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Il. THESIS SUMMARY

2.1. Introduction

Activation of the dorsomedial hypothalamic nucleus (DMH) and the perifornical area
(PeF)—collectively known as the hypothalamic defense area (HDA)—induces increases in
blood pressure, heart rate, cutaneous vasoconstriction, and ventilation, thereby highlighting
their critical role in coordinating autonomic responses to threatening stimuli [1-7]. These
responses are supported by extensive afferent and efferent connections with other regions
that contribute to cardiorespiratory regulation. The DMH/PeF receives inputs primarily from
cortical [8-10], limbic, and hypothalamic regions [6, 11, 12] and projects to brainstem areas
involved in the control of cardiorespiratory rhythms [13-18], as well as in the regulation of the

baroreflex and chemoreflex [19-24].

In addition to its role in cardiorespiratory regulation, the DMH/PeF has also been
implicated in vocalization in mammals. Early studies in cats showed that electrical stimulation
of hypothalamic regions—such as the dorsomedial, ventromedial, and supraoptic nuclei—
elicited different types of vocalizations [25, 26], ranging from growls, hisses, and intense
screams—often accompanied by autonomic responses like tachycardia or piloerection, and
defensive or aggressive behaviors—to more structured harmonic vocalizations not clearly
associated with emotional states [27, 28]. Despite the significance of these findings, most of
this evidence comes from studies conducted between the 1930s and 1980s, and since then,
the role of the hypothalamus in vocal control has received limited attention compared to other
brain regions such as the periaqueductal gray matter (PAG). However, it has become
increasingly clear that vocalization depends on the precise orchestration of neuromuscular

systems, respiratory circuits, and subcortical structures.

In the hierarchical model of vocal control proposed by Jirgens [29], the DMH/PeF
occupies a higher-level position, integrating affective signals and projecting to the PAG,
located at an intermediate level. The PAG functions as a vocal premotor center, organizing
motor patterns that are subsequently relayed to lower-level brainstem nuclei [30, 31]. The
PAG has been the main focus of vocal control studies because its microstimulation can evoke
vocalizations in several species, including cats, monkeys, birds, and humans [32-35]. This
role is attributed to its strategic anatomical location between higher and lower levels of
control: it receives input from the laryngeal motor cortex [32, 36] and ouputs to the nucleus
retroambiguus (NRA) and other bulbar nuclei [35], thereby facilitating the integration of
affective and motor signals into coordinated respiratory and laryngeal patterns essential for

vocal production.

At the lower motor level, the nRA converts passive breathing into active respiration

through inspiratory premotoneurons located in the rostral ventral respiratory group (rVRG)
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and expiratory premotoneurons within caudal ventral respiratory group (cVRG) [31]. These
neurons not only coordinate respiratory movements but also modulate abdominal pressure
and project to the nucleus ambiguus (nA), where they regulate laryngeal motoneuron activity
[37-40]. The nA controls pharyngeal and laryngeal patency, as well as subglottic pressure,
via adduction and abduction of the vocal folds [35, 41, 42]. This is mediated by motoneurons
distributed across three functional domains: the compact formation (esophageal control), the
semicompact formation (cricothyroid innervation), and the loose formation (intrinsic laryngeal
muscles, regulating phonation and laryngeal resistance) [43-45]. These motoneurons are
cholinergic, characterized by the expression of the enzyme choline acetyltransferase (ChAT),
which is essential for the synthesis of the neurotransmitter acetylcholine [46]. Alongside these
cholinergic motoneurons, the nA also contains interneurons, which are smaller, less
morphologically complex, and thought to integrate afferent inputs before reaching the

laryngeal motoneurons [47].

The functional connectivity between the PAG and these brainstem nuclei has been
demonstrated in previous studies by our group. In anesthetized rats, we observed that
stimulation of the dIPAG induces c-Fos expression in the compact and loose domains of the
nA, reflecting neuronal activation. This was associated with a decrease in subglottic pressure
due to increased glottal opening [48]. Vocal fold position directly regulates subglottic
pressure: closure increases pressure, whereas opening decreases it, thereby modulating
airflow and vocal quality [35]. Furthermore, we observed Foxp2 expression in the
semicompact and loose domains, supporting their involvement in fine vocal control [48].
Foxp2 is a highly conserved transcription factor involved in the acquisition of fine motor skills
required for vocal production in humans and other communicative species such as birds and
rodents [49, 50]. This functional connectivity has also been demonstrated using
electrophysiological neuronal recordings in anesthetized rats. These experiments showed
that microstimulation of the dIPAG robustly modulates the activity of multiple neuronal
populations within the nA. Specifically, we identified six distinct neuronal groups—including
inspiratory and expiratory respiratory neurons, cardiovascular-related neurons, and non-

modulated units—all exhibiting rapid excitatory or inhibitory responses [51].

Additionally, the dIPAG is involved in autonomic aspects of the defensive response,
eliciting behavioural and cardiorespiratory adjustments similar to those induced by DMH/PeF
activation [52, 53]. These effects are mediated by its connections with the prefrontal cortex,
amygdala, and the dorsomedial hypothalamus, as well as its projections to pontomedullary
cardiorespiratory centers shared with the DMH/PeF [53-56]. Previous studies from our group
and other authors have shown that the parabrachial complex (PBc) and the A5 region are
involved in the defensive response evoked by stimulation of both structures [15-18, 57, 59].
We also characterized the influence of these pontine regions on laryngeal motoneuron

activity using the "in situ isolated glottis" technique. This method, which isolates the lower
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airways from the larynx, enables precise assessment of laryngeal resistance, without

interference from airflow-activated laryngeal reflexes [60].

Although classical studies have shown that the DMH/PeF can evoke vocalizations,
its role within the vocal circuits remains underexplored compared to the PAG. Given that both
structures are involved in defensive responses and share afferents and projections to
cardiorespiratory centers, it is pertinent to ask whether the DMH/PeF, like the PAG, could

directly modulate laryngeal patterns via the nA.

2.2. Hypothesis and objectives

Based on both classical and recent evidence, DMH/PeF are recognized as key
components of the neural networking that coordinates defensive, autonomic and respiratory
behaviors [1-7]. However, their possible influence on laryngeal motor activity remains
unexplored. Thus, the present study was designed to investigate the potential role of the

DMH/PeF in laryngeal control and its functional relationship with the nA.
According to this, the present study proposes the following hypothesis:

Hypothesis 1: Continuous electrical stimulation of the DMH/PeF for one hour will
increase the expression of the neuronal activity marker c-Fos and promote its co-expression
with Foxp2 in the nA.

Hypothesis 2: Extracellular single-unit recordings from the nA during DMH/PeF
stimulation will demonstrate that this hypothalamic region modulates the activity of laryngeal

motoneurons located within the nA.

Hypothesis 3: Activation of the DMH/PeF, through both electrical and chemical

stimulation, will produce measurable effects on subglottic pressure.

Based on the proposed hypotheses, the objectives of this study are as follows:
General Objective

To describe, in rats, the influence of the DMH/PeF on the nAin the control of laryngeal
activity, with the aim of identifying and expanding current knowledge about the neuronal

mechanisms involved in respiratory function and vocalization.
Specific Objectives

Objective I: To characterize the morphofunctional relationship between the
DMH/PeF and the nA following electrical stimulation of the DMH/PeF, through the analysis of

c-Fos and Foxp2 protein expression in the different subdivisions of the nA.
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Objective llI: To characterize the neuronal activity of the nA using in vivo extracellular
single-unit recordings, comparing firing patterns at baseline and after electrical stimulation of
the DMH/PeF.

Objective lll: To determine the role of the DMH/PeF in the regulation of laryngeal
and cardiorespiratory responses through electrical and chemical stimulation of the DMH/PeF,
combined with the application of the in situ isolated glottis technique to measure subglottic

pressure.

2.3. Material and methods

2.3.1. Animals and hosting
Atotal of 43 adult male Sprague—Dawley rats (SPF; OFA-SD IOPS Caw), 3—6 months

old and weighing 300-350 g, were obtained from Charles River Laboratories (Barcelona,
Spain); however, 6 of them were excluded from the statistical analysis. They were kept in
groups of six in the Animal House of the University of Malaga under controlled conditions (21
1+ 1°C; 12:12 h light-dark cycle) with food and water available ad libitum.

2.3.2. General surgical procedure

Every surgical procedure was performed using previously described techniques [17,
48, 59]. Sodium pentobarbitone (60 mg/kg) was injected intraperitoneally to induce
anesthesia, and intravenous supplements (2 mg/kg) were administered as needed. For
administering medication and measuring arterial blood pressure, respectively, the femoral
artery and vein were cannulated. The trachea and esophagus were also cannulated in order
to measure respiratory flow and pleural pressure. A Fleisch pneumotachograph was used to

measure respiratory flow, and an air-filled catheter was used to track pleural pressure.

2.3.3. Interaction of DMH/PeF and nA: c-Fos/Foxp2/ChAT-ir experiments

In 10 animals, access to the right DHM/PeF was achieved by drilling a hole in the
skull. On this side, a concentric bipolar electrode (Rhodes Medical Electrodes, SNE-100)
was implanted. The Paxinos and Watson atlas [61] was used to determine the stereotaxic
coordinates for electrode placement (2.2 mm-2.76 mm posterior to the bregma, 0.6 mm
lateral to the midline, and 8.2 mm depth from the skull surface). To elicit the distinctive
defensive response linked to the right DMH/PeF, a single stimulation was administered using
1 ms pulses of 30-50 pA, at a frequency of 100 Hz for 5 seconds. To prevent sympathetically

mediated cardiovascular reactions guanethidine was administered.

For one hour, a subgroup of rats (n=5) received 1-ms pulse trains (30-50 pA, 100
Hz, 5 s) every 60 s to repeatedly stimulate the right DMH/PeF. The other five animals served

as controls and were not stimulated. Following the experiments, rats received 0.1 M PBS (pH

7



THESIS SUMMARY

7.4) transcardially, 4% paraformaldehyde in PBS, and sodium pentobarbital for deep
anesthesia. After being extracted, the brains were rinsed, post-fixed overnight, and
embedded in 3% agarose (Sigma) diluted in PBS. A vibrating microtome (5100mz, Campden
Instruments) was used to obtain coronal brainstem sections (30 um thick). Sections were
processed for c-Fos, Foxp2, and ChAT immunoreactivity analysis at the nA level, beginning

at a random point.

c-Fos/ChAT and Foxp2/ChAT Double Immunohistochemistry

A standard avidin-biotin double immunochemistry protocol was used to process free-
floating brain sections from control and stimulated rats. All the sections were rised in 0.1M
PBS (pH 7.4) and pretreated with 3% H20- to block endogenous peroxidase activity. After
that, sections were incubated with the primary antibodies mouse anti-c-Fos (1:1000; Santa
Cruz Biotechnology, SC-271243) or sheep anti-Foxp2 (1:1000; R&D Systems, AF5647) for
24 hours at room temperature (RT). After PBS washes, sections were incubated with
biotinylated secondary antibodies (rabbit anti-sheep IgG or goat anti-mouse IgG; Vector
Laboratories, 1:500 in PBS-TX with azide) for one hour at RT.

Following additional washing, they received a one-hour treatment with streptavidin—
peroxidase (1:2000; Sigma-Aldrich). 0.8 mg/ml of nickel ammonium sulfate (Carlo Erba
Reagents) was added to the chromogenic reaction, which was created in 0.05% DAB and
3% H20,. Sections were incubated for 24 h at RT with a goat polyclonal anti-ChAT antibody
(1:1000; Sigma-Aldrich, AB144P), followed by incubation for 1 h with a biotinylated anti-goat
IgG secondary antibody (1:500; Thermo Fisher Scientific). ChAT-ir was visualized with DAB,
resulting in brown labelling. Finally, sections were dehydrated through ethanol and

coverslipped with DPX mounting medium.

c-Fos/ Foxp2 double Immunofluorescence

A standard indirect immunofluorescence protocol was used to process free-floating
sections from control and stimulated rats. All the sections were blocked using 4% BSA and
permeabilized in PBS-Tx-Az during 1 h at RT. After that, sections were incubated with the
primary antibodies mouse anti-c-Fos (1:1000; Santa Cruz Biotechnology, SC-271243) or
sheep anti-Foxp2 (1:1000; R&D Systems, AF5647) for 48 hours at RT. After two days, the

tissue was washed in PBS (3 x 5 minutes).

For detection, sections were incubated with fluorochrome-conjugated secondary
antibodies (1:1,000 Alexa Fluor 647 anti-mouse; 1:1,000 Alexa Fluor 594 anti-goat) for 1 hour
at RT and in darkness (diluted in BSA-PBS-TX-Az). The samples were then washed in PBS
(3 x 5 minutes) and subjected to nuclear counterstaining with DAPI (1:10,000; Invitrogen)
diluted in PBS for 10 minutes. The sections were then placed on gelatin-coated slides and

covered with an immunofluorescence mounting medium (Dako) following a final PBS wash.
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Cell counting and statistical analysis

An Olympus BX61VS optical microscope with Olympus VS imaging software was
used to take histological pictures of sections that had been double-immunolabeled with c-
Fos/ChAT and Foxp2/ChAT antibodies. c-Fos- and Foxp2-immunoreactive cells (black
nuclei) within the nA were counted using ImageJ software (NIH) for quantification. Three main
nA subdivisions—compact, semicompact, and loose formations—were used for cell
counting. The Paxinos & Watson rat brain atlas was used to identify these subdivisions, and
slice selection was based on distances from bregma [61]. The semicompact region was
defined as spanning from —12.84 to —-13.44 mm, the loose formation from —13.44 to -14.16
mm, and the compact region from bregma -12.00 to -12.84 mm. Additionally, nuclear
expression of both markers was quantified in the nRA (bregma range between -14.28 mm
and -15.72 mm). Three categories of cellular analysis were established: motoneurons, non-
motoneurons, and total cells. The ipsilateral and contralateral sides were compared with

respect to the stimulation site.

Double-labeled c-Fos/Foxp2 sections were analyzed using a Leica TCS SP5
confocal microscope with 10x and 20x oil-immersion objectives. Fluorescence was
visualized with 568 nm and 488 nm lasers (Alexa Fluor 594 and 488). Images were taken at
two Z-planes to confirm cell identification. Bilateral quantification of c-Fos*/Foxp2~, c-
Fos™/Foxp2*, and c-Fos*/Foxp2* cells in the semicompact formation of the nA was performed
using merged fluorescence images. Semi-automated quantificacion of immunoreactive

nuclei was carried out on both ipsilateral and contralateral sides using Imaged (NIH).

In both techniques, data are presented as mean + SEM, and statistical differences
between groups were assessed using Student’s t-test. For group comparisons (baseline vs.
post-stimulation), the non-parametric Mann-Whitney U test was used. The significance level
was set at p<0.05, p<0.01 y p<0.001.

2.3.4. Interaction of DMH/PeF and nA: neuronal unit recording experiments

Extracellular single-unit neuronal activity was recorded in the nA while applying
electrical stimulation to either the DMH/PeF or the right vagus nerve. The experiments were
performed in a total of 4 animals to analyze changes in firing rate and other
electrophysiological properties. Stimulation of the DMH/PeF was achieved using a
stereotaxically positioned microelectrode (2.2 mm-2.76 mm posterior to the bregma, 0.6 mm
lateral to the midline, and 8.2 mm depth from the skull surface), and its location was
functionally verified by observing cardiorespiratory responses after electrical stimulation of
DMH/PeF (30—40 pA at 100 Hz, with 1 ms pulses, for 5 s). Stimulation for orthodromic and
antidromic studies was applied at 50—100 pA, with 0,1 ms pulses at 1 Hz. The right vagus
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nerve was isolated in the cervical region and stimulated at an intensity of 1 V, a frequency of

1 Hz, and a pulse duration of 0.1 ms.

Neuronal activity in the nA was recorded using tungsten microelectrodes (8—11 MQ)
mounted on a remotely controlled micropositioner. The microelectrode was positioned within
the semicompact and loose formations of the nA, based on the position of the obex (0.25-1.5
mm anterior to the obex, 2 mm lateral to the midline, and at a depth of 2-2.5 mm below the
surface). Signals were preamplified, filtered (100 Hz—3 kHz), and visualized on a digital
oscilloscope along with blood pressure and respiratory flow to evaluate possible functional
relationships. Antidromic and orthodromic stimulation tests were used to assess connectivity
between DMH/PeF and nA neurons, based on criteria such as latency constancy, refractory
period, and collision testing. Spike detection was optimized by monitoring neuronal
discharges acoustically and by discriminating single-unit activity according to amplitude and

polarity thresholds.

Data acquisition and analysis were performed using LabChartPro software, allowing
detailed evaluation of spike shape, amplitude, and frequency. TTL-converted pulse signals
were used to synchronize neuronal activity with stimulation events, enabling the construction
of peri-stimulus histograms. Recording sites were verified histologically by electrolytic lesions

at the end of each experiment to confirm the precise localization of the recorded neurons.

According to their activity and anatomical localization, neuronal discharge patterns
were classified into six functional groups: inspiratory neurons with decreasing pattern of
discharge; inspiratory neurons with increasing pattern of discharge; expiratory E1 neurons;
expiratory E2 neurons; cardiovascular neurons; and neurons without cardiorespiratory

modulation.

2.3.5. Interaction of DMH/PeF and nA: electrical/chemical stimulation and subglottic

pressure measurement

The standard procedures described were modified to perform a double tracheal
cannulation in 22 animals, divided in three experimental groups. This was accomplished by
placing one cannula upward toward the glottis for the "in situ isolated glottis" technique and
a second cannula downward toward the carina to measure respiratory flow. Both parameters
could be recorded independently with this setup [48, 60]. Any possible interference from
tongue activity, especially during DMH/PeF stimulation, was controlled by immobilizing the

tongue.

The method was used again specifically to measure changes in subglottic pressure
linked to the cardiorespiratory response elicited by DMH/PeF stimulation. To enhance the
acquisition of the subglottic pressure signal, changes were made to the original experimental

design. Pressure was measured using an aneroid transducer (ADInstruments, model FE141,
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10.03 psi) as a steady stream of warm, humidified medical air (30—70 ml/min) was forced
upward through the larynx. A thermal mass digital flow meter controller (Bronkhorst Hi-Tec,
model F-201CVAGD-22-V) controlled this airflow. Any change in pressure was interpreted as
a change in laryngeal resistance. Furthermore, the data acquisition system (PowerLab 16/30)
and analysis software (LabChart Pro) were upgraded, resulting in improved sensitivity and
stability of the subglottic pressure recordings. For statistical purposes, only data from animals
showing stable recordings before, during, and after DMH/PeF stimulation were included in

the analysis.

DMH/PeF electrical stimulation and subglottic pressure measurement

In a subset of 8 animals, a burr hole was made to access the right DMH/PeF, which
was stimulated using 1-ms pulses of 30-50 yA at 100 Hz for 5 s through a concentric bipolar
electrode (SNE-100; Rhodes Medical Electrodes, Summerland, CA, USA). Electrical lesions
(250 puA DC for 20 s) were used to mark the sites of electrical and chemical stimulation in the
DMH/PeF.

DMH/PeF chemical stimulation and subglottic pressure measurement

In 14 animals, a burr hole was drilled into the skull of each animal to access the right
DMH/PeF. Microinjections of a solution of PBS (50 nl, pH 7.4 + 0.1, 5-s duration; n = 7) or
glutamate (0.25 M, 50 nl; n=7) were administered using a stereotaxically positioned single
glass micropipette connected to a 0.5 yl Hamilton syringe (Model 7001 Knurled Hub [KH]

Neuros Syringe). The microinjections were made in the coordinates previously described.

To identify the injection sites in subsequent histological analyses, both PBS and
glutamate were dissolved in an Evans blue solution. The microinjection volume (50 nl) was
precisely controlled using a micropump system (Ultra Micro Pump Il, Micro 4; World Precision
Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA), which actuated the 1-ul microsyringe. Control animals
received PBS with Evans blue alone and only one microinjection was performed per animal

in both groups.

Data Recording and Statistical Analysis

Following the experiments, the brains were perfused with 10% formal saline. The
hypothalamic region was serially sectioned at 80 um and staining with neutral red to verify
the anatomical location of the stimulation sites. Physiological signals were continuously
recorded throughout all experiments to assess both baseline and stimulus-evoked activity.
The monitored variables included airflow, pleural pressure (as an index of inspiratory effort),
subglottic pressure, and arterial pressure. From these data, instantaneous respiratory

frequency, subglottic pressure, mean arterial pressure, and instantaneous heart rate were
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analyzed. Data were acquired and stored digitally using LabChartPro software (PowerLab

System, ADInstruments, version 8.0, Sydney, Australia).

Each animal underwent a two-phase experimental protocol: an initial assessment of
laryngeal and cardiorespiratory parameters at rest, followed by DMH/PeF stimulation using
electrical or chemical methods. Baseline measurements were obtained immediately before
stimulation, and post-stimulation values were recorded 4 minutes after electrical or 30
minutes after chemical stimulation. In electrical stimulation experiments, the mean
cardiorespiratory and laryngeal responses recorded during each analyzed period were
considered, whereas in chemical stimulation, only the time point corresponding to the

maximal response was analyzed.

All data are expressed as mean + SEM. IBM® SPSS® Statistics (v28.0.1.1) was used
for statistical analysis, and GraphPad Prism 9 was used to create the graphs. The Shapiro-
Wilk test was used to evaluate the normality of the data. A paired Student's t-test was used
after normalcy was established. The non-parametric Mann-Whitney U test was employed to
compare groups during chemical stimulation (PBS vs. glutamate). The thresholds for
significance were set at p<0.05, p<0.01, and p<0.001. The statistical analysis only included
data from animals whose histology demonstrated that the microelectrodes were positioned
within the DMH/PeF.

2.4. Results

2.4.1. Interaction DMH/PeF and nA: c-Fos/Foxp2/ChAT-ir experiments

Immunohistochemical studies: distribution of Foxp2-ir

Control animals. In non-stimulated animals, no significant differences were
observed in the number of Foxp2-ir profiles between ipsilateral and contralateral sides in any
of the nA subdivisions or in the nRA (Table 1, Fig. 1; corresponding to Table 3 and Fig. 13
and 14 in sections 6.1.1. and 6.1.2.).

Electrically stimulated animals. In stimulated animals, no significant ipsilateral—
contralateral differences were detected in any of the nA subdomains or in the nRA (Table 1,

Fig. 1 and Fig. 2; corresponding to Table 3 and Fig. 13-18 and in sections 6.1.1. and 6.1.2.).

Control vs. stimulated animals. No differences were found between groups when
comparing the amplitude of ipsilateral-contralateral differences (A values) in any of the nA
subdivisions or in the nRA (Table 1, Fig. 1; corresponding to Table 3 and Fig. 13 and 14 in
sections 6.1.1. and 6.1.2.).

12
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Immunohistochemical studies: distribution of c-Fos-ir

Control animals. In non-stimulated animals, c-Fos-ir expression was low overall but
showed significant ipsilateral-contralateral differences in the loose (p<0.05), semicompact
(p<0.05), compact (p<0.05) and nRA (p<0.01) domains, predominantly in non-motoneurons

(Table 1, Fig. 1; corresponding to Table 3 and Fig. 13 and 14 in sections 6.1.1. and 6.1.2.).

Electrically stimulated animals. In stimulated animals, c-Fos-ir expression
markedly increased compared with controls. Significant ipsilateral—contralateral differences
were detected in motoneurons and non-motoneurons of the loose (p<0.05-0.01),
semicompact (p<0.01-0.001), compact (p<0.05) formations and in the nRA (p<0.05-0.01)
(Table 1, Fig. 1 and Fig. 2; corresponding to Table 3 and Fig. 13-18 and in sections 6.1.1.
and 6.1.2.).

