., 2001). Por otra parte, en un
modelo animal de SCI, se ha demostrado que una via motora respiratoria latente puede
activarse para restaurar la funcion de un hemidiafragma paralizado con hemisecciones
ipsilaterales de la cervical dorsal durante un reflejo conocido como el “fendmeno
frénico cruzado” [CCP, por sus siglas en inglés (Crossed Phrenic Phenomenon)]
(Goshgarian, H. G., 1979, 2003). En este modelo, una hemiseccion de la espina dorsal
cervical interrumpe las principales vias respiratorias descendientes y paraliza el
hemidiafragma ipsilateral a la hemiseccion. Transacciones subsecuentes del nervio
frénico contralateral a la hemiseccion induce asfixia, la cual aumenta el patrén
respiratorio central y, asi, activa la via motora respiratoria latente, reestableciendo la
funcion del hemidiafragma paralizado por la hemiseccion (Lewis, L. J. y Brookhart, J.

M., 1951). La activacion de la via motora respiratoria latente también puede lograrse



farmacoldgicamente por la aplicacién de antagonistas de receptores de adenosina tipo 1
y agonistas de receptores de adenosina tipo 2 (Nantwi, K. D. y Goshgarian, H. G., 2002;
Zimmer, M. B. y Goshgarian, H. G., 2005) asi como agonistas serotonérgicos (Hadley,
S. D., Walker, P. D. y Goshgarian, H. G., 1999; Zhou, S. Y. y Goshgarian, H. G., 2000)
por un mecanismo mediado por receptores 5-HT, (Zhou, S. Y., Basura, G. J. y
Goshgarian, H. G., 2001). Estos datos experimentales abren una ventana terapéutica que
debe ser considerada en el tratamiento de estas consecuencias particulares de la lesion
de espina dorsal. Recientemente, se ha mostrado que la hipoxia intermitente fortalece
las vias sindpticas espinales cruzadas por un mecanismo dependiente de 5-HT (Golder,

F. J. y Mitchell, G. S., 2005).
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