Control vs. stimulated animals. When comparing the amplitude of ipsilateral—
contralateral differences (A values) between groups, significant increases were observed in
stimulated animals within the semicompact formation (p<0.05-0.001) and in the nRA
(p<0.05-0.001), while no differences were found in the loose or compact formations (Table

1, Fig. 1; corresponding to Table 3 and Fig. 13 and 14 in sections 6.1.1. and 6.1.2.).

Inmunofiluorescence studies: distribution of c-Fos-ir/Foxp2-ir

Control animals. In non-stimulated animals, Foxp2-ir expression was detected both
ipsilaterally (105.22 + 8.34 cells) and contralaterally (88.23 + 9.33 cells), with no significant
differences between sides. c-Fos*/Foxp2~ cells were also observed on both the ipsilateral
and contralateral sides (3.56 + 1.30 and 1.65 + 1.85 cells, respectively). c-Fos/Foxp2 co-
expression accounted for 19.36% of Foxp2-positive cells on the ipsilateral side (20.38 + 3.11
cells) and 17.21% on the contralateral side (15.18 £ 2.30 cells) (Table 2; corresponding to
Table 4 in section 6.1.3.).

Electrically stimulated animals. In stimulated animals, Foxp2-ir expression was
detected both ipsilaterally (121.35 + 9.26 cells) and contralaterally (107.18 + 12.72 cells),
with no significant differences between sides. c-Fos*/Foxp2~ cells were also observed on
both the ipsilateral and contralateral sides (6.23 + 2.56 and 2.32 + 1.87 cells, respectively).
c-Fos/Foxp2 co-expression was observed, with a significantly higher number of c-
Fos*/Foxp2* cells on the ipsilateral side (34.66 + 4.89 cells) compared to the contralateral
side (19.54 = 2.21 cells; p < 0.05). The proportion of double-labeled cells was 28.57%
ipsilaterally and 18.23% contralaterally (Table 2, Fig. 3; corresponding to Table 4 and Fig. 19

in section 6.1.3.).

Control vs. stimulated animals. Comparison of the magnitude of the differences (A

values) between control and stimulated animals revealed significant differences (p = 0.008)
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in the co-expression of c-Fos and Foxp2 between the ipsilateral and contralateral sides

(Table 2; corresponding to Table 4 in section 6.1.3.).

2.4.2. Interaction DMH/PeF and nA: neuronal unit recording experiments

Extracellular unitary neuronal recordings were performed in the semicompact and
loose formation of the nA and adjacent regions during electrical stimulation of the DMH/PeF

in a total of 4 adult rats.

A total of 78 neurons were recorded from the nA and surrounding regions during
DMH/PeF stimulation (Fig 4; corresponding to Fig. 20 in section 6.2). These neurons were
classified based on their activity and location, into six functional groups: increasing inspiratory
neurons, decreasing inspiratory neurons, expiratory E1 neurons, expiratory E2 neurons,

cardiovascular neurons, and neurons without cardiorespiratory modulation.
A. Inspiratory neurons with decreasing pattern of discharge

Eight inspiratory neurons (10.26%) located in the loose formation of the nA were
registered (mean depth: 2154.88 + 92.83 um; anteroposterior position: +0.50 £ 0.095 mm
anterior to the obex; mediolateral position: 1.84 + 0.094 mm lateral to the midline) (Fig. 4).
Its resting discharge frequency was 2.95 + 2.66 Hz, while its discharge frequency upon
DMH/PeF and vagus nerve stimulation (1 Hz) was 2.81 + 2.58 Hz and 4.86 + 2.14 Hz
(p<0.05), respectively (Table 3; corresponding to Table 5 in sections 6.2.).

None of the neurons showed increases or decreases in the frequency discharge
during DMH/PeF stimulation; however, changes were observed during vagal stimulation (four
neurons increased its frequency by 2-5 Hz) and during combined vagal and DMH/PeF
stimulation. In three of these neurons (37.5%), vagal stimulation alone evoked activation
between 35 and 60 ms, whereas combined vagal and DMH/PeF stimulation produced a
facilitation of the response, expanding the activation to 30—70 ms and increasing frequency

discharge (Fig.5; corresponding to Fig. 21 in section 6.2.).
B. Inspiratory neurons with increasing pattern of discharge

Ten inspiratory neurons with increasing pattern of discharge (12.82%) located in the
rVRG were registered (mean depth: 2537.20 + 93.03 um; anteroposterior position: +0.95 +
0.170 mm anterior to the obex; mediolateral position: 1.78 £ 0.079 mm lateral to the midline)
(Fig. 4). Its resting discharge frequency was 13.81 £ 1.90 Hz, while its discharge frequency
upon DMH/PeF stimulation (1 Hz) was 13.82 £ 2.20 Hz. There were no significant differences
when comparing the frequency changes to the different stimulations (Table 3; corresponding

to Table 5 in sections 6.2.).

DMH/PeF stimulation reduced the frequency discharge in three neurons (30%) by 2-

3 Hz, while no changes were observed in the remaining neurons (seven cells). Vagal
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stimulation decreased the frequency discharge in four neurons, increased it in three neurons,

and produced no changes in three neurons.
C. Expiratory E1 neurons

Five expiratory E1 neurons (6.41%) located in the semicompact or loose formation
of the nA were registered (mean depth: 2306.60 + 85.86 um; anteroposterior position: +0.6
1 0.170 mm anterior to the obex; mediolateral position: 1.65 + 0.061 mm lateral to the midline)
(Fig. 4). Its resting discharge frequency was 11.36 + 6.23 Hz, while its discharge frequency
upon DMH/PeF and vagus nerve stimulation (1 Hz) was 13.85 + 6.24 Hz and 11.28 £ 6.17
Hz, respectively. There were no significant differences when comparing the frequency

changes to the different stimulations (Table 3; corresponding to Table 5 in sections 6.2.).

During DMH/PeF stimulation two neurons (40%) showed an increase in their
discharge frequency of 2 Hz, with one of them showing an excitatory response between 150
and 300 ms post-stimulation (Fig. 6A; corresponding to Fig. 22A in section 6.2.). No changes
were observed in the remaining neurons (3 cells). Vagal stimulation decreased discharge
frequency in two neurons, increased it in one neuron, and produced no changes in two
neurons. The distance between DMH/PeF and nA electrodes was calculated together with

the conduction velocity. The obtained values suggested a polysynaptic response.
D. Expiratory E2 neurons

Five expiratory E2 neurons (6.41%) located in the loose formation of the nA were
registered (mean depth: 2343.20 £ 75.51 ym; anteroposterior position: +0.65 + 0.260 mm
anterior to the obex; mediolateral position: 1.70 + 0.145 mm lateral to the midline) (Fig. 4).
Its resting discharge frequency was 15.02 + 6.89 Hz, while its discharge frequency upon
DMH/PeF and vagus nerve stimulation (1 Hz) was 16.47 + 7.05 Hz and 13.21 + 7.33 Hz,

respectively (Table 3; corresponding to Table 5 in sections 6.2.).

During DMH/PeF electrical stimulation, two neurons (40%) showed an increase in
their discharge frequency by approximately 2-3 Hz, while no changes were observed in three
cells. During vagal stimulation, the discharge frequency was reduced in two neurons by 3-8

Hz and remained unchanged in three of them.
E. Cardiovascular neurons

Thirty-seven cardiovascular neurons (47.44%) located in C1/A1 (CVL) were
registered (mean depth: 2913.03 + 97.64 um; anteroposterior position: +0.88 + 0.060 mm
anterior to the obex; mediolateral position: 1.85 + 0.024 mm lateral to the midline) (Fig. 4).
Its resting discharge frequency was 16.45 + 2.81 Hz, while its discharge frequency upon
DMH/PeF and vagus nerve stimulation (1 Hz) was 18.63 + 3.01 Hz and 16.51 + 2.91 Hz,

respectively (Table 3; corresponding to Table 5 in sections 6.2.).
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During DMH/PeF electrical stimulation, four neurons showed a decrease in their
discharge frequency by approximately 2-6 Hz; fourteen neurons showed an increase of
approximately 2-14 Hz; and no changes were observed in nineteen neurons. During vagal
stimulation, ten neurons decreased their discharge frequency by 3-9 Hz; 9 increased their

discharge by 2 Hz; and no changes were observed in eight-teen neurons.

This neuronal group was strongly affected by DMH/PeF stimulation (1 Hz), with 19 of
37 neurons (51.3%) showing changes in activity. In one neuron, an excitatory response was
observed between 50 and 250 ms, corresponding to an estimated axonal conduction velocity

of 0.05-0.23 m/s (Fig. 7; corresponding to Fig. 23 in section 6.2.).
F. Neurons without cardiorespiratory modulation

Thirteen neurons (16.66%) without cardiorespiratory modulation were registered
(mean depth: 2950.91 + 97.64 um; anteroposterior position: +0.65 + 0.092 mm anterior to
the obex; mediolateral position: 1.77 £ 0.071 mm lateral to the midline) (Fig. 4). Its resting
discharge frequency was 14.02 £ 6.75 Hz, while its discharge frequency upon DMH/PeF and
vagus nerve stimulation (1 Hz) was 14.44 + 6.70 Hz and 14.82 £ 6.88 Hz, respectively. There
were no significant differences when comparing the frequency changes to the different

stimulations (Table 3; corresponding to Table 5 in sections 6.2.).

During DMH/PeF electrical stimulation, two neurons showed a decreased in their
discharge frequency (5 Hz); one neuron increased its discharge (15 Hz); and no changes
were observed in ten neurons. Thus, DMH/PeF stimulation modified the activity of 23.1% of
the neurons. During vagal stimulation, three neurons showed a decrease in discharge
frequency (2-4 Hz); two neurons showed an increase (2-12 Hz); and no changes were
observed in eight neurons. In one case, an activation was observed at 10-30 ms, with a peak
at 12, 22 and 30 ms, yielding an estimated axonal conduction velocity of 0.58-1.18 m/s

(Fig.6B; corresponding to Fig. 22B in section 6.2.).

2.4.3. Interaction DMH/PeF and nA: electrical/chemical stimulation and subglottic

pressure measurement

DMH/PeF electrical stimulation and subglottic pressure measurement

Electrical stimulation within the DMH/PeF (n=8) elicited a significant increase in
respiratory rate (p<0.01), associated with reductions in both expiratory (p<0.001) and
inspiratory times (p<0.01). This respiratory facilitation was accompanied by a marked
decrease in laryngeal resistance (p<0.001). In addition, a pressor response (p<0.001) and
tachycardia (p<0.001) were observed (Table 4; Fig. 8-10; corresponding to Table 6 and Fig.
24-27 in section 6.3.1.).
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THESIS SUMMARY

DMH/PeF PBS microinjections and subglottic pressure measurement

Microinjections of PBS within the DMH/PeF (n=7) did not induce changes in any of
the resting cardiorespiratory parameters (Table 5; Figs. 12 and Fig. 13; corresponding to
Table 7 and Fig. 28, 30 and 31 in section 6.3.2.).

DMH/PeF glutamate microinjections and subglottic pressure measurement

Glutamate microinjections within the DMH/PeF (n=7) evoked a significant decrease
in laryngeal resistance (p<0.01), accompanied by an increase in respiratory rate (p < 0.001),
reductions in inspiratory and expiratory times (p<0.001 for both), and a rise in inspiratory
pleural pressure (p < 0.05). Additionally, a pressor (p<0.001) and tachycardic response
(p<0.001) were observed (Table 6; Figs. 11—13; corresponding to Table 8 and Fig. 28-31 in
section 6.3.2.).

DMH/PeF PBS vs. glutamate microinjections and subglottic pressure measurement

Comparison of the amplitude of the changes between PBS- and glutamate-injected
animals revealed significant differences in inspiratory time (-0.010 + 0.04 to —0.056 + 0.006;
p=0.001), expiratory time (0.00 £ 0.013 to —0.121 £ 0.021; p=0.001), respiratory rate (1 £ 0.9
to 23 + 3.3; p=0.001), subglottic pressure (0.04 + 0.04 to -2.04 + 0.49; p=0.001), blood
pressure (-1.14 £ 0.91 to 11.43 + 1.45; p=0.001), and heart rate (-1 £ 0.98 to 75.57 + 14.52;
p=0.001).

17



THESIS SUMMARY

Table 1. Relative quantification and distribution of c-Fos— and Foxp2—immunoreactive cells (c-Fos-ir and Foxp2-ir) within the nA and nRA nuclei in non-stimulated (control) animals and in animals
subjected to electrical stimulation of the DMH-PeF (stimulated). The nA was subdivided into its three classical formations (loose, semicompact, and compact), and both ipsilateral and contralateral

sides were analyzed.

Immunohistochemical Analysis (c-Fos/ChAT and Foxp2/ChAT)

CONTROL (n=5)

STIMULATED (n=5)

IPSILATERAL CONTRALATERAL IPSILATERAL CONTRALATERAL
Moto No-Moto Total Moto No-Moto Total Moto No-Moto Total Moto No-Moto Total
c-Fos-ir 0.5+0.25 33 + 3_44* 33.49 + 3_32* 00 20.75+3.04 | 20.75+3.04 08+ 0_22* 32.25 + 1.65** 33.05 +1 _44** 00 20.5 +0.87 20.5 £0.87
LOOSE Foxp2-ir | 2.911.47 | 160+30.15 | 162.91 + 29.66 |1.25 + 0.63{130.41 + 21.56| 131.66 + 21.43| 1.57£0.65 | 156.6+20.2 | 158.13 + 20.83 [0.32 + 0.23| 130 +32.94 | 130.32 + 32.8
FORMATION Ac-Fos-ir | 049+025| 1225+347 | 1274+323 08+022T | 11.75£155 | 12.55+1.39
A Foxp2-ir | 1.66+0.84 | 2059+9.48 | 31.25+8.94 1.25+0.72 | 26.56 +22.19 | 27.81+21.82
c-Fos-ir 165+021 | 273+51 | 28954529 |0.57+0.24| 14.83+2.92 | 1539+295 | 5+072" | 294374 344405 0+0 15+1.9 15+ 1.9
SEMICOMPACT Foxp2-ir 00 97.14 + 7,21* 97.14 + 7.21* 00 76.58+7.64 | 76.58 +7.64 2+0.71 112.6 + 10.56* 114.6 + 10.77* 0.75+2.25{95.5 £ 12.98 | 96.25 + 13.17
FORMATION Ac-Fos-ir |1.09+037 | 1248+2.85 | 13.56+3.2 5+0721tt | 14:+185T | 102218ttt
A Foxp2-ir 0+0 20.56 +5.74 | 20.56 +5.74 125+055T | 171626 | 18.35+2.88
c-Fos-ir 0+0 145+272" | 145+272" 0+0 9+1.47 9+147 0+0 17 +1.96 17 +1.96 0+t0 |775+214 | 7.75+2.14
COMPACT Foxp2-ir | 025+025| 61.76 +9.36 62+9.15 0+£0 435+6.81 | 43.5+6.81 0+0 455+12.32 | 455+12.32 0+0 |30.25%7.76| 30.25+7.76
FORMATION A c-Fos-ir 0+0 5.5+ 1.55 5.5+ 1.55 0+0 9.25+229% | 92542097
A Foxp2-ir | 0254025 | 1825585 | 18.5+5.61 0+0 15.25+6.56 | 15.25 + 6.56
c-Fos-ir 0+0 |2658+191 | 2658+1.91 | 0xo0 192+124 | 192+124 | 042+019 | 401+488 | 4052+491 | 020 | 241328 | 24.1+3.28
Foxp2-r | 039%022 | s 1o 11677 | 9584+ 1149° | 00 | 6757786 | 67.57+7.86 | 025+0.25 | 96.5+26.06" | 96.75+26.3" 0+0 | 76+29.73 | 76+29.76
nRA A c-Fos-ir 0+0 7.38+1.2 7.38+1.2 042 +0.19T | 16 + 3.62TTT | 16.42 + 3.54TTT
A Foxp2-ir | 0.39:0.22 | 27.88+5.39 | 28.27+5.17 0.25+0.25 | 205+519 | 20.75+4.99

Note. Data are expressed as mean + SEM (control: n=5; stimulated: n=5). Asterisks (*) indicate differences between ipsilateral and contralateral sides in control or stimulated animals (p < 0.05; **
p <0.01; *** p < 0.001). Daggers (1) indicate differences between A values of control and stimulated groups (T p < 0.05; 11 p < 0.01; t11 p < 0.001). A = mean ipsilateral - contralateral values
(within each group). Moto = neurons co-localizing c-Fos/Foxp2 with ChAT; No-Moto = non-motoneuronal cells.
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THESIS SUMMARY

Figure 1. Box-and-whisker plots showing the significant delta change in the number of
immunolabeled cells (total population) for c-Fos-ir or Foxp2-ir between ipsilateral and
contralateral sides, comparing control animals and animals electrically stimulated in the
DMH/PeF (STIM) across the three domains of the nA and nRA.
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Note. Experimental conditions are indicated by color and fill type: ipsilateral rest (blue box,
unfilled), contralateral rest (blue box, filled), ipsilateral stimulation (red box, unfilled), and
contralateral stimulation (red box, filled) (control: n=5; stimulated: n=5). p<0.05; p<0.01;

p<0.001, rest vs. stimulation.
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THESIS SUMMARY

Figure 2. Neuronal activation in the nucleus ambiguus following electrical stimulation of the
DMH/PeF
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Note. (A—C) Coronal sections showing double labeling for c-Fos/ChAT (A, B) and
Foxp2/ChAT (C) in the semicompact subdivision of the nucleus ambiguus. (A1-A2) Higher-
magnification images of the AmbSC corresponding to the ipsilateral (A1) and contralateral
(A2) sides relative to the stimulation site, illustrating the differential distribution of activated
neurons (c-Fos+). (B1, C1) Additional high-magnification views of the AmbSC showing
ChAT+, c-Fos+, and Foxp2+ neurons. (D) Schematic diagrams at different anteroposterior
levels (Bregma —12.00, —12.56, and —13.56 mm) depicting the approximate distribution of
labeled neurons within the AmbC, AmbSC and AmbL following DMH/PeF stimulation. Red

dots indicate cFos-positive cells, while blue dots indicate Foxp2-positive cells.
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Table 2. Co-expression of c-Fos/Foxp2 in total cells of the semicompact formation of the nA

Immunofluorescence Analysis (c-Fos/Foxp2 co-expression)

SEMICOMPACT CONTROL (n=5) ESTIMULATED (n=5)
FORMATION Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
c-Fos"/ Foxp2* 105.22 £ 8.34 88.23 £ 9.33 121.35+9.26 | 107.18 £12.72
c-Fos* / Foxp2~ 3.56 +1.30 1.65+1.85 6.23* + 2.56 2.32+1.87
c-Fos* /| Foxp2* 20.38 + 3.11 15.18 £ 2.30 34.66" + 4.89 19.54 + 2.21
% c-Fos™ | Foxp2* 19.36 % 17.21 % 28.57 % 18.23 %
A c-Fos* | Foxp2* 5.20 15.1211

Note. Quantification and distribution of total cells positive for c-Fos™/Foxp2*, c-Fos*/Foxp2~,
and c-Fos*/Foxp2* in the semicompact formation of the nA in both non-stimulated (control:
n=5) animals and animals subjected to electrical stimulation of the DMH/PeF
(stimulated:n=5) (mean + SEM). Ipsilateral and contralateral sides were also analyzed. Co-
expression values (c-Fos*/Foxp2*) are expressed as percentages. A values correspond to
the difference between ipsilateral and contralateral values for c-Fos*/Foxp2* co-expression.
Asterisks (*) indicate differences between ipsilateral and contralateral sides in control or
stimulated animals (p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001). Daggers (1) indicate differences
between A values of control and stimulated groups (1p < 0.05; t1p < 0.01; t1fp < 0.001).

Figure 3. Co-expression of c-Fos/Foxp2 in the semicompact formation of the nA

AmbSC

AmbSC

Note. Photomicrographs of the AmbSC (Bregma -13.36 mm) showing immunoreactivity for
c-Fos (green) and Foxp2 (red), as well as their colocalization (merged, yellow) on the
ipsilateral side of an animal subjected to electrical stimulation of the DMH/PeF. Abbreviations:

AmbSC: semicompact formation of the nucleus ambiguus.
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Table 3. Results from in vivo extracellular neuronal recordings of putative cells within the nA

during DMH/PeF stimulation

Neuronal Recording Analysis

| rvorim | sosmonimm | e, [ormce [ rmea Tudifeo
INSP 8 | 2154.88 + 92.83 -0 0:099 ant 2954266 | 2.81+258 | 4.86%2.14* 37.5
DECREASE 1.84 + 0.094 lat
INSP 10 | 2537.0+93.03 025 x0.170ant 13.81+1.90 | 13.26+1.81 | 13.82+£2.20 30
INCREASE 1.78 £ 0.079 lat
060.170 ant
E1 5 | 2306608586 | oo, 0611a | 11:36£623 | 13852624 | 11.28+6.17 40
0.65 £ 0.260 ant
E2 5| 2343207551 | 0 oas | 15024689 | 1647£7.05% | 13.21+7.33 40
0.88 £ 0.060 ant
cv 37 | 2913.03597.64 | . ac . 0 0oaja | 1645£281 | 18.63£3.01 | 1651291 51.3
0.65 £ 0.092 ant
SIM 13 | 2950.91 + 97.64 14.02+6.75 | 14.44+6.70 | 14.82+6.88 23.1

1.77 £ 0.071 lat

Note. Recorded neurons were classified into six groups. Data are expressed as mean + SEM

and as percentages (n=4).
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Figure 4. Distribution of neurons recorded in the nA and adjacent regions
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Note. Schematic diagrams of coronal rat brain sections showing the approximate position of

the six established neuronal groups identified by extracellular single-unit recording (78

neurons in total). Neuronal positions within the semicompact (AmbSC) and loose (AmbL)

formations of the nA are shown, as well as within the rostral ventral respiratory group (rVRG)

and the adrenergic and catecholaminergic cell groups (C1/A1).
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Figure 5. Extracellular recording of two decrementing inspiratory laryngeal motoneurons
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Note. From top to bottom, the following are shown: representative recordings of neuronal

discharge superimposed on the mean respiratory flow signal (blue; A and B); peri-stimulus

time histogram of neuronal discharge relative to respiratory flow at rest (only in B);

superimpositions of 60 sweeps in response to vagus nerve stimulation, DMH/PeF

stimulation, and combined DMH/PeF + vagus nerve stimulation. Below each stimulation

condition, the corresponding peri-stimulus time histograms are shown.
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Figure 6. Extracellular recording of an E1 expiratory neuron and a non—cardiorespiratory-

modulated neuron
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Note. From top to bottom, the following are shown: a representative 10-s sweep of respiratory
flow, pleural pressure, and neuronal discharge recordings (only in A); superimposition of 60
sweeps of neuronal discharge superimposed on the mean respiratory flow signal (blue) and
arterial pressure (red) (B), together with the peri-stimulus time histogram (PSTH) of neuronal
discharge at rest; and superimposition of 60 sweeps (A) and 40 sweeps (B) in response to
vagus nerve and DMH/PeF stimulation, respectively, along with the corresponding peri-

stimulus time histograms (60 and 240 sweeps).
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Figure 7. Extracellular recording of a cardiovascular-modulated neuron
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Note. From top to bottom, the following are shown: a representative 10-s sweep of arterial
pressure, respiratory flow, pleural pressure, and neuronal discharge recordings;
superimposition of 10 sweeps of neuronal discharge superimposed on the mean arterial
pressure signal (red), together with the peri-stimulus time histogram (PSTH) of neuronal
discharge during a 120-s baseline period (rest); and superimposition of 20 sweeps in
response to DMH/PeF stimulation, along with the corresponding peri-stimulus time histogram

(240 sweeps).
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Figure 8. Electrical stimulation of DMH/PeF
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Note. Effects of electrical stimulation of the DMH/PeF on cardiorespiratory and laryngeal
activity in a rat with spontaneous breathing before, during, and after stimulation (30 s). From
top to bottom, traces represent instantaneous respiratory frequency (RR), respiratory airflow
(RF), pleural pressure (PP), subglottic pressure (SP), arterial blood pressure (BP), and

instantaneous heart rate (HR).
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Figure 9. Mapping of anatomical sites of electrical stimulation in the DMH/PeF
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Note. Schematic diagrams of coronal sections of the DMH/PeF showing the distribution of
electrically stimulated anatomical sites along the entire rostrocaudal axis of the DMH/PeF.
Abbreviations: AHP, anterior hypothalamic area, posterior part; DMH, dorsomedial
hypothalamic nucleus; PaPo, paraventricular hypothalamic nucleus, posterior part; PeF,
perifornical hypothalamic area.
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Figure 10. Box-and-whisker plots showing cardiorespiratory and laryngeal variables during
electrical stimulation of DMH/PeF
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Note. Experimental conditions are indicated by color: rest (blue box) and electrical stimulation
(red box). p<0.05; p<0.01; p<0.001, rest vs. stimulation. Each box represents measurements

obtained from the same animals (n=8).
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Table 4. Cardiorespiratory changes induced by electrical stimulation in the DMH/PeF

Electrical stimulation of DMH/PeF

DMH/PeF (n=8) Rest Stimulation Recovery
Tl (s) 0.256 + 0.016 0.205 + 0.024** 0.251 £ 0.015
TE (s) 0.409 + 0.044 0.256 + 0.040*** 0.403 £ 0.042
RR (rpm) 95+ 9 150 + 24** 979
PP (cmH20) 0.617 £ 0.115 1.363 £ 0.172** 0.623 £ 0.132
SGP (cmH20) 9.8+0.3 2.3+0.2%** 9.7+0.3
BP (mmHg) 93+4 119 + 4% 96 + 4
HR (bpm) 433+ 19 462 + 20*** 432+ 18

Note. Laryngeal and cardiorespiratory parameters measured before (rest), during

(stimulation), and 4 minutes after electrical stimulation in the DMH/PeF (recovery). Data are

expressed as mean * SEM (n=8). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparing stimulation

versus rest. Abbreviations: inspiratory time (Tl), expiratory time (TE), instantaneous

respiratory frequency (RR), pleural pressure (PP), subglottic pressure (SGP), blood pressure

(BP), and instantaneous heart rate (HR).
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Figure 11. Chemical stimulation of DMH/PeF
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Note. Effects of glutamate microinjection into the DMH/PeF on cardiorespiratory and
laryngeal activity in a rat with spontaneous breathing before, during, and 4 minutes after the
microinjection. The arrows indicate the onset of glutamate microinjection (5 s). From top to
bottom, traces represent instantaneous respiratory frequency (RR), respiratory airflow (RF),
pleural pressure (PP), subglottic pressure (SP), arterial blood pressure (BP), and

instantaneous heart rate (HR).
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Figure 12. Mapping of anatomical sites of chemical stimulation in the DMH/PeF
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Note. Schematic coronal sections of the DMH/PeF illustrating the distribution of stimulation
sites following PBS (blue circles) and glutamate (red circles) microinjections along the
rostrocaudal axis. Abbreviations: AHP, posterior anterior hypothalamic area; DMH,

dorsomedial hypothalamic nucleus; PaPo, posterior paraventricular hypothalamic nucleus;
PeF, perifornical hypothalamic area.
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Figure 13. Box-Whisker graphs showing the cardiorespiratory and laryngeal variables
between rest and during stimulation with either PBS-Evans blue or glutamate microinjections
within DMH/PeF.
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Note. Experimental conditions are indicated by color and fill type: rest with PBS (blue box,
unfilled), stimulation with PBS (blue box, filled), rest with glutamate (red box, unfilled), and
stimulation with glutamate (red box, filled) (n=14). **p<0,01; ***p<0.001 stimulation (drug) vs.
rest. Horizontal bars above the boxplots indicate statistically significant differences between

control and stimulated groups.
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Table 5. Cardiorespiratory changes induced by PBS microinjection into the DMH/PeF

Microinjections of PBS within the DMH/PeF

DMH/PeF (n=7) Rest Microinjection Recovery
Tl (s) 0.300 + 0.008 0.290 + 0.008 0.290 + 0.008
TE (s) 0.450 + 0.008 0.450 + 0.008 0.450 + 0.008
RR (rpm) 80 +2.16 81+2.01 81+2.09
PP (cmH20) 1.126 £ 0.019 1.136 £ 0.018 1.134 £ 0.018
SGP (cmH20) 741106 745+0.6 7.45+0.7
BP (mmHg) 106 £+ 1.1 104.8+1.7 105.7 £ 1.6
HR (bpm) 378+ 8.5 377 £8.9 377 +8.8

Note. Laryngeal and cardiorespiratory parameters measured before (rest), during (PBS

microinjection), and 30 minutes after chemical stimulation in the DMH/PeF (recovery). Data

are expressed as mean = SEM (n=7). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparing stimulation

versus rest. Abbreviations: inspiratory time (Tl), expiratory time (TE), instantaneous

respiratory frequency (RR), pleural pressure (PP), subglottic pressure (SGP), blood pressure
(BP), and instantaneous heart rate (HR).
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Table 6. Cardiorespiratory changes induced by glutamate microinjection into the DMH/PeF

Microinjections of glutamate within the DMH/PeF

DMH/PeF (n=7) Rest Microinjection Recovery
Tl (s) 0.219 £ 0.01 0.235 + 0.008*** 0.220 + 0.03
TE (s) 0.485 1 0.02 0.364 £ 0.01*** 0.480 + 0.02
RR (rpm) 77.43 £3.19 100.28 + 4*** 79.3+3.2
PP (cmH20) 1.15+0.09 1.27 £ 0.09 1.14 £ 0.09
SGP (cmH20) 7.18 £0.47 5.2 +0.73** 7.19+0.44
BP (mmHg) 105.4 + 2 116.8 £ 2.8*** 107.3+2
HR (bpm) 375.4+£10.8 448.8 + 14.62** 377.2+9.8

Note. Laryngeal and cardiorespiratory parameters measured before (rest), during (glutamate
microinjection), and 30 minutes after chemical stimulation in the DMH/PeF (recovery). Data
are expressed as mean + SEM (n=7). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparing stimulation
versus rest. Abbreviations: inspiratory time (Tl), expiratory time (TE), instantaneous
respiratory frequency (RR), pleural pressure (PP), subglottic pressure (SGP), blood pressure
(BP), and instantaneous heart rate (HR).
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2.5. Discussion

Using a multidisciplinary approach combining physiology and immunohistochemistry,
the present work demonstrates that activation of the DMH/PeF modulates laryngeal motor
control in parallel with cardiorespiratory adjustments characteristic of defensive responses.
Firstly, we demonstrated that, at the neural level, electrical stimulation of DMH/PeF induces
a significant increase in ¢ -Fos expression in defined subdivisions of the nA and in the nRA,
with a marked ipsilateral predominance. Foxp2 expression, by contrast, was not altered by
the stimulation, indicating that DMH/PeF activation preferentially modulates neuronal activity
rather than neuronal phenotype. Secondly, a high number (41%) of extracellularly recorded
neurones within the nA and vicinity regions modified their activity on electrical stimulation of
the DMH/PeF. Finally, using the "isolated glottis in situ" technique together with classical
electrophysiological techniques, we demonstrated that stimulation of the DMH/PeF reliably
evoked an increase in respiratory rate, tachycardia and arterial pressure, together with a
reduction in subglottic pressure consistent with enhanced glottal opening. Taken together,
these results support a functional role for the DMH/PeF in coordinating respiratory—laryngeal

output during defensive states.

2.51. Interaction of DMH/PeF and nA: c-Fos/Foxp2/ChAT-ir experiments
Distribution of c-Fos/ChAT and Foxp2/ChAT expression

Consistent with the established somatotopic organization of the nA, in which the
compact, semicompact, and loose formations contain distinct neuronal pools innervating the
oesophagus, cricothyroid, and intrinsic laryngeal muscles respectively [43-45], electrical
activation of the DMH/PeF induced a clear and topographically organized increase in c-Fos
expression along the rostrocaudal extent of this nucleus. This activation was not uniform
across subdivisions. The most prominent effects were observed in the semicompact
formation, which exhibited a marked ipsilateral increase in c-Fos expression across
motoneurons, non-motoneurons, and the total neuronal population. In the compact
formation, activation was restricted to non-motoneuronal and total cell populations, whereas
the loose formation showed only a modest ipsilateral increase limited to motoneurons.
Notably, these effects persisted under sympathetic blockade with guanethidine, indicating
that DMH/PeF-driven recruitment of nA subdivisions occurs independently of systemic blood

pressure changes.

In parallel, robust c-Fos activation was also detected in the nRA, a key premotor
component of the caudal ventral respiratory group that provides expiratory drive to
abdominal, intercostal, and laryngeal motoneurons [31, 37-40]. Recruitment of this nucleus
is consistent with the tachypnoeic pattern observed during DMH/PeF stimulation and
supports the view that hypothalamic activation engages both laryngeal control and expiratory

premotor pathways. Together, the coordinated activation of the nA and nRA suggests that the
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DMH/PeF orchestrates laryngeal activity in parallel with enhanced expiratory drive during

defensive-like states.

This organization fits within contemporary models of the central autonomic and
respiratory networks, in which hypothalamic nodes integrate behavioural, respiratory, and
cardiovascular components of defence [62]. In these distributed frameworks, hypothalamic
outputs interact with pontine centres such as the PBc/KF and with medullary rhythm- and
pattern-generating nuclei to adjust respiratory timing and premotor output [31]. Within this
organization, the nRA emerges as a critical premotor hub linking respiratory drive with
laryngeal and abdominal activity, providing a plausible substrate for the simultaneous

modulation of ventilation and upper-airway patency during hypothalamic activation [63].

A key methodological advance of the present study compared with our previous work
on the dIPAG [48] lies in the combined use of c-Fos and ChAT immunohistochemistry.
Whereas earlier analyses using c-Fos/TH did not allow discrimination between motoneurons
and non-motoneurons within the nA, the present approach enabled unequivocal identification
of cholinergic laryngeal motoneurons. This revealed that DMH/PeF-induced activation
predominantly involved non-motor neuronal populations within the classical subdivisions of
the nA. These non-motor cells, which include local interneurons and premotor elements,
have been anatomically described but remain poorly characterized functionally [44, 45, 47].
Our findings suggest that the DMH/PeF modulates laryngeal output primarily through local
circuit elements rather than by directly driving motoneuronal discharge. Notably, a
comparable functional outcome was observed in our previous dIPAG study, where stimulation
also reduced laryngeal resistance and increased c-Fos expression within the nA, particularly
in the compact and loose subdivisions, supporting the idea that both hypothalamic and

mesencephalic structures converge onto common brainstem laryngeal pathways [48].

Foxp2 expression provided complementary information on the molecular identity of
the neuronal populations within the nA and nRA. In line with previous observations, FoxP2-
positive neurons were most abundant in the semicompact and loose formations and less
frequent in the compact formation, with a consistent ipsilateral predominance observed in
both control and stimulated animals [48]. In the nRA, Foxp2-positive profiles were clearly
present in numbers comparable to those observed in the semicompact formation and only
moderately lower than those in the loose formation, a distribution consistent with the mixed
cellular composition of this premotor nucleus and its involvement in shaping laryngeal and
expiratory motor patterns. DMH/PeF stimulation did not modify Foxp2 expression in any
subdivision, reinforcing the interpretation of Foxp2 as a stable phenotypic marker rather than

an acute activity-dependent indicator.

Thus, these findings demonstrate that DMH/PeF activation selectively recruits

specific neuronal populations within the nA and nRA, shaping laryngeal-respiratory motor
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patterns that support the tachypnoeic component of the defence response. Taken together,
our findings show that DMH/PeF activation selectively engages the semicompact formation
of the nA, along with premotor elements of the nRA, forming a coordinated pattern that
supports both glottal activity and the enhanced expiratory drive characteristic of rapid

defensive breathing.

Distribution of c-Fos/Foxp2 co-expression

Foxp2 expression remained stable in both control and stimulated animals on the
ipsilateral and contralateral sides, whereas c-Fos expression was significantly increased in
the ipsilateral side of stimulated animals. Group comparisons showed that the ipsilateral—
contralateral difference in c-Fos expression was significantly greater in stimulated animals.
Specifically, c-Fos/Foxp2 co-expression remained unchanged in control animals (19.36%
ipsilateral and 17.21% contralateral), while in stimulated animals it increased significantly in
the ipsilateral side (28.57%) compared with the contralateral side (18.23%). Analysis of
between-group differences (control vs stimulated) in the ipsilateral—contralateral comparison
also revealed significant differences, confirming that DMH/PeF stimulation enhances c-Fos

expression in Foxp2-expressing neurons of the semicompact formation of the nA.

Although the results should be interpreted with caution because ChAT was not used
as a cytoplasmic marker to identify nA motoneurons, due to technical limitations that
prevented triple labeling of c-Fos, Foxp2, and ChAT. Nevertheless, the validity of this
approach is supported by complementary immunohistochemical analyses that identified
cholinergic populations within the nA. Furthermore, as observed in this and previous studies
[48, 51], Foxp2 expression in the nA appears to be activity-independent and serves as a
reliable anatomical guide to delineate the region and quantify c-Fos—positive cells. Thus,
immunofluorescence results suggest that DMH/PeF stimulation exerts a direct or indirect

effect on Foxp2-positive neuronal populations in the semicompact formation of the nA.

Although the somatotopic organisation of the nA has generally been established, with
the neurons that innervate the laryngeal intrinsic muscles located in the semicompact
(cricothyroid muscle control) and lax (remaining intrinsic musculature) formations, the
boundaries between these are not clearly defined [43]. Some authors believe that laryngeal
neurons are diffusely organised and intermingled within the nA [64-71], whereas others argue
that the neuronal groups controlling these muscles are more clearly organised. According to
the latter group of authors, the cricothyroid neurons are located more rostrally and those that
control the posterior cricoarytenoid and thyroarytenoid muscles are distributed progressively
towards more caudal regions. The posterior cricoarytenoid muscle occupies an intermediate
position within this organisation. However, even within this somatotopic organisation, areas
of overlap between adjacent neuronal populations have been identified [72]. This overlap is

further supported by evidence of dual innervation of certain laryngeal muscles, particularly
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the posterior cricoarytenoid, suggesting a more diffuse organization across nA subdivisions
[43, 73-79].

In the event of these overlaps being confirmed, the co-expression of c-Fos+/Foxp2+
cells in the semicompact formation suggests the potential for the DMH/PeF to modulate the
activity of Foxp2-dependent laryngo-respiratory circuits that control glottal opening.
Consequently, the DMH/PeF would adjust breathing and glottal resistance according to
emotional state and autonomic demands. Although this interpretation is consistent with the
decrease in subglottic pressure observed in our electrical and chemical stimulation
experiments, other alternative explanations should not be ruled out.

2.5.2. Interaction of DMH/PeF and nA: neural recording

After confirming a potential relationship between the DMH/PeF and the nA
(semicompact and loose formations) based on c-Fos expression, the electrophysiological
relationship between both regions was investigated. Extracellular single-unit recordings were
obtained from motoneurons located within these nA formations. Recordings extended from
-12.90 to —-14.20 mm posterior to bregma along the rostrocaudal axis, with mediolateral
coordinates of 1.5-2.5 mm from the midline and depths of 1.8—2.6 mm from the brain surface.
Coordinates were based on the Paxinos and Watson atlas [61], with experiment-specific
adjustments using the obex as the zero reference point. Recordings were also obtained from
adjacent cardiorespiratory regions, including the rVRG, the A1/C1 and the CVLM.

Registered neurons were classified according to spontaneous discharge, recording
depth, discharge pattern (cardiovascular or respiratory), and anatomical location. The
location of recorded neurons was confirmed by histological analysis, which revealed
microlesions in the tissue produced by high-intensity electrical current applied at the end of
each experiment (250 pA for 20 s). The remaining recording sites were estimated relative to

this stereotaxic reference point.

Extracellular activity from a total of 78 neurons was recorded, one neuron was
excluded after histological analysis revealed that the recording depth was not appropriate.
The remaining 77 neurons, except two silent neurons, showed typical spontaneous activity

for this medullary region, with discharge frequencies consistent with previous reports [80-82].

Of the total recorded neurons, 41% modified their activity following DMH/PeF
stimulation, and 36% exhibited a respiratory discharge pattern. Within this group, four distinct
discharge patterns were identified: laryngeal inspiratory neurons (10.26% of the total,
exhibiting a decreasing discharge pattern), inspiratory neurons of the rVRG (12.82%,
exhibiting an increasing discharge pattern), and laryngeal expiratory E1 and E2 neurons
(6.41% and 6.41%, respectively). The group showing the greatest activity changes after

DMH/PeF stimulation was the expiratory motoneurons (40% in each type), followed by
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laryngeal inspiratory motoneurons (37.5%) and inspiratory motoneurons located in rVRG

(30%). The results were consistent with immunohistochemical data.

Although no major changes were observed beyond the increases and decreases in
discharge frequency described, one expiratory motoneuron located in the semicompact
formation showed a 200 ms excitatory response. Furthermore, three laryngeal inspiratory
motoneurons (37.5%) exhibited facilitated activity during combined DMH/PeF and vagal
stimulation. The results suggest that DMH/PeF modulates inspiratory activity during stress
responses mediated by this hypothalamic region, in agreement with previous findings

reported by our research group in cats [81].

In regions adjacent to the nA, inspiratory neurons of the rVRG (12.82%),
cardiovascular neurons of the A1/C1-CVLM region (47.44%), and neurons without clear
cardiorespiratory modulation (16.7%) were recorded. DMH/PeF activity modified discharge
in 51.3% of cardiovascular neurons and 23.1% of non—cardiorespiratory-modulated neurons.
The diverse cardiovascular responses to DMH/PeF and vagal stimulation reflect the
opposing functions of the A1/C1 and CVLM regions. The presence of both excitatory and
inhibitory responses, including short-latency activations, suggests functional, likely

polysynaptic, connections between the DMH/PeF and medullary cardiovascular circuits.

Neurons without cardiorespiratory modulation exhibited only minor discharge
changes (23% decreases; 13% increases). However, their anatomical position intermingled
rVRG, CVL and nA and their responses to vagal and DMH/PeF inputs suggest that they

function as interneurons integrating afferent vagal and descending hypothalamic signals.

Taken together, these data provide the first electrophysiological evidence of a
functional interaction between DMH/PeF neurons and neurons located in the different

regions of the nA.

2.5.3. Interaction of DMH/PeF and nA: electrical/chemical stimulation experiments

and subglottic pressure

Electrical stimulation was initially employed to localize the DMH/PeF and to assess
its influence on subglottic pressure as an index of laryngeal patency. To confirm that the
observed effects arose from intrinsic hypothalamic neurons rather than fibres of passage,
complementary experiments using glutamate microinjections were conducted in a separate
group of animals. Both stimulation types produced highly comparable physiological
responses, including tachypnoea, tachycardia, arterial hypertension, and a pronounced
reduction in subglottic pressure, indicating decreased laryngeal resistance. With arterial
pressure as the only notable exception, the magnitude and profile of the responses were
remarkably similar across stimulation modalities, supporting the conclusion that these effects

originate from neuronal populations within the DMH/PeF. This sympathoexcitatory pattern is
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consistent with neurogenic mechanisms underlying stress-related cardiovascular activation

described in recent models of the defence response [83].

These findings are in line with extensive evidence identifying the DMH/PeF as a
central hypothalamic node coordinating autonomic and respiratory components of defensive
behaviour. Previous work from our group has demonstrated that activation of this region
engages pontine structures such as the PBc, the KF, and the A5 region, with glutamatergic
transmission within these nuclei critically shaping the cardiovascular and respiratory
outcomes of DMH/PeF stimulation [15-18]. The present study extends this framework by
showing that DMH/PeF activation also induces a robust reduction in subglottic pressure,
consistent with enhanced glottal opening. This interpretation is further supported by the
concomitant recruitment of the nA and the nRA, both of which form part of medullary circuits
controlling laryngeal and expiratory motor activity. Together, these observations fit well with
current models of hypothalamo-medullary organisation, in which the DMH conveys

coordinated defensive commands to downstream autonomic and respiratory centres [7].

The decrease in subglottic pressure observed following DMH/PeF activation can
therefore be understood as an integral component of the hypothalamic defence pattern.
During tachypnoea, descending pathways from the DMH/PeF to pontine and medullary
respiratory nuclei (including the PBc/KF, A5, nRA, and nA) likely suppress laryngeal adductor
activity typically associated with vocalisation, favouring instead increased glottal opening to
facilitate ventilation. This mechanism parallels findings from our recent study of the dIPAG,
in which mesencephalic stimulation similarly reduced subglottic pressure [48]. Together,
these results suggest that hypothalamic and mesencephalic defensive circuits converge on
shared laryngeal premotor substrates to regulate airway patency according to the

physiological demands of defensive states.

In summary, both electrical and chemical activation of the DMH/PeF reveal a
coherent pattern of laryngeal and respiratory modulation characterised by reduced subglottic
pressure and enhanced respiratory drive. Taken together, these findings position the
DMH/PeF as a key hypothalamic structure capable of influencing laryngeal motoneuronal
and interneuronal populations within the nA, as well as expiratory premotor elements in the
nRA, thereby contributing to the rapid ventilatory adjustments characteristic of defence-
related activation. However, more research is needed to better understand these neural
circuits and the specific functions of neurons in the nA. Future studies could use techniques
such as laryngeal electromyography, neural tracing, and optogenetics in awake animals to
clarify how this circuit works. These findings also open new research directions, as the
DMH/PeF may be involved in stress-related voice disorders; its dysfunction could affect both
breathing and laryngeal movement, potentially leading to psychogenic or stress-induced

dysphonia and suggesting possible therapeutic targets.
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Ill. INTRODUCCION

Diversas estructuras del sistema nervioso central como la amigdala, el hipotalamo y
el tronco del encéfalo desempenan un papel clave en el control de la funcién
cardiorrespiratoria. Aunque estas areas interaccionan entre si para coordinar las respuestas
ante factores estresantes y amenazantes, hasta la fecha no se ha descrito con precision
cémo se comunican entre ellas para generar respuestas adaptativas eficientes (Diaz-
Casares et al., 2012; Bruinstroop et al., 2012; Bondarenko et al., 2015; Bonnet et al., 2015;
Deng et al., 2016; Diaz-Casares et al., 2018).

En las ultimas décadas, también se ha establecido que muchas de estas regiones
participan en el control del ritmo respiratorio durante la vocalizacién. Sin embargo, la
participacion del hipotdlamo en esta funcién no ha recibido la misma atencién que otras
estructuras, siendo la sustancia gris periacueductal del mesencéfalo (SGP) la que ha
cobrado mayor relevancia a lo largo de los afos (Altafullah et al., 1988; Jlirgens, 1994;
Subramanian et al., 2008; Jirgens, 2009; Holstege & Subramanian, 2016). La vocalizacién
es un proceso fisiolégico que comparte redes neuronales con la respiracion e integra no solo
sefales motrices y respiratorias, sino también sefiales emocionales, lo que permite adaptar
las vocalizaciones a situaciones de amenaza (Davis et al., 1996; Krohn et al., 2023;
Gonzélez-Garcia et al., 2024b).

Dentro de este circuito, destacan las conexiones de la SGP con los grupos
respiratorios pontino (GRP), dorsal (GRD) y los diferentes nucleos de la columna respiratoria
ventral. También destaca su capacidad para modular la actividad de las motoneuronas
laringeas en el nucleo ambiguo (nA) (Krohn et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024c).
Aunque el hipotdlamo comparte conectividad con algunos de estos centros respiratorios,
incluida la SGP, hasta la fecha no se ha descrito una interaccion funcional sélida entre el
hipotalamo y el nA. No obstante, el hipotalamo y, en concreto, el nucleo dorsomedial
hipotalamico y el area perifornical hipotalamica (DMH/PeF, por sus siglas en inglés)
participan en la respuesta de defensa a través de conexiones funcionales con la columna
dorsolateral de la SGP (SGPdI) (de Menezes et al., 2006; de Menezes et al., 2009; Horiuchi
et al., 2009).

Por esta razoén, este trabajo se centra en el estudio de la posible interaccion funcional
entre el hipotalamo y el nA, teniendo en cuenta su relacion con la SGP. Consideramos que
la conexién entre el DMH/PeF y la SGPdI podria constituir la base de una interrelacion que
modula tanto la respuesta cardiorrespiratoria como la vocalizacién, funciones que son
esenciales para una respuesta adaptativa eficiente frente al estrés. Para abordar esta

posible interaccion, en los siguientes apartados se revisa el papel del DMH/PeF en la funcion
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cardiorrespiratoria y la respuesta de defensa, su relacion con la SGPdI y su participaciéon en
la produccion vocal, con especial atencién en el nA. Asimismo, dado que el nA contiene las
motoneuronas que controlan la musculatura laringea, responsables de modular la presion

subgldtica, se incluye una revision de la anatomia y fisiologia laringea.
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3.1. Papel del DMH/PeF en la funcién autonémica y respuesta de

defensa

3.1.1. Organizacion anatémica-funcional del hipotalamo

El hipotalamo es una estructura que se ubica en la parte ventral del diencéfalo que,
clasicamente, se ha vinculado a la funciéon autondmica y, en especial, a la respuesta de
defensa. La respuesta de defensa es un reflejo que se desencadena ante situaciones
aversivas y amenazantes y que se caracteriza por cambios cardiorrespiratorios inmediatos,
como incrementos de la presién arterial, la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria y
una vasoconstriccion cutanea (Diaz-Casares et al., 2009; Kabir et al., 2010; Diaz-Casares
et al., 2012; Lépez-Gonzalez et al., 2013; Mohammed et al., 2013; Bondarenko et al., 2014;
Bondarenko et al., 2015; Lépez-Gonzalez et al., 2018; Nakamura & Morrison, 2022).

Ademas de respuestas hipertensoras e hiperpnéicas, desde hace décadas se ha
observado también una disminuciéon en la respuesta cardiorrespiratoria segun la regién
hipotalamica estimulada. De hecho, en un inicio, el hipotalamo fue dividido en una zona
rostral depresora y una caudal presora (Hess & Briigger, 1981; Mancia & Zanchetti, 1981).
Sin embargo, con los afos se ha establecido una especializacion anatémica y funcional mas

detallada de esta region.

En concreto, se ha demostrado que, a diferencia de otras estructuras cerebrales, los
nucleos que componen el hipotalamo presentan una disposicién en mosaico tridimensional,
que se conserva de forma notable entre las distintas especies de vertebrados. En mamiferos
adultos se divide en cuatro regiones rostrocaudales (predptica, anterior, tuberal y mamilar),
cada una de ellas con zonas lateral, medial y periventricular, que cumplen funciones
especificas como la termorregulacion, la reproduccién, la regulacién de los ritmos
circadianos, el balance energético, la respuesta al estrés y la memoria (Figura 1) (Markakis,
2002; Vann & Nelson, 2015; Burbridge et al., 2016; Xie & Dorsky, 2017).

En este contexto, las regiones hipotalamicas mas caudales parecen tener un efecto
mas potente en la respuesta de defensa debido a su influencia excitadora sobre la funcion
cardiorrespiratoria. De todos esos nucleos, el DMH/PeF se ha identificado como una region
mediadora clave de estas respuestas (DiMicco et al., 2002). Estructuralmente son
independientes, ya que presentan posiciones anatémicas diferentes dentro del hipotalamo.
Segun Paxinos y Watson (2007), en el cerebro de rata, el DMH forma parte del area
dorsomedial hipotalamica y se localiza en la parte medial del hipotdlamo, cerca del tercer
ventriculo. Esta estructura se subdivide, a su vez, en dorsal, compacta y ventral. El area
perifornical hipotalamica, que incluye el nucleo PeF, se localiza lateral al DMH y rodeando al

fornix.
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A pesar de estas diferencias topograficas, desde un punto de vista funcional, ambas
estructuras trabajan de forma coordinada para regular las respuestas del sistema nervioso
autonomo. Asimismo, se ha descrito que el DMH proyecta de forma significativa hacia el
PeF, lo que refuerza la idea de que ambas forman parte de un sistema funcional comun. La
importancia de esta interaccion para el control de respuestas adaptativas frente a amenazas
ha llevado a que estas regiones se incluyan dentro del concepto funcional de “Area de
Defensa Hipotalamica” (aDH), que engloba un conjunto de estructuras hipotalamicas
implicadas en la organizacion de la respuesta de defensa (ter Horst & Luiten, 1986; DiMicco
et al., 2002; McDowall et al., 2006).

Estas estrategias fisiologicas, que incluyen respuestas autondmicas, endocrinas y
conductuales, han evolucionado a lo largo de millones de afios para ser particularmente
efectivas en situaciones de estrés agudo. Sin embargo, esta respuesta facilitada por el
DMH/PeF no se limita a las amenazas, sino que involucra los ajustes de todas las respuestas
adaptativas, incluido los comportamientos motivacionales y emocionales. Ademas, su
participacion en estas respuestas ha cobrado cada vez mayor importancia, ya que la
naturaleza de los estresores psicolégicos ha cambiado en la sociedad actual, especialmente
en cuanto a su gravedad y cronicidad. Este estrés psicolégico moderno se ha asociado con
un mayor riesgo de alteraciones cardiovasculares y respiratorias, lo que subraya la
necesidad de comprender sus mecanismos (DiMicco et al., 2002; Meuret et al., 2010; Fontes
et al., 2011; Fontes et al.,2017).

Por lo tanto, el papel del DMH/PeF va mas alla de las respuestas inmediatas ante
amenazas, abarcando funciones fisioldgicas mas amplias, esenciales para la adaptacion a
una variedad de desafios. Especificamente, existe una amplia evidencia que vincula el
DMH/PeF con la regulaciéon de respuestas cardiovasculares, respiratorias, endocrinas,
termorreguladoras y el control de la vejiga urinaria (Rocha et al., 2004; Nakamura, 2011;
Pang & Han, 2012; Dampney, 2016; Fukushi et al., 2019). Ademas, el DMH/PeF también
regula los ciclos de suefio-vigilia, los ritmos circadianos, la homeostasis, el comportamiento
de busqueda de recompensa y la ingesta de alimentos (Houtz et al., 2021; Li et al., 2022;
Ramirez-Plascencia et al., 2024). Aunque el DMH/PeF participa en multiples funciones, este
estudio se central especialmente en la influencia de esta region sobre la respuesta
cardiorrespiratoria y en su posible papel en la vocalizacion, una funcion que esta aun por

esclarecer.
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Figura 1

Localizacion y estructura del hipotalamo

Diencéfalo
Dorsal

Telencéfalo

Anterior Posterior

Nota. Vista lateral del prosencéfalo que muestra las divisiones hipotalamicas conservadas
en un vertebrado prototipico adulto. Las diferentes regiones hipotalamicas se muestran
delimitadas rostrocaudalmente mediante lineas grises continuas. Los nucleos que
conforman cada regidon se muestran delimitados mediante lineas rojas discontinuas.
Abreviaturas: ARC: nucleo arcuato; DMH: hipotalamo dorsomedial; AHL: area hipotalamica
lateral; EM: eminencia media; PVN: nucleo paraventricular; NSC: nucleo supraquiasmatico;
HVM: hipotalamo ventromedial. Adaptado de Development of the hypothalamus:
conservation, modification and innovation, por Y. Xie y R. |. Dorsky, 2017, Development,
144(9), p. 1589. https://doi.org/10.1242/dev.139055. Figura elaborada con apoyo de
herramientas de inteligencia artificial.

3.1.2. Papel del DMH/PeF en la funcion cardiorrespiratoria

El DMH/PeF tiene un papel esencial en la regulacion de los cambios
cardiorrespiratorios. Tanto su estimulacion eléctrica como su desinhibicion con bicuculina
(antagonista del receptor GABAA) provocan un aumento de la frecuencia cardiaca y la
presion arterial, que se correlaciona con las dosis administradas (Fontes et al., 2001;
DiMicco et al., 2002; Horiuchi et al., 2004). En cambio, al bloquear el DMH/PeF se observa
una disminucion significativa de la respuesta presora, la taquicardia, el flujo sanguineo en
los musculos esqueléticos y la actividad simpatica renal en ratas conscientes (Morin et al.,
2001; Queiroz et al., 2011). Ademas, la inhibicion de esta region también suprime las
respuestas respiratorias a estimulos excitatorios y estresantes (Bondarenko et al., 2015).

Curiosamente, los cambios cardiorrespiratorios inducidos por la estimulacién del DMH/PeF
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en ratas anestesiadas son similares a los observados durante las respuestas naturales al
estrés (DiMicco et al., 2002). Asimismo, bajo estas mismas condiciones, la expresion de c-

Fos aumenta en esta region (Briski & Gillen, 2001).

Mas alla de estas respuestas, el DMH/PeF también participa en el reajuste de los
reflejos que regulan la presioén arterial. Por ejemplo, durante el estrés, facilita el ajuste del
reflejo barorreceptor para acomodar los niveles elevados de presion arterial (McDowall et
al., 2006). De igual modo, potencia el reflejo quimiorreceptor para regular el flujo respiratorio
en funcion de los niveles de gases en sangre (Silva et al., 2015; Diaz-Casares et al., 2018).
El DMH/PeF modula estas respuestas cardiorrespiratorias y reflejas a través de una extensa

red de conexiones con regiones corticales y troncoencefalicas (Figura 2).

Figura 2

Regiones implicadas en la respuesta cardiorrespiratoria mediada por el DMH/PeF

Frecuencia
cardiaca

A

Estimulos . Actividad
estresantes "’ simpatica
vasomotora

Nota. Vias de entrada (azul) y salida del DMH/PeF que regulan la actividad simpatica
vasomotora (rojo) y la frecuencia cardiaca (verde), a través de conexiones directas (lineas
continuas) e indirectas (lineas discontinuas). Abreviaturas: 5-TH: 5-hidroxitriptamina; A5:
region de células noradrenérgicas A5; Amg: amigdala; BVLR: bulbo ventrolateral rostral; Cl:
corteza insular; CnF: nucleo cuneiforme; CPFm: corteza prefrontal medial; DMH/PeF: nucleo
hipotalamico dorsomedial y area perifornical; DP/DTT: corteza peduncular dorsal y tenia
tecta dorsal en la corteza prefrontal ventromedial; Glut: glutamato; IML: columna
intermediolateral de la médula espinal; ORX: orexina; PBI: nucleo parabraquial lateral; PBm-
KF: nucleo parabraquial medial y nucleo de Koélliker-Fuse; RP: rafe palido; SGP: sustancia
gris periacueductal. Adaptado de Hypothalamic regulation of cardiorespiratory functions:
Insights into the dorsomedial and perifornical pathways, por L. Carrillo-Franco, M. Gonzalez-
Garcia, C. Morales-Luque, M. S. Dawid-Milner y M. V. Lépez-Gonzalez, 2024, Biology,
13(11), Articulo 933. https://doi.org/10.3390/biology13110933
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3.1.2.1. Conexiones aferentes del DMH/PeF

El DMH/PeF modula la actividad cardiorrespiratoria integrando informacion de
multiples estructuras cerebrales. Las principales vias de entrada al DMH/PeF se detallan, a
continuacién, organizadas por su localizacién anatémica en funcion de si son regiones

superiores o inferiores.
Conexiones aferentes desde regiones superiores

El DMH/PeF recibe numerosos inputs procedentes de regiones corticales y
subcorticales, que le envian sefiales relacionadas con el procesamiento de informacion
sensorial, emocional y cognitiva (Zhang et al., 2009; Freitas et al., 2013; Bondarenko et al.,
2015; Marins et al., 2016; Kataoka et al., 2020; Barbier et al., 2021; Singh et al., 2022). A
nivel cortical, la corteza insular (Cl) ha sido identificada como una de las principales vias que
proyectan hacia el DMH/PeF, sobre todo, su region intermedia. Esta parece influir en la
actividad simpatica mediada por el DMH/PeF a través de proyecciones glutamatérgicas
directas. En concreto, lo hace a través de los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Marins et al., 2016).

Las diferentes subregiones de la corteza prefrontal medial (CPFm) también
proyectan hacia el DMH/PeF, pero estas parecen desempefiar roles diferentes. La corteza
prelimbica y la infralimbica, que conforman la unidad dorsal, inhiben las respuestas
simpaticas mediante un mecanismo de retroalimentacion negativa mediado por
glucocorticoides (Freitas et al., 2013; Bondarenko et al., 2015; Kataoka et al., 2020). Por el
contrario, la corteza peduncular dorsal/tenia tecta dorsal (DP/DTT, por sus siglas en inglés),
que constituye la unidad ventral, activa una via glutamatérgica que va desde la DP/DTT
hacia el DMH/PeF para potenciar las respuestas al estrés. Esta via estimula, a su vez, a las
neuronas del nucleo rostral del rafe medular, responsables de la termogénesis, la

vasoconstriccion cutanea y la activacion cardiovascular (Kataoka et al., 2020).

A nivel limbico, la amigdala constituye otra proyeccion aferente importante del
DMH/PeF. El bloqueo de los receptores de glutamato en el DMH/PeF suprime las respuestas
cardiovasculares inducidas por la estimulacion quimica de la amigdala (Soltis et al., 1998).
Esta interaccién no es exclusivamente glutamatérgica, sino que la amigdala proporciona
también entrada orexinérgica para regular la actividad cardiorrespiratoria (Zhang et al.,
2009). La relacion entre estas dos regiones se ha visto corroborada por estudios recientes
de neuroimagen que indican que las proyecciones de la amigdala hacia el DMH/PeF ajustan
los comportamientos cardiovasculares en respuesta a las amenazas percibidas (Bonnet et
al., 2015; Ressler et al., 2022).

En este mismo nivel, el nucleo de la estria terminal (BNST, por sus siglas en inglés)

actia como un intermediario clave entre la amigdala y el DMH/PeF (Dong et al., 2001;
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Yoshida et al., 2006; Shin et al., 2008; Lebow & Chen, 2016; Ni et al., 2016; Barbier et al.,
2021), especialmente en la regulacion de respuestas de miedo, amenaza y estrés. En el
control respiratorio participa activamente durante estados de ansiedad o panico. En
concreto, se activa frente a la hipercapnia y contribuye a respuestas defensivas como el
freezing, que se caracteriza por una disminucion de la frecuencia respiratoria (Taugher et
al., 2014; Taugher et al., 2015).

A nivel hipotalamico, el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN) también
proyecta hacia el DMH/PeF. El PVN se ha asociado con la modulacion de la frecuencia
cardiaca y la actividad ventilatoria en situaciones de hipoxia y estrés. Aunque la influencia
de esta region sobre el DMH/PeF sigue siendo objeto de investigacion, sus proyecciones
parecen contribuir en la integracion de la respuesta de defensa (Thompson et al., 1996;
Reddy et al., 2005; Ruyle et al., 2019; Singh et al., 2022).

Conexiones aferentes desde regiones inferiores

El DMH/PeF recibe aferencias desde estructuras troncoencefalicas que participan
en el control cardiorrespiratorio. Estas conexiones reflejan el papel del DMH/PeF como nodo
modulador de esta funcién, ya que en ella convergen las sefiales viscerosensoriales y
vegetativas necesarias para mediar las respuestas adaptativas. De todas estas conexiones
destacan las mesencefalicas procedentes de la SGP y, en concreto, las procedentes de la
SGP lateral (SGPI) y la SGPdIl. La activacion de estas regiones genera taquipnea,
taquicardia, hipertension y aumento de la temperatura corporal, efectos que parecen
depender de la integridad del DMH/PeF (Thompson & Swanson, 1998; Horiuchi et al., 2009).

De igual modo, se han descrito proyecciones desde el nucleo parabraquial lateral
(PBI) en la protuberancia, encargadas de transmitir las sefales necesarias para la
modulacion no solo de estas respuestas autondémicas, sino también para la defensa frente
al frio (Saper & Loewy, 1980; Krukoff et al., 1993; Bester et al., 1997; Yang et al., 2023). El
nucleo Kolliker-Fuse (KF), que forma parte del complejo parabraquial (cPB), también
proyecta hacia el DMH/PeF para coordinar |la respuesta respiratoria y autonémica (Panneton
et al., 2006; Yokota et al., 2016; Zhang et al., 2018).

A nivel bulbar, el nucleo del tracto solitario (NTS) constituye otra entrada esencial, al
integrar aferencias barorreceptoras, quimiorreceptoras y pulmonares, que son
retransmitidas hacia el DMH/PeF (Silva-Carvalho et al., 1993; Silva-Carvalho et al., 19953;
Silva-Carvalho et al., 1995b; Umans & Liberles, 2018; Zafar et al., 2018; Suarez-Roca et al.,
2021).
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3.1.2.2. Conexiones eferentes del DMH/PeF

Aunque estudios de trazado anatémico han evidenciado proyecciones desde el
DMH/PeF hacia neuronas simpaticas preganglionares en la meédula espinal, estas
conexiones no estan totalmente establecidas y, en caso de existir, parecen ser limitadas
(Hosoya et al., 1987; Thompson et al., 1996). Por tanto, la influencia del DMH/PeF en la
actividad autonémica depende, principalmente, de otras vias simpatoexcitatorias
ascendentes y descendentes. Las posibles vias de salida a través de las cuales el DMH/PeF
modula estas respuestas cardiorrespiratorias se describen, a continuacién, organizadas por

su localizacion anatémica en funcién de si proyectan hacia regiones superiores o inferiores.
Conexiones eferentes hacia regiones superiores

Los estudios pioneros de trazado anatdomico han demostrado que el DMH/PeF envia
proyecciones eferentes hacia diversas regiones del prosencéfalo, especialmente hacia
areas corticales (ej.; corteza cingulada, frontal, parietal e insular) y hacia estructuras limbicas
como la amigdala lateral y basolateral, el hipocampo, el septum y el BNST (Ter Horst &
Luiten, 1986; Onat et al., 2002). Estas conexiones han sido respaldadas con los afios y
refuerzan el papel del DMH/PeF como centro integrador, ya que a través de ellas el
DMH/PeF vincula la respuesta autonémica con circuitos emocionales y cognitivos, sobre
todo, en situaciones de amenaza o estrés (Schaeuble & Myers, 2022; Schottelkotte & Crone,
2022; Carrillo-Franco et al., 2024).

Conexiones eferentes hacia regiones inferiores

Las proyecciones del DMH/PeF hacia regiones inferiores se dirigen hacia centros
mesencefalicos y bulbopontinos, la mayoria de ellos con funciones premotoras. Para
comprender mejor el papel del DMH/PeF en el control cardiorrespiratorio, a continuacion, se
describen sus principales eferencias hacia estas regiones y la influencia que ejerce sobre
los nucleos implicados en la regulacion de la frecuencia cardiaca, la presion arterial y el
patrén respiratorio. Estas proyecciones se presentan organizadas segun su posicion

anatémica en estructuras mesencefalicas, pontinas y bulbares.

Estructuras mesencefalicas

Una de las proyecciones descendentes mas importantes del DMH/PeF se dirige
hacia la SGP vy, en concreto, hacia la SGPI y la SGPdI (Motta et al., 2009; Benarroch, 2012;
Dampney, 2015; de Git etal., 2018; Trevizan-Bau et al., 2021a; Schottelkotte & Crone, 2022).
Estas integran las sefiales procedentes del DMH/PeF para redistribuir, por un lado, el
componente vasomotor hacia el bulbo ventrolateral rostral (BVLR) y, por otro lado, el
componente cardiaco hacia el rafe palido (RP) (da Silva et al., 2003; de Menezes et al.,

2006). De igual modo, estas mismas columnas de la SGP parecen participar en la
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transmision de sefales cardiorrespiratorias hacia nucleos bulbopontinos tales como el cPB-
KF, las células noradrenérgicas de la region A5 (A5), el NTS, el nucleo retroambiguo (nRA)
y nA (Herbert & Saper, 1992; Bianchi et al., 1998; Krout et al., 1998; Vanderhorst et al., 2000;
Kawai, 2018; Yang & Feldman, 2018; Lopez-Gdnzalez, 2020; Trevizan-Bau et al., 2021b;
Chen et al., 2021; Gonzalez-Garcia et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024a; Gonzalez-
Garcia et al., 2024b; Gonzalez-Garcia et al., 2024c; Rocha et al., 2024).

Estructuras pontinas

La protuberancia contiene nucleos claves que regulan la funcion cardiorrespiratoria
mediada por el DMH/PeF, principalmente el cPB-KF y el A5 (Diaz-Casares et al., 2009; Diaz-
Casares et al., 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2013; Lopez-Gonzalez et al., 2018; Trevizan-
Bau et al., 2021b). A través de estas conexiones, el DMH/PeF ajusta tanto la respuesta
cardiovascular como la frecuencia y el patron ventilatorio en respuesta a diferentes

demandas fisiologicas (Moga et al., 1990; Diaz-Casares et al., 2009).

El cPB estad formado por el nucleo PBIl y el nucleo parabraquial medial (PBm)
(Fulwiler & Saper, 1984). El nucleo PBI transmite las sefales del DMH/PeF hacia circuitos
respiratorios del tronco encefalico. Su activacion facilita la generacion de respuestas
ventilatorias rapidas como la taquipnea. Ademas, el PBI influye sobre las neuronas del
BVLR, para que los ajustes respiratorios del DMH/PeF se integren con respuestas
cardiovasculares. Este proceso depende, sobre todo, de un mecanismo excitatorio mediado
por glutamato, el cual es liberado por el DMH/PeF y actua sobre los receptores ionotropicos
dentro del cPB. Este mecanismo asegura la generacion de respuestas cardiorrespiratorias
inmediatas (Dawid-Milner et al., 2003; Diaz-Casares et al., 2009; Diaz-Casares et al., 2012).

El cPB también participa en la facilitacion del quimiorreflejo, que es crucial para
mantener la homeostasis durante el estrés. Mas concretamente, el DMH/PeF facilita los
reflejos quimiorreceptores al estimular neuronas del NTS, que proyectan hacia el cPB. En
este ultimo, los nucleos PBI, PBm y KF interaccionan para ajustar la frecuencia respiratoria,
siendo el PBI el que mas influencia tiene (Silva-Carvalho et al., 1993; Silva-Carvalho et al.,
19953a; Silva-Carvalho et al., 1995b; Zafar et al., 2018).

La region A5 afiade otra capa de complejidad a esta red descendente de vias
eferentes del DMH/PeF. EI DMH/PeF regula la actividad cardiorrespiratoria, en parte, a
través de sus conexiones con la regién A5, cuya composicion heterogénea (neuronas
catecolaminérgicas y no catecolaminérgicas) le permite integrar y modular de forma
especifica y, por separado, respuestas cardiovasculares y respiratorias (Bruinstroop et al.,
2012). Se sabe que las neuronas catecolaminérgicas del A5 colaboran en la modulacion del
flujo simpatico mediado por el DMH/PeF (Abbott et al., 2012; Rocha et al. 2024). En concreto,

estas neuronas facilitan los ajustes de la presion arterial durante el estrés y ejercen estos
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efectos a través de conexiones funcionales con el BVLR. Ademas, el A5 interacciona
funcionalmente con el cPB para la regulacion autondémica, pues su inhibicién reduce
significativamente las respuestas cardiorrespiratorias inducidas por la activacion del cPB
(Dawid-Milner et al., 2003; Lopez-Gonzalez et al., 2013; Lépez et al., 2018).

Estructuras bulbares

El bulbo raquideo actua como una estacion de relevo para las sefiales descendentes
del DMH/PeF hacia las neuronas preganglionares en la médula espinal. Los principales
nucleos bulbares involucrados en este proceso incluyen el BVLR, el RP y el NTS. Estos
nucleos albergan premotoneuronas simpaticas que modulan el tono vasomotor, la
frecuencia cardiaca y la actividad respiratoria respectivamente (Jordan et al., 1988; Mifflin et
al., 1988; Samuels et al., 2002, Guyenet et al., 2006).

En concreto, el DMH/PeF controla de forma directa la presién arterial mediante
proyecciones que se dirigen hacia el BVLR, un nucleo clave para regular la actividad
vasomotora simpatica. Desde alli, las premotoneuronas simpaticas proyectan hacia la
columna intermediolateral (IML) de la médula espinal para modular la actividad de las
neuronas preganglionares simpaticas (Dampney et al., 2002; Guyenet et al., 2006). La
activacion del DMH/PeF incrementa la frecuencia de descarga de estas neuronas, lo que
intensifica el tono simpatico vasomotor, provocando vasoconstriccion periférica y elevando

la presion arterial (Horiuchi et al., 2004).

Esta respuesta esta mediada principalmente por vias glutamatérgicas, en las que la
liberacién de aminoacidos excitadores desde el DMH/PeF activa directamente las neuronas
del BVLR, facilitando asi los ajustes autondémicos necesarios durante el estrés (Cao et al.,
2004). Las neuronas orexinérgicas del DMH/PeF también contribuyen a la modulacién de la
actividad cardiovascular. Las proyecciones que liberan orexina desde el DMH/PeF activan
el BVLR y generan una respuesta simpatoexcitatoria muy significativa, mediada por
receptores ORX2 y, en menor medida, por receptores ORX1 (Huang et al., 2010; Li et al.,
2018).

Ademas de estas vias excitatorias, se han identificado proyecciones GABAérgicas
que permiten al DMH/PeF tener un control inhibitorio sobre las respuestas cardiovasculares
(Cao et al., 2004). Esta variedad neuroquimica refleja la complejidad de la influencia que el
DMH/PeF tiene sobre el BVLR en la modulacién de la respuesta cardiovascular. Ademas, a
pesar de esta via directa, se postula que el DMH/PeF también modula indirectamente la
presion arterial en el BVLR a través de la SGP (Zhang et al., 2024).

Para regular la frecuencia cardiaca, el DMH/PeF se sirve de sus proyecciones hacia
el RP. Esta region contiene una poblacién de neuronas serotoninérgicas que proyectan hacia

las motoneuronas preganglionares cardiacas en la columna IML de la médula espinal, las
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cuales controlan la frecuencia cardiaca y el volumen sistdlico, regulando asi el gasto
cardiaco. La activacion del DMH/PeF estimula las neuronas del RP, lo que se traduce en
una respuesta de taquicardia y un aumento de contractilidad (Samuels et al., 2002; Cao et
al., 2004; Horiuchi et al., 2004). La mayoria de las proyecciones hipotalamicas que alcanzan
el RP se originan especificamente en la porcion dorsal del DMH/PeF (Nogueira et al., 2000),
lo que sugiere la existencia de una via dedicada a la modulacién cardiaca. Aunque se ha
planteado una segunda via indirecta que involucra la SGP (da Silva et al., 2003; de Menezes
et al., 2006), algunos autores proponen que la taquicardia inducida por el estrés emocional

depende Unicamente de la conexién directa DMH/PeF-RP (Samuels et al., 2002).

Por otro lado, el DMH/PeF contribuye al control del reflejo barorreceptor mediante
proyecciones que alcanzan el NTS, que tienen un efecto tonico inhibidor. Esta modulacion
permite que el sistema cardiovascular genere los aumentos de presion arterial
caracteristicos de la respuesta de defensa (Kanbar et al., 2007; Krohn et al., 2023). El
mecanismo que hace posible esta regulacion implica la inhibicion de las neuronas
barorreceptoras del NTS a través de la activacion de receptores GABAA. En concreto, la
estimulacion del DMH/PeF provoca la liberacion de glutamato sobre receptores ionotrépicos
localizados en interneuronas GABAérgicas del NTS (Jordan et al., 1988; Mifflin et al., 1988).
Esto activa la liberacion de GABA, que posteriormente inhibe a las neuronas
preganglionares colinérgicas del nucleo motor dorsal del vago (10N) y motoneuronas
cardiacas vagales del nA. En consecuencia, el tono parasimpatico disminuye y se atenua el
reflejo barorreceptor. Esto permite un control mas flexible de la presién arterial en
condiciones de estrés (Silva-Carvalho et al., 1995a; Silva-Carvalho et al., 1995b; Zafar et al.,
2018).

El DMH/PeF también facilita el reflejo quimiorreceptor a través de sus proyecciones
hacia el NTS. En este circuito, la activacion hipotalamica excita neuronas del NTS que se
proyectan hacia los centros respiratorios del DRG y la columna respiratoria ventral,
estructuras con las que el propio DMH/PeF también parece mantener conexiones
funcionales. La activacion de este circuito produce un incremento en la frecuencia
respiratoria y en el volumen corriente, que permite una respuesta ventilatoria eficiente frente
a condiciones de estrés o aumento de la demanda metabdlica (Silva-Carvalho et al., 1993;
Silva-Carvalho et al., 1995a; Silva-Carvalho et al., 1995b; Dawid-Milner et al., 1995).

Esta respuesta parece estar modulada también por neuronas LEPRb+ (receptor de
leptina) del DMH/PeF que proyectan hacia el rafe dorsal. Estas proyecciones han sido
asociadas con el control de la frecuencia respiratoria y con el control de la musculatura
lingual, crucial para mantener la via aérea abierta durante la respiracion (Marina et al., 2018;

Amorim et al., 2023). De forma adicional, se ha descrito que para facilitar el quimiorreflejo,
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el DMH/PeF también se apoya en vias indirectas que involucran la SGPdI y el nucleo

cuneiforme (Dampney et al., 2013; Dampney et al., 2015).
3.1.3. Propiedades neuroquimicas del DMH/PeF

Desde un punto de vista neuroquimico, el DMH/PeF es muy heterogéneo y esta
diversidad explica por qué esta implicado en multiples funciones. En el DMH/PeF coexisten
poblaciones neuronales glutamatérgicas y GABAérgicas, que establecen un equilibrio en la
magnitud de la respuesta autonémica eferente. Mas concretamente, se han identificado
neuronas glutamatérgicas en el DMH/PeF que potencian la actividad de las proyecciones
troncoencefalicas y, con ello, las respuestas simpaticas asociadas a los estados de alerta
(Cao et al., 2004; Kataoka et al., 2014). Estas poblaciones neuronales parecen actuar a
través de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y no-NMDA (Goren et al., 2003; de
Menezes et al., 2009; Xavier et al., 2014).

Por otro lado, esta actividad simpatica eferente recibe control inhibitorio por parte de
un grupo de neuronas GABAérgicas (Cao et al., 2004; Wang et al., 2022). La disminucién
de este tono inhibitorio parece facilitar los cambios autondmicos propios de una respuesta
de defensa. En este contexto, se ha demostrado que con la desinhibicién de las neuronas
del DMH/PeF mediante bicuculina se producen incrementos en la frecuencia cardiaca, en la
actividad simpatica renal (RSNA, por su siglas en inglés) y en el tejido adiposo marrén (BAT,
por sus siglas en inglés), que se traducen en aumentos de la temperatura corporal y en la
presion arterial (Cao & Morrison, 2006). Aunque no se han descrito grupos de neuronas
serotoninérgicas en el DMH/PeF, se especula que recibe una modulacién serotoninérgica
de regiones troncoencefalicas para el control de las respuestas cardiovasculares (Horiuchi
et al., 2005; Bernabe et al., 2024).

El DMH/PeF también expresa neuropéptidos moduladores como la orexina y el
neuropéptido Y (NPY). La orexina se ha vinculado con la activacion simpatica cardiovascular
y conductual en contextos de estrés y vigilia (Huang et al., 2010; Wang & Kirouac, 2017; Li
et al., 2018), pero también a otras funciones complementarias como el balance energético
(Xia et al., 2023). El NPY, por su parte, se ha asociado con el control de la ingesta y con el
ajuste autondémico en funcion de las demandas metabdlicas, ya que su sobreexpresion
genera hiperfagia y contribuye a la obesidad. En cambio, su supresion revierte estas
respuestas (Yang et al., 2009). Su influencia sobre estas funciones parece deberse a un
efecto inhibitorio ténico sobre la actividad simpatica, que limita la termogénesis en el BAT y

reduce la presion arterial y la frecuencia cardiaca (Shi et al., 2021).

De forma complementaria, el DMH/PeF cuenta con neuronas que expresan
receptores de leptina y TrkB (receptores tirosina-quinasa), las cuales también participan en

el control metabdlico y la ingesta, pero en relacion al ritmo circadiano de la alimentacion
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(Liao et al., 2019; Faber et al., 2021; Tang et al., 2023). La leptina contribuye, ademas, a los
incrementos de presion arterial y frecuencia cardiaca (Marsh et al., 2003; Houtz et al., 2021).
Asimismo, se han identificado grupos de neuronas colinérgicas asociadas a la regulacion de

la homeostasis energética (Groessl et al., 2013; Jeong et al., 2017).
3.1.4. El DMH/PeF en la respuesta de defensa

Kabat et al. (1935) demostraron por primera vez que la estimulacién del hipotalamo
caudal conlleva no solo un aumento de la respuesta cardiovascular, sino también de la
respuesta respiratoria. Con los afios, otros autores encontraron cambios neuroendocrinos y
conductuales, ademas de otros cambios autonémicos (Eliasson et al., 1951; Abrahams et
al., 1960; Rosen, 1961; Feigl, 1964; Bolme et al., 1967; Folkow et al., 1968; Dean & Coote,
1986; Yardley & Hilton, 1986; Bonham et al., 1987; Arthur et al., 1991; Markgraf et al., 1991).
En mamiferos conscientes, incluido el humano, estas respuestas fisiolégicas se observan
ante situaciones de amenaza y estrés, tanto de forma natural como inducida por estimulos
agudos (ej.: exposicidon a chorro de aire o un ruido intenso) (Mancia & Zanchetti, 1981;
Schadt et al., 1998).

Aunque son varias las regiones hipotalamicas implicadas en la respuesta de
defensa, como se ha comentado previamente, el papel del DMH/PeF (DiMicco et al., 2002;
Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004; McDowall et al., 2006; Diaz-Casares et al., 2009;
Fortuna et al., 2009; Diaz-Casares et al., 2012; ligaya et al., 2012; Lépez-Gonzalez et al.,
2013; Bondarenko et al., 2015; Sabetghadam et al., 2017; Lépez-Gonzalez et al., 2018;
Brasil et al., 2020; Narai et al., 2024; Zahner et al., 2024) es tan soélido que han sido incluidos
dentro de la denominada aDH (Hilton, 1982; DiMicco et al., 2002; Mcdowall et al., 2006;).

Con la activacion del aDH aumenta la presion arterial, la frecuencia cardiaca, la
ventilacién (frecuencia respiratoria e intensidad de la actividad frénica), la actividad RSNA 'y
la liberacién de la hormona adrenocorticotropa (ACTH). Ademas, se produce vasodilatacién
muscular, piloereccion y dilatacion pupilar. Todos estos cambios permiten al animal
satisfacer las demandas asociadas al estrés ambiental y promover la supervivencia en
condiciones de amenaza (Eliasson et al., 1951; Abrahams et al., 1960; Rosen, 1961; Hilton,
1982; Dean & Coote, 1986; Yardley & Hilton, 1986; Schadt & Hasser, 1998; Waldrop et al.,
1988; McDowall et al., 2006; Fontes et al., 2011).

Aunque son conductas instintivas, la magnitud de la respuesta y su perfil
hemodinamico dependen de la experiencia previa del animal con el estimulo estresante o
amenazante. También depende de la interpretacion subjetiva que haga de ella y la estrategia
de defensa que adopte: activa (ataque, huida o freezing) o pasiva (inmovilidad pasiva). Las
respuestas activas se acompafan de hipertension, taquicardia y taquipnea para aumentar

el flujo sanguineo y el suministro de oxigeno a los musculos esqueléticos. Las respuestas
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pasivas, por su parte, se acompafian de hipotension, bradicardia y bradipnea. Todo ello con
el objetivo de reducir las posibilidades de que su depredador le detecte o atrape (Markgraf
et al., 1991; Schadt & Hasser, 1998; Bandler et al., 2000).

Inicialmente, los estudios de estimulacién eléctrica que identificaron el DMH/PeF
como un area crucial en la respuesta de defensa fueron cuestionados, ya que esta técnica
activa los cuerpos celulares, pero también los axones de paso (Bandler, 1982; Tan &
Dampney, 1983). Sin embargo, con los estudios de estimulacidon quimica mediante la
microinyeccion de glutamato se dieron las mismas respuestas cardiorrespiratorias. Por
tanto, los cambios observados tienen su origen en la activacion de las neuronas localizadas
en el aDH (Goodchild et al., 1982; DiMicco et al., 1986; Lipski et al., 1988; Fontes et al.,
2001; DiMicco et al., 2002; Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004; McDowall et al., 2006). Es
probable, que la controversia encontrada en la literatura se deba a variables experimentales,
como el tipo y dosis de anestesia utilizada, la concentracion del neurotransmisor aplicado o

la region estimulada (Lipski et al., 1988).

Aunque el DMH/PeF se ha descrito como un nodo esencial en la respuesta de
defensa, no actua de forma aislada. Diversos estudios, tanto de estimulacion eléctrica como
quimica, han demostrado que la SGP también media cambios cardiorrespiratorios y
conductuales propios de una respuesta de defensa. La similitud en el patron de respuesta
sugiere que ambas estructuras forman parte de un circuito funcional comun que debe
considerarse (Hilton & Redfern, 1986; Carrive & Bandler, 1991).

3.1.5. Relacién entre el DMH/PeF y la SGP

De las multiples conexiones que el DMH/PeF establece con las diversas regiones
cerebrales recientemente descritas, las proyecciones desde y hacia la SGP se destacan
como unas de las mas importantes en la mediacion de la respuesta cardiorrespiratoria frente
al estrés (Thompson & Swanson, 1998; Horiuchi et al., 2009; Motta et al., 2009; Benarroch,
2012; Dampney, 2015; Trevizan-Bau et al., 2021a; Schottelkotte & Crone, 2022). Para
entender mejor esta interaccidon, es necesario profundizar en el papel y las funciones
especificas de la SGP en la respuesta de defensa, asi como su relacion funcional con el
DMH/PeF y sus conexiones con estructuras prosencefélicas y troncoencefalicas, comunes

a esta region hipotalamica.
La SGP en la respuesta de defensa y regulacién autonémica

La SGP es una estructura mesencefalica que rodea el acueducto de Silvio y
desempefa un papel clave en la regulacidon de respuestas autondémicas y conductuales
asociadas a la respuesta de defensa (Bandler et al., 2000; Benarroch, 2012; Dampney et
al., 2013; Deng et al., 2016). Esta region interviene en una amplia variedad de respuestas

cardiorrespiratorias, motoras y nociceptivas (Mortensen et al., 1994; Bandler et al., 2000;
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Keay & Bandler, 2001; Linnman et al., 2012; Dampney, 2016; Motta et al., 2017; Klingbeil et
al., 2021; Vazquez-Leon et al., 2023; Zhang et al., 2024). Ademas, participa en procesos
fisiolégicos como la termorregulacion, la miccidn, la defecacion, los mecanismos de suefio
y vigilia y la presion subglética (Holstege, 2005; de Menezes et al., 2009; Kuner & Kuner,
2021; Subramanian et al., 2021; Gonzalez-Garcia et al. 2024c).

Esta compuesta por grupos de neuronas organizadas en cuatro columnas
longitudinales o subdivisiones a lo largo de todo su eje rostrocaudal. Estas forman la SGPI,
la SGPdI, la SGP ventrolateral (SGPvl) y la SGP dorsal (SGPd). Cada una de estas
columnas son quimica y funcionalmente diferentes, ademas de presentar diferencias en su
conectividad (Carrive, 1993; Bandler et al., 2000; Keay & Bandler, 2001; Vianna & Brandao,
2003; Heinricher et al., 2009). Mientras que la SGPI y la SGPdI coordinan respuestas de
lucha, huida o freezing (afrontamiento activo), caracterizadas por aumentos de la funcion
cardiorrespiratoria (Bandler et al., 2000; Linnman et al., 2012; Faull et al., 2019; Lépez-
Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Garcia et al., 2024c), la SGPvI regula la respuesta de
inmovilidad (afrontamiento pasivo), caracterizadas por hipotension, bradicardia y bradipnea
(Figura 3) (Hermans et al., 2013; Motta et al., 2017).

La participacion de la SGPdI en la respuesta de defensa ha sido confirmada
mediante estudios de lesiones citotdéxicas o inhibicion farmacogenética. Estas
intervenciones han demostrado que la integridad de esta region es crucial para la correcta
expresion de la reaccion de defensa, ya que reducen dichas respuestas (Gross & Canteras,
2012; Tsang et al., 2023).

Interconexion funcional entre el DMH/PeF y la SGP

Aunque la SGP regula diversas respuestas fisioldgicas relacionadas con la
supervivencia, como el dolor, la defecacién y la miccion, destaca su participacion en la
regulacion de la funcion cardiorrespiratoria. Estas respuestas se asemejan a las observadas
tras la estimulacion del DMH/PeF (Hilton & Redfern, 1986; Yardley & Hilton, 1986). Esta
similitud se debe, en parte, a las conexiones bidireccionales entre la SGPdIl y el DMH/PeF y

a la interdependencia funcional existente entre ambas (Figura 3).

Ambas regiones han sido consideradas centrales en el control de la respuesta de
defensa (Dampney, 2015). Sin embargo, ninguna de ellas parece funcionar de manera
independiente. La inhibicion farmacolégica del DMH/PeF suprime, por ejemplo, las
respuestas cardiorrespiratorias desencadenadas por la activacion de la SGPdI (de Menezes
et al., 2009; Horiuchi et al., 2009). De manera similar, la microinyeccion de muscimol en la
SGPdI atenua los aumentos de la frecuencia cardiaca y la presién arterial inducidos por la
estimulacion del DMH/PeF (de Menezes et al., 2006).
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Ademas, como se adelantaba en apartados anteriores, la SGPdI modula la actividad
de los grupos celulares del BVLR, encargados de regular la presion arterial, indirectamente
a través de su interaccion con el DMH/PeF (de Menezes et al., 2009; Horiuchi et al., 2009)
y sus conexiones con el cPB y A5 (Farley et al., 1992; Hayward et al., 2004; Lopez-Gonzalez
et al., 2020; Gonzalez-Garcia et al., 2023).

Para regular la respuesta taquicardizante, se cree que el DMH/PeF emplea tanto
vias directas como indirectas, a través de la SGP, para influir en la actividad del RP y modular
asi el ritmo cardiaco (Samuels et al., 2002; da Silva et al., 2003; Cao et al., 2004; Horiuchi
etal., 2004; de Menezes et al., 2006). Todas estas interacciones no solo reflejan la compleja
relacion entre el DMH/PeF y la SGP, sino también la relacion de ambas con otras regiones

cerebrales que parecen ser comunes.
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Figura 3

Organizacién funcional de la SGP y sus conexiones con el DMH/PeF
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Nota. Dibujo esquematico que muestra el papel de las columnas de la SGP en la respuesta
de defensa y su interaccion con el DMH/PeF. Los estresores activan distintas subregiones
de la SGP: las columnas dorsolateral y lateral generan estrategias de afrontamiento activo;
la columna ventrolateral media estrategias de afrontamiento pasivo. Las sefiales procesadas
en la SGP convergen hacia la protuberancia/bulbo. Adaptado de Central neural control of
the cardiovascular system: Current perspectives, por R. A. Dampney, 2016, Advances in
Physiology Education, 40(3), 283—-296. https://doi.org/10.1152/advan.00027.2016; y de
Central mechanisms regulating coordinated cardiovascular and respiratory function during
stress and arousal, por R. A. Dampney, 2015, American Journal of Physiology — Regulatory,
Integrative and Comparative Physiology, 309(5), R429-R443.
https://doi.org/10.1152/ajpregu.00051.2015

68



INTRODUCCION

Conexiones compartidas entre el DMH/PeF y la SGP

Al igual que el DMH/PeF, la SGP establece una extensa red de conexiones con
estructuras del prosencéfalo, la protuberancia y el bulbo, a través de las que integra y
coordina tanto respuestas de afrontamiento activo como pasivo frente a estimulos externos
e internos. La SGP cuenta con numerosas proyecciones bidireccionales con estructuras
corticales y subcorticales tales como la corteza prefrontal, el cortex cingulado, el sistema
limbico, la amigdala, los ganglios de la base y otras regiones hipotalamicas diferentes del
DMH/PeF (Yezierski, 1988; Herbert & Saper, 1992; Krout & Loewy, 2000; Gabbott et al.,
2005; Subramanian et al., 2008; Subramanian & Holstege, 2009; Benarroch, 2012; Faull et
al., 2019; Lavezzi et al., 2021; Trevizan-Bau et al., 2021a; Schottelkotte & Crone, 2022;

Gonzalez-Garcia et al., 2023).

La similitud en el patron de respuesta cardiorrespiratoria entre el DMH/PeF y la SGP
se ve reforzada por una conectividad compartida entre ambas estructuras, que se extiende
a nivel troncoencefalico. La SGP intercambia sefales con diferentes regiones a través de
las que modula la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria y la presién arterial, por
ejemplo, el cPB (Bianchi et al., 1998; Krout et al., 1998), el KF (Yang & Feldman, 2018;
Trevizan-Bau et al., 2021b), el A5 (Lopez-Gonzalez, 2020; Génzalez-Garcia, 2023; Rocha
et al., 2024) y el NTS (Herbert & Saper, 1992; VanderHorst et al., 2000; Kawai, 2018; Chen
etal., 2021).

Ademas de estas regiones compartidas, la SGPdI cuenta con proyecciones hacia
otros centros bulbopontinos, tales como los complejos pre-Bétzinger (pre-BotC) y Botzinger
(B6tC), el locus coeruleus (LC) (Luppi et al., 1995; Schwarz et al., 2015), el nucleo parafacial
lateral (Yang & Feldman, 2018; Biancardi et al., 2021; Trevizan-Bau et al., 2021b) y el
complejo postinspiratorio (PiCo) (Oliveira et al., 2021). Estos nucleos, junto a los
anteriormente descritos, permiten a la SGPdl mediar no solo las respuestas
cardiorrespiratorias asociadas a la reaccion de defensa, sino también las respuestas

respiratorias asociadas a la vocalizacion.
La SGP en Ila vocalizacion

El papel de la SGP en la vocalizacién ha sido ampliamente reconocido en modelos
animales y humanos, donde lesiones bilaterales en esta estructura producen mutismo
(Jurgens, 1994; Esposito et al., 1999; Jirgens, 2002a; Kittelberger et al., 2006; Jirgens,
2009), y su estimulacién eléctrica o quimica provoca la emision de sonidos (Bandler &
Carrive, 1988; Schuller & Radtke-Schuller, 1990). La actividad de la SGP se asocia,
especialmente, con vocalizaciones de caracter emocional e involuntario, como la risa, el

llanto, los grufidos o los chillidos (Holstege & Subramanian, 2016).
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En muchos animales, estas vocalizaciones se han observado en contextos que
implican una activacion de la respuesta de defensa, en los que debe existir una correcta
coordinacion entre el patrén respiratorio y el fonatorio (Tschida et al., 2019; Zhang et al.,
2024). Ante una situacion de amenaza, la respiracion tranquila (eupnea) modifica su
frecuencia y profundidad para incrementar el aporte de oxigeno al cerebro y a los 6érganos
clave en las conductas de afrontamiento activo. Sin embargo, aunque se prioriza la
ventilacion, en determinadas situaciones, la respiracion puede adaptarse a la produccion
vocal por la accion de circuitos bulbopontinos que sincronizan ambas funciones (Krohn et
al, 2023; Veerakumar & Krasnow, 2023; Park et al., 2024; Prostebby et al., 2025). De esta
manera, se garantiza tanto una respuesta fisiolégica para la accién como la emision de
sonidos defensivos, que intimidan a los depredadores (Zhang et al., 2024). Estas
vocalizaciones no dependen de la activaciéon de areas corticales motoras (Holstege &
Subramanian, 2016), sino que se generan gracias a las proyecciones de la SGP hacia los
diferentes centros bulbopontinos descritos anteriormente y a sus conexiones con estructuras
como el sistema limbico, los ganglios de la base (Wild et al., 2003; Klingbeil et al., 2021), la

amigdala (Jirgens et al., 1967), el BSTN y la corteza cingulada anterior (Jirgens, 2002b).

El papel coordinador de la SGPdI en esta funcion se debe a su interaccion funcional
con el nA, probablemente mediado por vias indirectas a través del nRA (Shiba et al., 1997;
Vanderhorst et al., 2000; Boers et al., 2002; Subramanian & Holstege, 2009; Park et al.,
2024). Esta participacion de la SGPdI en la produccion vocal ha sido corroborada no solo
por otros autores, sino también recientemente por nuestro grupo de investigacion. En ratas
anestesiadas, hemos observado que la estimulacion de la SGPdI induce la expresion de c-
Fos en los dominios compacto y laxo del nA, lo que refleja activacion neuronal. Esto se ha
asociado con una disminucion de la presion subglética debido a un aumento de la apertura
de la glotis (Gonzalez-Garcia et al., 2024a, 2024c).

La posicion de los pliegues vocales regula directamente la presion subglotica.
Mientras que el cierre la incrementa, su apertura la disminuye, modulando asi el flujo de aire
y la calidad vocal (Holstege et al., 2016). Ademas, hemos observado expresion de la proteina
Foxp2 en los dominios semicompacto y laxo, hallazgo que respalda la participacion del nA
en el control vocal fino (Shu et al., 2005; Haesler et al., 2007; Gonzalez-Garcia et al., 20244,
2024c). La SGPdI no parece ser la Unica region que participa en esta funcion. Otros estudios
de nuestro equipo de investigacion han demostrado que el cPB-KF y la regién A5 influyen
sobre la resistencia laringea, al modular la actividad de las motoneuronas laringeas del nA
(Lara et al., 2002). Estas mismas regiones son fundamentales en la regulacién de las
respuestas cardiorrespiratorias y dependen de la actividad glutamatérgica no solo de la SGP,
sino también del DMH/PeF (Diaz-Casares et al.,2009; Diaz-Casares et al., 2012; Lopez-
Gonzalez et al., 2013; Lopez-Gonzalez et al., 2018; Lopez-Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-
Garcia et al., 2023).
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Estos hallazgos sugieren que la SGPdl y el DMH/PeF comparten conectividad con
centros de control cardiorrespiratorio y actuan de manera interdependiente en la generacién
de respuestas adaptativas al estrés. Esta interconexion funcional plantea la posibilidad de
que el DMH/PeF, ademas de su papel bien establecido en la activacion simpatica y la
regulacion cardiorrespiratoria, podria participar también en la modulacion de la actividad
laringea. En este contexto, resulta pertinente cuestionarse si en la literatura existe evidencia
que relacione especificamente al DMH/PeF con el control fonorrespiratorio y, sobre todo, si

estd conectado anatémica y funcionalmente con el nA.
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3.2. Papel del DMH/PeF en el control central de la actividad

fonorrespiratoria

3.2.1. Base anatomica-funcional de la respiracién en la produccion vocal

La produccion vocal constituye un proceso complejo que requiere la coordinacion de
los sistemas respiratorio, fonatorio y articulatorio. Aunque se han logrado avances
significativos en la comprensién de la vocalizacion, aun queda por esclarecer como se
sincronizan la respiracion y la produccién vocal, asi como los circuitos neuronales corticales
y subcorticales que facilitan esta coordinacion (Correia et al., 2020; Gonzalez-Garcia et al.,
2024b; Park et al., 2024; Di Pasquasio et al., 2025). El control neural de la vocalizacion ha
sido descrito clasicamente bajo un modelo jerarquico de tres niveles funcionales, cuya
organizacion puede abordarse en direccion descendente desde el hipotalamo hacia

estructuras mas caudales (Jurgens, 1979).

Aunque modelos posteriores de Jirgens han incorporado la corteza motora como
estructura perteneciente a una via corticobulbar paralela que explica el control volitivo de la
produccion vocal (Jurgens, 2002a; Jirgens, 2002b; 2009), en este trabajo nos centramos en
el modelo jerarquico clasico debido a nuestro interés por los mecanismos subcorticales
implicados en la vocalizacion no-volitiva. En este esquema clasico, el nivel mas rostral esta
conformado por estructuras del prosencéfalo, como el hipotadlamo, que modula la
vocalizacion en funcién del estado emocional y del contexto. El segundo nivel incluye a la
SGP, que se encarga de acoplar el componente emocional con patrones vocales
especificos. Finalmente, el nivel mas caudal esta formado por el nA y el nRA, nucleos
motores bulbares que generan la respuesta laringo-respiratoria final (Jurgens, 1979). Con el
paso del tiempo, ademas de estas estructuras, se han incorporado otros centros
respiratorios bulbopontinos que median el ritmo respiratorio y determinan la coordinacion

fonorrespiratoria (Krohn et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024b).

La interacciodn entre estas estructuras es esencial para que se generen las tres fases
fisiolégicas de la respiracion, que permiten la transicion coordinada entre la fase inspiratoria
a la espiratoria (Smith et al., 2013; Feldman et al., 2013; Toor et al., 2019; Molkov et al.,
2017; Del Negro et al., 2018) (Figura 4). Durante la fase inspiratoria se produce la entrada
de aire en los pulmones, fundamentalmente, como consecuencia de la activacion del
diafragma, aunque también participan los intercostales externos. En situaciones que
requieren un mayor esfuerzo inspiratorio, se utilizan adicionalmente los musculos
intercostales paraesternales, esternocleidomastoideos y escalenos (De Troyer et al., 2005;
Torres-Tamayo et al., 2018; Welch et al., 2019; LoMauro & Aliverti, 2021). Ademas, en esta
fase tiene lugar la contraccion del musculo geniogloso, que contribuye a reducir la

resistencia orofaringea, junto con la activacién de los musculos abductores laringeos,
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responsables de la dilatacidn del espacio glotico (Harding et al., 1980; Samson et al., 2007;
Wang et al., 2018).

La espiracion se divide en dos fases distintas: la postinspiracion (fase E1) y la
espiracion tardia (fase E2) (Richter & Smith, 2014). Esta caracterizacion de la respiracion
fue establecida por primera vez por Richter et al., (1986) y ha sido corroborada y aceptada
durante décadas por otros autores (Anderson & Ramirez, 2017; Morgado-Valle & Beltran-
Parrazal, 2017; Garcia et al., 2019; Ramirez & Baertsch, 2019).

En el caso de la postinspiracion o fase E1 el diafragma se mantiene contraido y se
relaja progresivamente, mientras que los musculos aductores laringeos generan una
constriccion glética parcial (Paton & Dutschmann, 2002; Dutschmann et al., 2014; Wang et
al., 2018). Al mismo tiempo, el musculo geniogloso se relaja favoreciendo el contacto con el
paladar blando y el consiguiente incremento de la resistencia orofaringea (Fregosi & Fuller,
1997). Estos aumentos en la resistencia orofaringea y laringea permiten que la transiciéon
hacia la fase E2 de la espiracién sea mas lenta y suave y que el control del flujo de aire

espirado sea mas preciso y fino (Watson et al., 2012; Salomoni et al., 2016).

Ademas, durante la espiracion E1 se produce la vocalizacion, ya que el flujo de aire
de salida atraviesa la glotis estrechada. En este caso, la espiracion es activa y para generar
una presion intrabdominal e intratoracica efectiva es necesario que tanto el diafragma como
los musculos intercostales externos e internos y los musculos abdominales transversos se
activen (De Troyer et al., 2005; Subramanian & Holstege, 2011; Mortola, 2013; Pitts et al.,
2015; Bellani et al., 2018; Welch et al., 2019; Moreira et al., 2025).

La espiracion tardia o fase E2 corresponde a una fase de la respiracion que, en
condiciones de eupnea, no presenta una actividad muscular significativa, de modo que la
salida del flujo aéreo se produce de forma pasiva como consecuencia del retroceso elastico
pulmonar (Klages et al., 1993; Jenkin et al., 2017). Durante esta fase, la resistencia laringea
es menor, ya que la glotis se encuentra mas abierta que en la fase E1, permitiendo que el
flujo espiratorio descienda hasta valores cercanos a cero. Sin embargo, la espiracion tardia
puede volverse activa en condiciones en los que la demanda ventilatoria es mayor como
durante el ejercicio, la tos y la vocalizacion sostenida. En este tipo de vocalizaciones, no
solo interviene la fase final de la E1, sino también el inicio de la E2 (Molkov et al., 2014;
Zoccal et al., 2018; Pozzi et al., 2022).

En conjunto, la coordinacion entre las diferentes fases respiratorias permite tener un
control preciso del flujo de aire necesario para la produccion vocal. Asimismo, la accién
conjunta de los musculos respiratorios, laringeos y orofaringeos asegura la generacion de

sonidos, pero también determina la intensidad, tono y duracion de las vocalizaciones.
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Figura 4

Ciclo respiratorio y estructuras bulbopontinas implicadas
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espiratoria tardia (E2), junto con los nucleos bulbopontinos predominantes en cada una. La
funcionalidad de cada nucleo —generador, modulador o motor— se indica mediante los
colores sefalados en la leyenda. En el centro se muestran las proyecciones descendentes
hacia el nervio frénico (NFr), responsables de activar la musculatura inspiratoria. A la
derecha se representa las proyecciones descendentes del nucleo ambiguo (nA) hacia el
nervio laringeo recurrente (NLR), esenciales para el control laringeo durante la respiracion.
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Los simbolos “+” y indican proyecciones excitatorias e inhibitorias. Abreviaturas: B6tC:
complejo Bétzinger; GRD: grupo respiratorio dorsal; GRVc: grupo respiratorio ventral caudal;
GRVr: grupo respiratorio ventral rostral; KF: Kélliker-Fuse; nA: nucleo ambiguo; nRAc:
nucleo retroambiguo caudal; nRAr: retroambiguo rostral; NFr: nervio frénico; NLR: nervio
laringeo recurrente; RTN: nucleo retrotrapezoide; NTS: nucleo del tracto solitario; PBm:
parabranquial medial; PiCo: complejo postinspiratorio; pFL/pFRG: nucleo parafacial
lateral/grupo respiratorio parafacial; pre-BotC: complejo pre-Botzinger. Adaptado de
Respiratory rhythm generation and pattern formation: Oscillators and network mechanisms,
por M. G. Z. Ghali, 2019, Journal of Integrative Neuroscience, 18(4), 481-517.
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3.2.2. El DMH/PeF como nodo modulador de la actividad fonorrespiratoria

Histéricamente, el hipotalamo ha sido reconocido por su papel en la regulacion de
funciones autondémicas, endocrinas y comportamentales basicas. No obstante, existen
evidencias que sugieren que participa también en la produccién vocal, aunque esta funcion
ha sido poco explorada y se apoya en estudios clasicos. Investigaciones pioneras realizadas
por Magoun et al. (1937) y Kanai y Wang (1962) demostraron que la estimulacion eléctrica
de diversas regiones hipotalamicas, entre ellas el DMH, es capaz de generar vocalizaciones
(grunidos, silbidos y gritos) que se dan junto a respuestas fisioldgicas de ira o defensa, como
hipertension, piloereccion y movimientos bruscos de la cola entre otras (Altafullah et al.,
1988).

Estudios posteriores han descrito que el hipotalamo media un espectro mas amplio
de vocalizaciones, que incluye emisiones de naturaleza menos reactivas o emocionales y
que parece depender de la regién hipotalamica que se active (Altafullah et al., 1988). Esta
produccién de sonidos complejos en ausencia de conductas de ira o alerta es consistente
con lo observado en estudios realizados en primates y otros mamiferos no humanos
(Jurgens et al., 1967; Winter et al., 1973; Jurgens, 1974, 1976; Jurgens & Miuller-Preuss,
1977; Jirgens, 1979).

En el modelo jerarquico de control vocal propuesto por Jurgens (1979), el DMH/PeF
parece no ser estrictamente necesario para la generacion de sonidos, pero si desempefia
un papel clave en su modulacion emocional. De hecho, se ha demostrado que las lesiones
en el hipotdlamo no suprimen completamente la vocalizacién espontanea en gatos, aunque
pueden alterar su componente emocional (Fernandez de Molina & Hunsperger, 1962; Hilton
& Zbrozyna, 1963). En cambio, se observa mutismo total cuando la lesion se da en la SGP
(Adametz & O’Leary, 1959). Estos hallazgos han conducido a que gran parte de la atencion
se haya centrado en la SGP como centro integrador esencial para la produccion vocal,
mientras que el papel del DMH/PeF en la vocalizacién ha sido poco estudiado desde

entonces.

En apartados anteriores hemos descrito conexiones del DMH/PeF con las diferentes
regiones troncoencefalicas a través de las cuales regula la respuesta cardiorrespiratoria en
contextos como el estrés o las respuestas de defensa (Fulwiler & Saper et al., 1984; ter Horst
& Luiten, 1986; Silva-Carvalho et al., 1995a; Silva-Carvalho et al., 1995b; Dawid-Milner et
al., 2003; Panneton et al., 2006; Kanbar et al., 2007; Diaz-Casares et al., 2009; Tan et al.,
2010; Diaz-Casares et al., 2012; Koshiya et al., 2014; Papp & Palkovits, 2014; Yokota et al.,
2016; Yang & Feldman, 2018; Zhang et al., 2018; Biancardi et al., 2021; Trevizan-Bau et al.,
2021a; Krohn et al., 2023). Sin embargo, estas mismas estructuras no solo participan en la
integracion autonoémica, sino también en la generacion y modulacion del ritmo respiratorio

vinculado a la produccion vocal (Del Negro et al., 2018). Por todo ello, resulta necesario
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profundizar en la relacion del DMH/PeF con los centros laringo-respiratorios bulbopontinos,
sobre todo, con el nA, para comprender el papel del DMH/PeF en la coordinaciéon

fonorrespiratoria.
3.2.3. Conexiones del DMH/PeF con los grupos respiratorios bulbopontinos

En el estudio de la funcion respiratoria, el tronco del encéfalo puede organizarse en
varios grupos funcionales: GRP, PiCo, grupo respiratorio parafacial (GRpF), GRD y columna
respiratoria ventral (Schottelkotte & Crone, 2022; Krohn et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al.,
2024b). Debido a que las posibles proyecciones desde DMH/PeF hacia el PiCo o el GRpF
no estan firmemente establecidas, en los siguientes apartados se describe el papel del
DMH/PeF en relacion exclusivamente con los principales nucleos pertenecientes al GRP,

GRD vy la columna respiratoria ventral (Schottelkotte & Crone, 2022, Moreira et al., 2025).
3.2.3.1. Grupo Respiratorio Pontino

El GRP es una region de la protuberancia, formada por el cPB y el nucleo KF. La
regulacién del ritmo respiratorio estd mediada, principalmente, por la region mas caudal del
tronco del encéfalo. Sin embargo, estas estructuras pontinas también son esenciales para
ello (Anderson & Ramirez, 2017), puesto que integran sefales desde y hacia otros nucleos
respiratorios distribuidos a lo largo de toda la red respiratoria troncoencefalica y, en especial,

los ubicados a nivel bulbar (Dhingra et al., 2019; Dhingra et al., 2020).
3.2.3.1.1. Complejo Parabraquial

El cPB no solo participa en el control cardiorrespiratorio mediado por el DMH/PeF
(Fulwiler & Saper, 1984), sino que también regula la respiracion vinculada a la vocalizacién
y tiene un control directo sobre el calibre laringeo (Lara et al., 2002). Para ello, el cPB
interacciona con la SGP y actua como nucleo de relevo proyectando hacia la corteza motora
laringea y el nA, para el control motor de la laringe (Farley, 1992; Geerling et al. 2017). El
papel del cPB en este proceso se ha visto reforzado por estudios que muestran que sus
neuronas se activan durante la vocalizacion y expresan, ademas, el factor de transcripcion
Foxp2 (Stani¢ et al., 2018; Kaur et al., 2024).

Aunque todas las subdivisiones del cPB median la duracion de las fases de la
respiracion y modulan el calibre laringeo, los efectos que ejercen son diferentes (von Euler
et al.,, 1976; Lara et al.,, 2002; Zuperku et al., 2017). La activacion del PBI genera una
dilatacién glotica, que reduce la resistencia laringea. Esta respuesta se da junto a una
facilitacion inspiratoria y cambios cardiovasculares, caracterizados por hipertensiéon vy
taquicardia. Por el contrario, el PBm al igual que el A5 se asocia con aumentos de la

resistencia laringea por aduccién de las cuerdas vocales. Estos cambios se acompanan de
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una facilitacion espiratoria y ajustes cardiovasculares similares a los inducidos por la
activacion del PBI (Lara et al., 2002).

El PBm regula la duracion de la espiraciéon e inicio de la inspiracion, ejerciendo
influencia tanto excitatoria como inhibidora sobre los centros respiratorios bulbares. Mas
concretamente, acorta el tiempo espiratorio mediante sefales inhibidoras que envia hacia
las neuronas espiratorias del complejo Bo6tC. Al mismo tiempo, facilita el inicio de la
inspiracién a través de sefales excitatorias que alcanzan las neuronas inspiratorias vy,
especialmente, las preinspiratorias del pre-B6tC. Ademas, genera un aumento de la
actividad inspiratoria en forma de rampa que permite la contraccion controlada y gradual del
diafragma. Este balance de sefales inhibidoras y excitadoras contribuye a que haya una

transicion eficiente entre las diferentes fases respiratorias (Zuperku et al., 2017).

Tanto el PBl como el PBm modulan el ritmo respiratorio gracias a su compleja red de
conexiones con nucleos bulbares y suprabulbares. Entre ellas, destacan las conexiones con
la SGP, los complejos pre-BotC y B6tC (Tan et al., 2010; Yang & Feldman, 2018; Zuperku et
al., 2019; Yang et al., 2020; Yu et al., 2022), el nucleo KF (Song et al., 2012; Geerling et al.,
2017), el nucleo retrotrapezoide (Bochorishvili et al., 2012; Silva et al., 2016), el LC (Yang et
al., 2021; Liu et al., 2021), el BNST (Shin et al., 2008; Bienkowski & Rinaman, 2013; Ni et
al., 2016; Luskin et al., 2021), la amigdala central (Tokita et al., 2010; Bienkowski & Rinaman,
2013; Yang et al., 2021;),el nA (Ribsamen & Schweizer, 1986) y el NTS (Bianchi et al., 1998;
McGovern et al., 2015).

Dada la implicacion del cPB en el control laringeo y su conectividad con multiples
nucleos comunes al DMH/PeF, este ultimo podria, a través de estas mismas conexiones, no
solo regular la respuesta cardiorrespiratoria autonémica, sino también la respiracion

vinculada a la produccién vocal.
3.2.3.1.2. Nucleo Kélliker-Fuse

El nucleo KF constituye una estructura dentro del cPB que desempefia un papel
clave en la regulacion de la funcion respiratoria. Se considera que este nucleo es el
componente principal del denominado "grupo respiratorio pontino”, debido a su
predominante contribuciéon en la actividad ritmica respiratoria en comparacion con otros
nucleos del cPB (Caille et al., 1981; Ezure & Tanaka, 2006; Damasceno et al., 2014; Zuperku
et al., 2017; Dutschmann et al., 2021; Varga et al., 2021). Aunque para ello trabaja con el
nucleo PBm, a diferencia de este, la mayoria de sus neuronas son inspiratorias y de fase
(Song et al., 2006).

Estas neuronas modulan la respiracion, prolongando la fase inspiratoria mas de lo
habitual, fendmeno conocido como apneusis. Este patrén de respiracion esta vinculado al

concepto de "apagado inspiratorio”, que implica una descarga prolongada del nervio frénico
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y ausencia de descarga postinspiratoria del nervio vago (Dutschmann & Herbert, 2006; Bonis
et al., 2010; Dutschmann & Dick, 2012; Levitt et al., 2015). Estos hallazgos, junto a los
encontrados por otros autores, apoyan la idea de que, dentro de la ritmogénesis, el papel
del KF es poner fin a la fase inspiratoria para dar paso a la postinspiracion (Ezure & Tanaka,
2006; Dutschmann et al., 2021).

Asimismo, se ha demostrado que la inhibicién del KF conlleva una disminucion de la
frecuencia respiratoria (Dutschmann & Herbert, 2006; Bautista & Dutschmann, 2014) y se
ha propuesto que sus eferencias hacia neuronas preinspiratorias ritmogénicas en el pre-
BotC y el GRpF determinan la frecuencia y el patrén del ritmo respiratorio. No obstante, el
hecho de que la inhibicion del KF reduzca la frecuencia respiratoria, sin abolirla por
completo, plantea dudas acerca de la existencia de neuronas intrinsecamente ritmogénicas
en este nucleo. Estos datos sugieren que el KF no genera directamente el ritmo respiratorio,
sino que influye y modula los grupos neuronales que lo producen (Jones et al., 2016;
Dutschmann et al., 2021).

El KF modula tanto la frecuencia como el patron respiratorio a través de sus
conexiones aferentes y eferentes con numerosas estructuras entre las que se encuentran el
DMH/PeF (Panneton et al., 2006; Yokota et al., 2016), la SGP, el NTS (Herbert et al., 1990;
Song et al., 2012; McGovern et al., 2015; Geerling et al., 2017; Trevizan-Bau et al., 2021b),
el pre-BotC, el B6tC (Tan et al., 2010; Yang & Feldman, 2018; Yang et al., 2020), el grupo
respiratorio ventral rostral (GRVr), el grupo respiratorio ventral caudal (GRVc), el cPB, el
PiCo y el nucleo parafacial lateral (Song et al., 2012; Jones et al., 2016; Geerling et al., 2017;
Biancardi et al., 2021; Oliveira et al., 2021).

Por otro lado, el KF desempefia un papel importante en la permeabilidad de la faringe
y en la coordinacién de los movimientos de la musculatura lingual, laringea, facial y nasal
durante actividades respiratorias mas complejas como la deglucién (Bonis et al., 2011; Bonis
et al., 2013) y la vocalizacién (Dutschmann et al., 2006; Dutschmann et al., 2008). Esto
puede explicarse por su capacidad para modular la actividad de los nervios hipogloso
(Dutschmann & Dick, 2012; Bautista & Dutschmann, 2014; Dutschmann et al., 2021), frénico,
vago Y facial (Ellenberger et al., 1990; Yokota et al., 2007). Ademas, se ha descrito que el
KF también contribuye tanto al cierre glético reflejo como voluntario (Dutschmann et al.,
2006; Poliacek et al., 2007; Jakus et al., 2008; Bautista & Dutschmann, 2014) mediante una
poblacion de neuronas premotoras aductoras laringeas (Dutschmann & Herbert, 2006;
Dutschmann & Dick, 2012) y que proyectan hacia el nA (Nufez-Abades et al., 1990; Yokota
etal., 2015). En este sentido, y de acuerdo con estudios previos realizados por nuestro grupo
de investigacion, la activacion del KF induce una constriccion laringea que se asocia a una

facilitacion espiratoria similar a los cambios del calibre laringeo inducido por la activacion del
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PBm y A5 (Lara et al., 2002). También se han identificado grupos de neuronas en el KF que

expresan Foxp2 (Geerling et al., 2017; Kaur et al., 2024).

La vinculacion del KF con el nA y las conexiones reciprocas entre KF y DMH/PeF
(Nufiez-Abades et al., 1990; Panneton et al., 2006; Yokota et al., 2016), asi como la amplia
red de nucleos que comparten, refuerzan una vez mas la posible influencia del DMH/PeF en

la actividad respiratoria vinculada a la vocalizacion.
3.2.3.2. Grupo Respiratorio Dorsal

El GRD es una estructura neuroanatémica clave en la funcion respiratoria que se
localiza en la porcion ventrolateral del NTS. Se trata de un grupo de neuronas inspiratorias
con actividad ritmica que contribuyen a la generacién de la inspiracién, incluso en ausencia
de aferencias sensoriales. En gato, un porcentaje elevado de las neuronas del GRD
establece conexiones excitatorias monosinapticas con el nucleo frénico, lo que resulta
crucial para el control motor de la respiracion (Fedorko et al., 1983). Sin embargo, en otras
especies, como la rata, esta relacion es menos pronunciada (de Castro et al., 1994). Estas
diferencias ponen de manifiesto las variaciones interespecies en la organizacién y el

funcionamiento del GRD.

Ademas de su implicacion en la inspiracion, el GRD participa en la mediaciéon de
reflejos respiratorios complejos, ya que recibe entradas sensoriales de los nervios vago y
glosofaringeo, que transmiten informacion proveniente de los pulmones y la caja toracia
(Berger, 1977). A partir de la informacion procedente de los mecanorreceptores y
quimiorreceptores ajusta los patrones ritmicos de activacion neuronal en funcién de la
insuflacion pulmonar y los niveles de O2 y CO. en sangre. De esta manera, coordina la
contraccion entre el diafragma y otros musculos respiratorios (Kubin et al., 2006; Zoccal et
al., 2014; Gasparini et al., 2020; Schottelkotte et al., 2022).

Como se ha descrito anteriormente, el DMH/PeF proyecta hacia el NTS para modular
los circuitos involucrados en los reflejos barorreceptor y quimiorreceptor (Silva-Carvalho et
al., 1995a; Silva-Carvalho et al., 1995b; Kanbar et al., 2007; Krohn et al., 2023). Sin embargo,
la interaccion de ambos parece ir mas alla, pues la respuesta cardiorrespiratoria inducida
por la estimulacion del aDH incluye también una facilitacion del reflejo laringeo apneico. Para
ello, el aDH activa receptores GABAA en interneuronas inhibitorias del NTS, a través de las
que modula la sefal de las aferencias laringeas (Dawid-Milner et al., 1995). El papel del NTS
en la respiracion y en la actividad laringea se ha visto reforzado recientemente por estudios
que demuestran la expresion del factor de transcripcion Foxp2 en este nucleo en diferentes

especies, incluidos roedores y humanos (Vallin et al., 2025).
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3.2.3.3. Columna Respiratoria Ventral

La columna respiratoria ventral constituye una estructura anatémico-funcional del
bulbo raquideo, que se extiende desde la porcion caudal del nucleo facial la médula espinal
cervical rostral. Esta formada por varios grupos neuronales organizados en diferentes
nucleos (complejo pre-BotC, B6tC y nRA), que se describen a continuacion (Smith et al.,
20009).

3.2.3.3.1. Complejo Pre-Botzinger

El pre-BotC ha sido identificado como el principal generador del ritmo respiratorio
(Sherman et al., 2015; Cui et al., 2016; Huff et al., 2022; Park et al., 2024). En roedores, esta
estructura parece contener una red de aproximadamente 3000 neuronas por cada
hemisferio (Wallén-Mackenzie et al., 2006; Tan et al., 2008; Yackle et al., 2017), que se
activan de manera ritmica e inician la inspiracion (Schwarzacher et al., 2011; Ashhad &
Feldman, 2020; Dhingra et al., 2020).

Las microinyecciones de agonistas de glutamato en esta region inducen respuestas
taquipnéicas, lo que se correlaciona con una mayor descarga del nervio frénico (Zuperku et
al., 2019). Ademas, una caracteristica distintiva del pre-BotC es la presencia de células
marcapasos, que poseen propiedades intrinsecas de descarga espontanea generada por
corrientes persistentes que son generadas, a su vez, por un aumento de permeabilidad a
sodio y calcio. Estas células aseguran la generacion del ritmo respiratorio incluso en
condiciones de alteracion de la red inhibitoria, lo que pone de manifiesto su papel en la

ritmogénesis (Ghali, 2019).

Estos hallazgos se ven reforzados por estudios que muestran sus proyecciones
indirectas hacia el nervio frénico (Wu et al., 2017), las motoneuronas toracicas (Gerrits &
Holstege, 1996; Yang & Feldman, 2018), asi como hacia los nucleos del nervio hipogloso, el
facial y el pre-B6tC contralateral (Moore et al., 2013; Chamberlin et al., 2007; Tan et al., 2010;
Koshiya et al., 2014; Yang & Feldman, 2018; Guo et al., 2020). Esta organizacién permite
que las neuronas de este complejo actuen de forma coordinada en ambos lados del bulbo,
facilitando no solo la produccion de movimientos respiratorios ritmicos, sino también
simétricos (Wu et al., 2017).

Entre las neuronas inspiratorias, se han encontrado interneuronas excitadoras
somatostatina-positivas (SST+) y negativas (SST-), responsables de que haya un equilibrio
entre la fase inspiratoria y espiratoria (Cui et al., 2016; Ashhad & Feldman, 2020). Las
neuronas excitadoras del pre-B6tC son esenciales para la generacion de la actividad ritmica,
mientras que las inhibidoras juegan un papel clave en la modulacion de la frecuencia
respiratoria y en la finalizacién de la inspiracion (Janczewski et al., 2013; Sherman et al.,

2015; Baertsch et al., 2018; Hilsmann et al., 2021). Estas poblaciones neuronales parecen
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tener un papel relevante en la modulacion de comportamientos respiratorios relacionados

con la vocalizacion (Tupal et al., 2014).

Aunque las neuronas inspiratorias han sido ubicadas clasicamente en esta region,
estudios recientes sugieren que tienen una distribucion mas difusa a lo largo de toda la
columna respiratoria ventral (Baertsch et al., 2019). Ademas, su actividad es modulada por
el nacleo PBm, que incrementa la excitacion de sus neuronas inspiratorias para acelerar la

transicion a la inspiracion (Zuperku et al., 2017).

Desde una perspectiva molecular, se ha descrito también que el pre-B6tC expresa
el factor de transcripcién Foxp2 tanto en roedores como en primates y humanos. Por tanto,
el pre-BotC podria participar en la integracion de los componentes respiratorios y motores

implicados en la vocalizacion, ademas de la ritmogénesis respiratoria (Vallin et al., 2025).

Para el control de estas funciones, el pre-B6tC parece no actuar de manera aislada,
sino que forma parte de una red mas amplia dada su conectividad con centros respiratorios
como la SGP, el cPB-KF, el PiCo, el nucleo parafacial lateral, el B6tC y el NTS. Ademas de
estas interacciones, recientemente se ha demostrado también que el pre-B6tC mantiene
conexiones funcionales con estructuras hipotalamicas, entre ellas el DMH/PeF (Tan et al.,
2010; Koshiya et al., 2014; Yang & Feldman, 2018; Biancardi et al., 2021; Trevizan-Bau et
al., 2021b).

Esta conectividad abre una vez mas la posibilidad de que el DMH/PeF tenga un
papel en la actividad respiratoria asociada a conductas complejas como la vocalizacién. De
forma complementaria, también se ha propuesto que la SGP puede modificar la actividad
del pre-BotC (Park et al., 2024). Por tanto, la influencia del DMH/PeF sobre esta regién

podria ser tanto directa como indirecta a través de la SGP.
3.2.3.3.2. Complejo Bétzinger

El complejo B6tC es una estructura bulbar fundamental para el control de la fase
espiratoria, ya que esta formado principalmente por neuronas inhibidoras GABAérgicas y
glicinérgicas que modulan la actividad del generador inspiratorio. Estas neuronas se
organizan en poblaciones neuronales con dinamicas opuestas, es decir, en neuronas con
descargas de perfil decreciente y creciente, cuya activacion depende de la insuflacion
pulmonar (Krohn et al., 2023). Las neuronas de perfil decreciente disminuyen su actividad
de forma progresiva durante la postinspiracion para inhibir al pre-B6tC, relajar los musculos
inspiratorios y detener, asi, la inspiracion. Las neuronas de perfil creciente, por su parte,
aumentan su actividad durante la fase espiratoria. De esta manera, facilita la contraccion de
los musculos respiratorios necesarios para expulsar el aire de los pulmones (Marchenko et
al., 2016; Ausborn et al., 2018; Flor et al., 2020).
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Se ha demostrado que si se suprime la actividad tanto del B6tC como del pre-BotC
de manera aislada, la respiracion se muestra sustancialmente alterada. Estos hallazgos
sugieren que ambas regiones son interdependientes y deben trabajar en conjunto para que
haya un equilibrio entre la inhibicién y la excitacién, que asegure una transicion correcta
entre la fase inspiratoria y la espiratoria (Smith et al., 2007; Richter & Smith, 2014; Ausborn
et al., 2018). Al igual que el pre-BotC, el BotC se ha relacionado con la expresion del factor
de transcripcion Foxp2, por lo que ambas estructuras bulbares parecen compartir una misma
base molecular vinculada a la coordinacion de los patrones respiratorios y vocales (Vallin et
al., 2025).

Ademas de esta relacidon funcional y molecular con el pre-BotC, el B6tC interactua
con otros nucleos respiratorios como el GRpF (Flor & colegas, 2020), el KF (Ezure et al.,
2003; Yang et al., 2020; Biancardi et al., 2021), el GRVr, el GRVc (Bryant et al., 1993), las
neuronas motoras en el nucleo frénico (Ellenberger et al., 1990; Tian et al., 1998), el NTS,
el PBl y la SGP (Merrill et al., 1983; Smith et al., 1989; Ezure et al., 2003; Trevizan-Bau et
al., 2021b). Aunque no se han descrito, hasta la fecha, proyecciones desde el DMH/PeF

hacia el BotC, este ultimo forma parte de una red neuronal amplia comun al DMH/PeF.
3.2.3.3.3. Nucleo Retroambiguo

El nRA, también conocido como grupo respiratorio ventral (GRV), es una estructura
bulbar situada caudal al complejo pre-Bo6tC. Contiene una poblacion de neuronas
premotoras respiratorias altamente heterogénea, que le permite regular multiples funciones
motoras asociadas con la respiracion, la vocalizacion y otras actividades que modifican la
presion intrabdominal e intratoracica. Desde un punto de vista funcional, este nucleo se
divide en una porcion rostral, denominada GRVr, con funcién inspiratoria, y una porcion

caudal, o GRVCc, con funcion espiratoria (Merrill, 1970).

El GRVr contiene premotoneuronas inspiratorias que proyectan hacia los musculos
intercostales externos y también hacia el nucleo frénico para controlar el diafragma
(Holstege & Kuypers, 1982). Esta region mantiene interconexiones con multiples centros
respiratorios, entre los que destaca la SGP, el cPB-KF (Zheng et al., 1998; Yokota et al.,
2016), el pre-BotC, el B6tC (Bryant et al., 1993; Gerrits & Holstege, 1996; Ezure et al., 2003)
y el NTS (Zheng et al., 1998).

El GRVc contiene premotoneuronas espiratorias que proyectan hacia las
motoneuronas espinales que activan los musculos abdominales y los musculos intercostales
internos (Campbell & Green, 1955). Aunque la espiracion pasiva no requiere activacion
muscular, funciones como la vocalizacion, el habla o la respuesta de lucha y huida dependen
de estas neuronas para convertir la espiracion pasiva en activa (Zhang et al., 1995). Esta

region también se conecta con las motoneuronas laringeas en el nA. Con ello, se establece
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un vinculo directo entre la espiracion activa y la modulacion de las cuerdas vocales
(Holstege, 1989; Park et al., 2024). Ademas, el nRA caudal conecta con el KF, el nucleo
parafacial lateral (Gerrits & Holstege, 1996; Ezure et al., 2003; Song et al., 2012; Silva et al.,
2016), el NTS y los nucleos PBI y PBm (Beckstead et al., 1980; Gerrits & Holstege, 1996).

Estudios recientes han encontrado que el GRVc caudal cuenta con una poblacion
de interneuronas premotoras laringeas implicadas en la vocalizacion. Estas neuronas son
esenciales para la aduccion de las cuerdas vocales y, en consecuencia, para la fonacion, ya
que su inhibicion elimina tanto los ultrasonidos como los chillidos (Park et al., 2024). Ademas,
se han identificado en raton una subpoblacion de neuronas excitatorias en el nRA que
expresan neurotensina y que son capaces de generar sonidos tanto de rango audible como
ultrasonicos, asi como regular el volumen de dichos sonidos (Veerakumar et al., 2023). Sin
embargo, aun no esta completamente claro como estas células interactian con el sistema

respiratorio para coordinar la vocalizacion y garantizar la prioridad de la respiracion.

Se sabe que estas interneuronas premotoras laringeas reciben entradas excitadoras
de la SGP (VanderHorst et al., 2000; Oka et al., 2008; Subramanian & Holstege, 2009;
Holstege & Subramanian, 2016). La estimulacién de la SGP induce vocalizaciones que
desaparecen en el caso de lesiones en el nRA (Shiba et al., 1997; Hartmann & Brecht, 2020).
Por tanto, la SGP no solo excita motoneuronas musculares abdominales e intercostales para
la modificaciéon de la actividad diafragmatica (Subramanian et al., 2008; Subramanian &
Holstege, 2009), sino que también modula la actividad de los grupos celulares del nRA que
actuan sobre las motoneuronas faringeas y laringeas localizadas en el nA (Boers et al.,
2002).

En cuanto a su relacion con estructuras hipotalamicas, la evidencia disponible sobre
la conectividad entre el NnRAy el DMH/PeF es todavia escasa, pero no inexistente. Estudios
de trazado anterogrado en rata han mostrado proyecciones descendentes de baja densidad
desde el DMH/PeF y, en mayor medida, desde areas perifornicales y laterales hipotalamicas
hacia el nRA (Papp & Palkovits, 2014). No obstante, la influencia del DMH/PeF sobre el nRA
parece sostenerse de manera mas robusta a través de una via indirecta mediada por la SGP.
Esta bien establecido que el DMH/PeF proyecta densamente a la SGP (Motta et al., 2009;
Benarroch, 2012; Dampney, 2015; Trevizan-Bau et al., 2021a; Schottelkotte & Crone, 2022),
y que esta ultima ejerce un control fuerte sobre el nRA, particularmente en la modulacién de
la vocalizacion, el control respiratorio y los ajustes de la presién abdominal durante

respuestas de defensa (Holstege et al., 1997; Papp & Palkovits, 2014).
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3.2.3.4. Nucleo Ambiguo

El nA es una estructura longitudinal del bulbo raquideo que se extiende rostro-
caudalmente, desde el nucleo motor del nervio facial hasta la decusacion piramidal. Su
nombre se debe a que histolégicamente es una region poco definida (Akunna & Abah, 2023).
Aunque esta condicion ha dificultado su estudio, en la actualidad, se reconoce que el nA
presenta una especializacion funcional a lo largo de su eje rostro-caudal (Pascual-Font,
2011; Hernandez-Morato et al., 2013).

El nA esta constituido por motoneuronas que controlan musculos especificos de la
cabeza y el cuello, lo que le confiere un papel fundamental en la regulacion de funciones
como la deglucién, la fonacién y la coordinacion respiratoria. Durante la deglucion, el nA
coordina la contraccion de los musculos faringeos, laringeos y esofagicos, necesarios para
el paso del bolo alimenticio, al mismo tiempo que inhibe la respiracién para evitar la
aspiracion (Bieger & Hopkins, 1987; Jean, 2001; Miller, 2008; Shi et al., 2019; Coverdell et
al., 2022). Con respecto al habla, participa en el control motor fino de las cuerdas vocales v,
desde un punto de vista respiratorio, participa en la generacion del patrén del ritmo
respiratorio (Akunna & Abah, 2023; Krohn et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024b).

Ademas, el nA contiene motoneuronas cardiacas vagales que controlan la frecuencia
cardiaca, junto al NTS y el 10N. Mientras que el NTS se encarga de procesar las aferencias
vagales a través de la informacion sensorial proporcionada por los barorreceptores, el nA'y
el 10N se encargan de las eferencias parasimpaticas. En concreto, el NTS procesa
informacion sensorial de los barorreceptores y transmite sefales excitatorias al nA, que a
través de las motoneuronas vagales libera acetilcolina sobre el nodo sinoauricular. Esto
ralentiza la aparicion de potenciales de accion en el nddulo sinusal para generar bradicardia
(Spyer, 1981; Machado & Brody, 1988; Spyer & Gilbey, 1988; Neff et al., 1998; Dergacheva
et al., 2010; Brailoiu et al., 2017; Akunna & Abah, 2023; Jalil et al., 2023).

Organizacion y especializacion neuronal del nA

La diversidad funcional del nA se atribuye a la forma en la que sus motoneuronas
estan distribuidas a lo largo de esta estructura, tema que ha sido objeto de debate en la
comunidad cientifica. Hay autores que proponen que las motoneuronas laringeas se
distribuyen de forma desorganizada a lo largo de todo el eje rostro-caudal (Gacek, 1975;
Hinrichsen & Ryan, 1981; Pasaro et al., 1983; Davis & Nail, 1984; Hisa et al., 1984; Basterra
et al., 1987; Flint et al., 1991; Nahm et al., 1993). Sin embargo, la teoria mas aceptada
sostiene que las motoneuronas del nA presentan una organizacién somatotépica, ya que
tienden a agruparse en funcion de los musculos especificos que inervan (Hinrichsen & Ryan,
1981; Pasaro et al., 1983; Hisa et al., 1984; Davis & Nail, 1984; Basterra et al., 1987; Yoshida
et al., 1998; Hirasugi et al., 2007).
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Segun Bieger y Hopkins (1987), el nA se divide en formacion dorsal y formacion
externa. La formacién dorsal se subdivide, a su vez, en formacion compacta, semicompacta
y laxa. La formacién compacta se corresponde con la region mas rostral e inerva el eséfago.
La formacién semicompacta se corresponde con la parte intermedia e inerva los musculos
constrictores de la faringe y el musculo cricotiroideo. Finalmente, la formacion laxa es la
region mas caudal e inerva toda la musculatura laringea, salvo el cricotiroideo (Kalia &
Mesulam, 1980; Hinrichsen & Ryan, 1981; Bieger & Hopkins, 1987). La formacion externa,
por su parte, se sitia ventrolateral a la formacion dorsal y contiene las neuronas
parasimpaticas preganglionares cardiomotoras (Bieger & Hopkins, 1987). Ademas, se han
identificado neuronas parasimpaticas con funcién secretomotora encargadas de regular las
glandulas submucosas de la laringe. Estas son responsables de la secrecién que protege
las cuerdas vocales y disminuye la resistencia al flujo de aire (McHanwell, 2008; Sato &
Nakashima, 2008).

Este modelo organizativo se ha visto reforzado por investigaciones posteriores,
como la realizada por Hernandez-Morato et al. (2013). Para estos autores las neuronas que
inervan los musculos intrinsecos de la laringe en rata presentan una organizacion
somatotépica. En su estudio, las poblaciones neuronales que inervan el musculo
cricotiroideo ocupan la porcién mas rostral de la columna, seguidas de las poblaciones
correspondientes al musculo cricoaritenoideo posterior y los musculos tiroaritenoideos en la
region mas caudal. No obstante, también describen areas de solapamiento entre

poblaciones neuronales adyacentes.

Ademas, esta organizacion parece estar vinculada con como se distribuyen y
proyectan las fibras de los nervios laringeos superior (NLS) y recurrente (NLR). Mientras
que las motoneuronas que controlan el musculo cricotiroideo lo hacen a través del NLS, las
motoneuronas que controlan el resto de musculos intrinsecos lo hacen a través del NLR. De
igual modo, se ha demostrado que las motoneuronas del NLS se ubican dentro de la
formacion semicompacta y las motoneuronas del NLR dentro de la formacién laxa (Figura
5) (Pascual-Font et al., 2011). Aunque la organizacion de las motoneuronas laringeas en el
nA ha sido respaldada por varios estudios, existe cierta controversia en cuanto a su grado
de conservacion entre especies y, en especial, en rata, debido a las diferencias morfolégicas
de la laringe. No obstante, a pesar de estas diferencias, la evidencia sugiere que esta
organizacion somatotépica muestra adaptaciones funcionales especificas en cada especie
(Kobler et al., 1994; Inagi et al., 1998; Hirasugi et al., 2007).
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Figura 5

Localizacion de las motoneuronas laringeas y faciales dentro del tronco del encéfalo

A B

VIl Facial

17 N = - - —
RLN VIl Facial

RLN

1mm

Vagus n.
Nota. Las motoneuronas abductoras y aductoras de la laringe presentan una disposicion
somatotopica a lo largo del nucleo ambiguo. X: nervio vago; VIl Facial; nucleo facial; RLN:
nervio laringeo recurrente; SLN: nervio laringeo superior; PCA: musculo cricoaritenoideo
posterior; TA: musculo tiroaritenoideo. Reproducido de Muscle specific nucleus ambiguus
neurons isolation and culturing, por |. Hernandez-Morato, M. J. Pitman y S. Sharma, 2016,
Journal of Neuroscience Methods, 273, 33-39.
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2016.07.014

Caracteristicas morfolégicas y neuroquimicas

Parte de la complejidad organizativa del nA se debe a la heterogeneidad de las
poblaciones neuronales que lo componen. El nA contine diferentes poblaciones neuronales
entre las que se han descrito principalmente motoneuronas e interneuronas (Delgado-
Garcia, 1983; Fogarty, 2024). Las motoneuronas laringeas presentan variabilidad
morfolégica y de tamafio que reflejan su especializacién en el control de los musculos de la
laringe. La mayoria de estas neuronas presentan forma estrellada, aunque también se han
identificado motoneuronas fusiformes en los grupos que controlan el cricotiroideo y el
cricoaritenoideo posterior. En cuanto al tamafo, las motoneuronas de mayor calibre, como
las que inervan el musculo tiroaritenoideo, se asocian con una aduccién rapida de las
cuerdas vocales. En cambio, las motoneuronas de menor tamafio, como las que inervan los
musculos cricotiroideo y cricoaritenoideo posterior, se relacionan con una actividad aductora
mas lenta (Hinrichsen & Ryan, 1981; Davis & Nail, 1984; Patrickson et al., 1991; Yoshida et
al., 1998).

Junto a estas particularidades morfoldgicas, las motoneuronas del nA son
colinérgicas, caracterizadas por la expresion de la enzima colina acetiltransferasa (ChAT),

que es esencial para la sintesis de la acetilcolina. Por esta razén, este marcador ha sido
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utilizado en estudios de inmunohistoquimica para identificar las neuronas colinérgicas en el
nA (Blount et al., 2023).

En comparacion con las motoneuronas, las interneuronas del nA han recibido menos
atencion en la literatura, por lo que la informacion acerca de su morfologia y sus propiedades
funcionales y neuroquimicas es limitada. Los estudios disponibles indican que las
interneuronas, a diferencia de las motoneuronas, presentan un menor tamafo y sus
dendritas son mas cortas y simples. Aunque la funcionalidad de estas poblaciones esta aun
por esclarecer, los hallazgos sugieren que las interneuronas del nA podrian desempenar un
papel integrador, procesando las sefiales procedentes de otras regiones antes de que

alcancen las motoneuronas laringeas (Fogarty, 2024).
Relacién entre el DMH/PeF y el nA

En consonancia con lo descrito anteriormente, el nA desempefia un papel
fundamental en la integracion de funciones respiratorias y fonatorias, principalmente a través
de la actividad de sus motoneuronas laringeas. No obstante, los mecanismos mediante los
cuales estas neuronas son moduladas por otras estructuras contindan siendo objeto de
debate (Akunna & Abah, 2023; Krohn et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024a; 2024c).

Estudios realizados por nuestro grupo de investigacién han demostrado que el cPB
y la region A5 modulan la actividad de las motoneuronas laringeas del nA (Lara et al., 2002).
Asimismo, trabajos mas recientes han puesto de manifiesto que la SGPdI también ejerce
una modulacién significativa sobre la actividad de estas motoneuronas, especialmente en
condiciones de respuesta de defensa. A estos hallazgos se suma la evidencia de que el nA
expresa Foxp2, principalmente, en las formaciones semicompacta y laxa (Gonzalez-Garcia
et al., 2024a, 2024c).

De forma complementaria, otros estudios han demostrado que la actividad motora
laringea esta sincronizada con el patron respiratorio, ya que las fases postinspiratoria y
espiratoria son las que determinan la vocalizacion (Tschida et al., 2019; Riede et al., 2020).
En esta misma linea, se ha descrito que la estimulacion de estas regiones moduladoras del
nA no solo altera el calibre laringeo en distintas fases respiratorias segun el nucleo
implicado, sino que también provoca cambios cardiovasculares asociados. Estos ajustes
autonomicos refuerzan el papel del nA no solo en el control laringeo, sino también

cardiorrespiratorio (Lara et al., 2002; Gonzalez-Garcia et al., 2024a, 2024c).

Ademas, el nA influye sobre el control cardiaco parasimpatico (Spyer, 1981;
Machado & Brody, 1988; Neff et al., 1998; Spyer & Gilbey, 1988; Dergacheva et al., 2010;
Brailoiu et al., 2017; Akunna & Abah, 2023; Jalil et al., 2023), lo que refuerza su participacion
en las funciones motoras y autonémicas. Considerando que el DMH/PeF también participa

activamente en la regulacion autondmica y cardiorrespiratoria durante el estrés (Kono et al.,
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2020), resulta pertinente plantear la posible existencia de conexiones anatomicas y
funcionales entre esta region y el nA. Aunque la evidencia es limitada, se han descrito

proyecciones monosinapticas desde el DMH/PeF hacia el nA (ter Horst & Luiten, 1986).

Estos hallazgos, junto con la similitud funcional de ambas estructuras y su
conectividad con centros respiratorios comunes, abren un campo de investigacion clave para
comprender los mecanismos que coordinan la respiracion, la vocalizacion y las respuestas
autondmicas. Un dato relevante es que muchas de estas estructuras bulbopontinas, como
el cPB-KF, el pre-BotC, BotC, el NTS y el nA, expresan el factor de transcripcion Foxp2
(Geerling et al., 2017; Stani¢ et al., 2018; Gonzalez-Garcia et al., 2024c; Vallin et al., 2025).
La presencia de este marcador molecular en estas regiones apunta a que no solo es
importante la conectividad anatémica y funcional entre ellas, sino también sus propiedades
genéticas y moleculares. Por ello, cabe estudiar la importancia del Foxp2 y su valor como
marcador para estudiar los circuitos neuronales con funcion respiratoria y laringea, asi como

su posible relacion con el DMH/PeF.
3.2.4. Foxp2 como marcador molecular de los circuitos laringo-respiratorios

El FOXP2 (Forkhead box protein P2) es un gen que codifica un factor de
transcripcion clave para el desarrollo cerebral, el control motor, el lenguaje y la vocalizacion.
Ademas de su papel a nivel cerebral, este gen se expresa en otros tejidos como los
pulmones. Su importancia en el habla y la comunicacién se debe a que regula la expresién
de multiples genes implicados en la morfogénesis neuronal, la formacion de sinapsis y la
plasticidad de los circuitos neuronales (Vernes et al., 2011; Hickey et al., 2019; Kosubek et
al., 2020).

El interés cientifico por este gen empezd en la década de 1990, a raiz de
investigaciones llevadas a cabo en una familia britanica, cuyos miembros presentaban un
trastorno hereditario caracterizado por dispraxia verbal, dificultades gramaticales,
articulatorias y orofaciales (Vargha-Khadem et al., 1998). Posteriormente, se descubrié que
todos los individuos afectados compartian una mutacién en este gen. En concreto, una
mutacion en R553H, una sustitucion de arginina por histidina en el dominio de union al ADN
de la proteina. Esta mutacion impedia el correcto funcionamiento del factor de transcripcion
y, con ello, el correcto desarrollo de los circuitos cerebrales linglisticos y motores (Lai et al.,
2001).

Desde entonces se han descrito otros casos independientes asociados a distintos
tipos de mutaciones en este mismo gen (Turner et al., 2013; Morgan et al., 2016), pero que
igualmente han sido asociados a problemas de habla y lenguaje, ademas de bajo coeficiente
intelectual y retraso en el desarrollo (Reuter et al., 2017). Es mas, estudios de neuroimagen

han demostrado que las alteraciones del FOXP2 producen un espectro de afectacion mas
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amplio, que involucra no solo regiones linglisticas como el area de Broca, sino también
circuitos motores y subcorticales tales como el nucleo caudado, el putamen, el tdlamo y el
cerebelo. La afectacion de estas estructuras ha llevado a considerar al FOXP2 un
organizador molecular de las redes motoras y cognitivas que median la comunicacién verbal
(Enard et al., 2009; Usui et al., 2017).

Por otro lado, los estudios sobre la evolucién del gen FOXP2 han reforzado su
vinculo con el lenguaje. Los estudios de genética han demostrado que, tras la separacion
evolutiva entre humanos y chimpancés, este gen experimenté dos mutaciones (T303N y
N325S) que han persistido Unicamente en nuestra especie (Enard et al., 2002; Zhang et al.,
2002). Estos cambios han sido interpretados como un proceso de seleccién positiva o
adaptativa que ha permitido la aparicion del lenguaje articulado en humanos (Enard et al.,
2002). Asimismo, experimentos realizados en ratones con una version “humanizada” de este
gen han revelado cambios en la dopamina, mas plasticidad sinaptica en el estriado y
cambios en la produccion vocal. Estos resultados indican que las mutaciones de este gen
influyen directamente sobre los circuitos corticoestriatales, claves para el control motor y el

lenguaje humano (Reimers-Kipping et al., 2011).

Estos hallazgos sobre la evolucion de este gen, junto a la evidencia de que FOXP2
interactua con redes neurales subcorticales, refuerzan la idea de que el lenguaje humano
emergié de circuitos motores ancestrales. Con el avance de la investigacion, se ha ido
constatando también otras regiones que expresan Foxp2 tales como el cPB-KF, el pre-BotC,
BotC, el NTS y el nA (Geerling et al., 2017; Stanic¢ et al., 2018; Gonzalez-Garcia et al., 2024c;
Vallin et al., 2025). Todo ello apoya la idea de que el Foxp2 sirve como marcador molecular

de redes neuronales que participan en la respiracion y la produccion vocal.

Debido a que el DMH/PeF conecta con alguna de estas estructuras, cabe
preguntarse si la influencia del factor de transcripcién Foxp2 se extiende también hacia
regiones hipotalamicas. Aunque no existe hasta la fecha evidencia de poblaciones
neuronales en el DMH/PeF que expresen esta proteina, algunos autores demuestran que
esta region recibe proyecciones de neuronas Foxp2 procedentes del pre-locus coeruleus y
del cPB (Shin et al., 2011; Huang et al., 2021). Por tanto, estos resultados apuntan a que el
DMH/PeF podria formar parte de circuitos dependientes de Foxp2. Esto refuerza la
necesidad de estudiar el papel del DMH/PeF en la actividad respiratoria vinculada a la

vocalizacion.
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3.3. Papel de la laringe en la coordinacion fonorrespiratoria:

anatomia, fisiologia y roedores como modelo animal

Si bien en los apartados anteriores se han abordado las principales estructuras
centrales de la red respiratoria/fonorrespiratoria y su relacion con el DMH/PeF, para
comprender como estas modulan la produccion vocal, resulta necesario analizar el 6rgano
sobre el que recae una parte fundamental de este control, la laringe. Mas concretamente,
es necesario conocer la anatomia, la fisiologia y la inervacién laringea. Desde este enfoque
es posible comprender en su totalidad como estructuras centrales, como el DMH/PeF,
podrian incidir sobre la presion subglética y la dinamica del flujo aéreo que hace posible la
produccién vocal. En este contexto, también resulta necesario evaluar la idoneidad de los

roedores como modelo animal para el estudio de la laringe y la presion subglotica.
3.3.1. Anatomia y funciones de la laringe

La laringe es un 6rgano unico, mévil y de aspecto tubular ubicado en la zona medial
del cuello anterior. Se encuentra anterior a la faringe, inferior al hueso hioides y superior a
la traquea. Aunque varia segun la edad y el sexo, en los adultos la laringe se situa
aproximadamente entre los bordes inferiores de las vértebras C3 y C6 (Céruse et al., 2012).
En el caso de los recién nacidos, la laringe se encuentra a la altura de la segunda vértebra
cervical, lo que les permite desempenar la degluciéon y la respiracién nasal de forma
simultanea. A medida que se crece, la laringe desciende gradualmente. Este descenso
separa la funcién deglutoria de la respiratoria, ademas de ampliar el rango fonético (Wadie
etal., 2013).

Existen también diferencias de estructura, seguin la edad y el sexo. Estas diferencias
se deben, en especial, a factores hormonales que se hacen mas notorios durante la
pubertad. Mientras que en los hombres las cuerdas vocales son de mayor longitud y grosor,
las mujeres presentan una laringe de menor tamafio, de menor longitud y de menor grosor.
Esto explica las variaciones en el tono de voz no solo entre nifios y adultos, sino también
entre hombres y mujeres (Céruse et al., 2012; Loth et al., 2015; Markova et al., 2016; Glikson
etal., 2017).

Anatomica y funcionalmente la laringe se divide en tres niveles: 1) espacio
supraglotico, desde epiglotis hasta bandas ventriculares o cuerdas vocales falsas; 2) espacio
glotico, desde las bandas ventriculares hasta las cuerdas vocales verdaderas, incluido el
ventriculo laringeo; y 3) espacio subglotico, desde los pliegues vocales hasta el borde

inferior del cartilago cricoides (Schiinke et al., 2022).

A pesar de su reducido tamafo, la laringe cumple diversas funciones al estar

implicada en la respiracion, la fonacién y la proteccion de las vias aéreas. Ademas, gracias
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a su capacidad para generar cierres gloticos completos, es clave en todas aquellas
actividades que requieren un aumento de la presion intratoracica, como el levantamiento de

peso y la realizaciéon de esfuerzos fisicos intensos (Wadie et al., 2013).

Su capacidad para desempenar todas estas funciones se debe a su constitucion
anatémica, compuesta por cartilagos que le dan forma y soporte, musculos que permiten su
movilidad, ligamentos que conectan y estabilizan sus estructuras, y una mucosa que la

protege y facilita su funcionamiento.
3.3.2. Cartilagos laringeos

Los cartilagos laringeos son componentes fundamentales en la anatomia de la
laringe, al proporcionar soporte, flexibilidad y proteccion a las vias respiratorias. La laringe
esta formada por 4 cartilagos principales que son el tiroides, el cricoides, los aritenoides y la
epiglotis (Figura 6). Aunque cada uno desempefia un rol especifico, todos trabajan en
conjunto y de forma coordinada para garantizar que la laringe funcione en armonia y de
forma efectiva (Lev & Curtin, 1998; Wadie et al., 2013).

El cartilago tiroides es el mas grande y presenta un aspecto de escudo. Este
cartilago se situa sobre el cartilago cricoides, con el que forma una unién mévil dando lugar
a la articulacion cricotiroidea. Esta articulacion permite la basculacion del tiroides sobre el
cricoides y, con ello, la tensidén de las cuerdas vocales necesaria para modular el tono
(Sataloff et al., 2013; Wadie et al., 2013; Kaur et al., 2016).

El cricoides, con su forma de anillo, ademas de proporcionar una base sdlida y
estable al cartilago tiroides, proporciona solidez y estabilidad a los cartilagos aritenoides,
que descansan en su region posterior. Los cartilagos aritenoides movilizan las cuerdas
vocales a través de la articulacion cricoaritenoidea (Sataloff et al., 2013). En concreto,
median la apertura y cierre de los pliegues vocales mediante movimientos de rotacion
ejecutados por la apofisis vocal y muscular, que contactan con el ligamento vocal y los

musculos cricoaritenoideos posterior y lateral respectivamente (Wadie et al., 2013).

Los cartilagos aritenoides presentan también en su parte superior los cartilagos
corniculados, que aportan el soporte necesario para que los aritenoides se muevan de forma
correcta. Ademas, los cartilagos cuneiformes ayudan a mantener la rigidez y forma de los
pliegues ariepigléticos, que estan conectados a los aritenoides. Todas estas estructuras son
fundamentales para evitar obstrucciones en las vias respiratorias. La epiglotis, aunque no
interviene de forma directa en la fonacién, es fundamental en la proteccién de la laringe.
Durante la deglucion, este cartilago, que tiene forma de pétalo de flor, bascula hacia abajo
para cerrar las vias aéreas y evitar que los alimentos o liquidos ingresen en su interior
(Krohner & Ramanathan, 2007; McFarland, 2008; Torres Gallardo & Ferran Gimeno, 2008;
Calais-Germain & Germain, 2013; Wadie et al., 2013).
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En definitiva, los cartilagos de la laringe trabajan de forma conjunta y coordinada.
Mientras que la interaccion de los cartilagos tiroides, cricoides y aritenoides controlan las
cuerdas vocales, la epiglotis y otros cartilagos accesorios garantizan la seguridad de las vias

respiratorias.
Figura 6

Cartilagos laringeos

A Cc

4.

Nota. (A) Tiroides, (B) cricoides, (C) aritenoides y corniculados y (D) epiglotis. Adaptado de
Anatomia descriptiva, endoscépica y radiolégica de la laringe, por P. Céruse, A. Ltaief-
Boudrigua, G. Buiret, A. Cosmidis y S. Tringali, 2012, EMC — Otorrinolaringologia, (3).
https://doi.org/10.1016/S1632-3475(12)62682-4

3.3.3. Musculos laringeos

En la laringe se distinguen dos tipos de musculos segun su insercion, los musculos
laringeos extrinsecos y los intrinsecos. Los musculos extrinsecos se caracterizan por
presentar, al menos, uno de sus extremos insertados fuera de la laringe. La funcion principal
de estos musculos es la de elevar o descender en bloque la laringe, por lo que es posible
clasificarlos segun sean elevadores o depresores (Wadie et al., 2013; Schiinke et al., 2022;
Serry et al., 2023).

Los musculos elevadores de la laringe, conocidos también como musculos
suprahioideos, desplazan la laringe hacia arriba tirando del hueso hiodes en esa misma
direccion con el objetivo de proteger las vias respiratorias durante la deglucion. Los
principales musculos suprahiodeos son el milohioideo, el digastrico, el estilohioideo y el
genihioideo, que actuan coordinadamente para elevar el hioides y, con ello, la laringe. Por

el contrario, los musculos depresores de la laringe o musculos infrahiodeos descienden la
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laringe al conectar el hueso hioides con estructuras inferiores. Estos musculos actuan,
principalmente, tras la deglucion para devolver a la laringe su posicion normal. Ademas,
proporcionan estabilidad a la laringe durante la respiracion y la fonacién. Entre los musculos
infrahioideos encontramos el esternohioideo, el omohioideo, el esternotiroideo y el
tirohioideo (Wadie et al., 2013).

Los musculos intrinsecos, por su parte, tienen control directo sobre las cuerdas
vocales y la glotis y, dependiendo de los efectos que ejercen sobre estas estructuras, se
clasifican en abductores, aductores y tensores. La accion coordinada de los diferentes
musculos permite el desarrollo de las funciones de respiracion, proteccion de las vias aéreas

y fonacién (Krohner & Ramanathan, 2007).

El musculo cricoaritenoideo posterior es el Unico musculo abductor de la laringe y
desempefa un papel importante en la respiracién, al separar las cuerdas vocales (Figura
7A). Su insercion en los aritenoides permiten la rotaciéon de estos sobre su propio eje,
dirigiendo la apdfisis muscular hacia la zona media y la vocal hacia la zona posterolateral.
De esta manera se produce la separacién de las cuerdas vocales y la dilatacion, por tanto,
de la glotis (Krohner & Ramanathan, 2007). Sin embargo, este musculo no actia de manera
aislada en este proceso, ya que la contraccién continua del cricoaritenoideo generaria fatiga
muscular. Ademas de la contraccion muscular, la glotis se mantiene abierta gracias a la
combinacion de la elasticidad natural de la laringe y el peso del arbol respiratorio. Este
mecanismo pasivo permite que, una vez que la contraccion cesa, las estructuras
cartilaginosas se ajusten de manera eficiente, asegurando una permeabilidad constante de

las vias respiratorias (Regner et al., 2012; Saran et al., 2023).

Por el contrario, el cierre de las cuerdas vocales es el resultado de la activacion de
un grupo de musculos aductores. El musculo cricoaritenoideo lateral rota los aritenoides en
una direccion inferomedial, aproximando las cuerdas vocales (Figura 7B) (Krohner &
Ramanathan, 2007). Este movimiento de constriccién laringea se complementa con la
activacion de los musculos interaritenoideos transverso y oblicuo. El primero se inserta en
la cara posterior de ambos cartilagos aritenoides. Su contraccion acerca estos cartilagos,
cerrando la glotis. El segundo, por su parte, va desde la apdfisis muscular de un cartilago
aritenoides al vértice del contralateral. Este ultimo se continua hacia adelante y arriba con el
musculo aritenoepigldtico. Ambos musculos trabajan conjuntamente para acercar los
aritenoides entre si y garantizar un cierre glético eficaz (Figura 7C) (McCullagh et al., 2022).
El masculo aritenoepiglético es una continuacion del interaritenoideo oblicuo. Su funcion
principal es la de descender las cuerdas vocales, contribuyendo a su aduccién. Ademas,

contribuye al descenso pasivo de la epiglotis (Krohner & Ramanathan, 2007).

La modulacién de la tension de los pliegues vocales, necesaria para la emision de

diferentes tonos, esta bajo control de los musculos tensores y relajadores. EI musculo
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cricotiroideo es el musculo tensor por excelencia, al permitir la accion de la articulacion
cricotiroidea (Figura 7E). En concreto, su activacion permite la basculacion anteroinferior del
tiroides sobre el cricoides o bien efectia un movimiento posterior del cricoides y los
aritenoides, tensando y elongando las cuerdas vocales. Ambos mecanismos elevan el tono
de la voz al generar vibraciones de mayor frecuencia. Es el unico musculo que no esta
insertado en los aritenoides (Krohner & Ramanathan, 2007). Por otro lado, el musculo
tiroaritenoideo o musculo vocal, con inserciones en la cara interna del tiroides y la apdfisis
muscular de los aritenoides, actia como musculo relajador, acortando las cuerdas vocales
y disminuyendo su tension (Figura 7D). Aunque su papel principal es acortar y relajar las
cuerdas vocales, dando lugar a la emisién de sonidos graves y suaves, también contribuye
a su elongacion, en funcién de como se coordine con los musculos tensores (Sataloff et al.,
2013; Netter, 2019).

Figura 7

Musculos intrinsecos de la laringe

( 1 _

Oblicuo Lateral

Cricotiroideo

Cricoaritenoideo lateral Tiroaritenoideo

Nota. Se muestran los musculos intrinsecos responsables de la posicion de las cuerdas
vocales. Adaptado de Development, Anatomy, and Physiology of the Larynx, por Wadie, M.,
Adam, S. I., y Sasaki, C. T. (2013), en R. Shaker, P. Belafsky, G. Postma y C. Easterling
(Eds.), Principles of Deglutition (cap. 13). Springer. https://doi.org/10.1007/978-1-4614-3794-
9 13
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3.3.4. Inervacioén laringea

La laringe esta inervada por el nervio vago y sus ramificaciones, el NLS y el NLR que
tienen origenes y rutas eferentes diferentes. Estas ramificaciones son cruciales en la
regulacién de la funcién laringea, ya que permiten tanto su percepcion sensorial como su
control motor. El origen de estas ramificaciones determina la especificidad funcional del
grupo muscular laringeo que inerva cada ruta eferente (Moore & Dalley, 2006; McHanwell,
2008; Belafsky & Lintzenich, 2013; Parker et al., 2016; Woodson, 2016).

El NLS es la ramificacién mas compleja al tener origen tanto en el nA como en el
10N. En concreto, a través de las eferencias que emergen de la region mas rostral del nA,
el NLS inerva la mucosa supraglética y las motoneuronas que controlan el musculo
cricotiroideo (Hiatt & Gartner, 2002). Una lesion de este nervio durante una tiroidectomia o
una cricotiroidotomia provoca ronquera en la voz e incapacidad para producir sonidos
agudos (Dekhou et al., 2021; Zhao et al., 2021). Ademas de inervacién motora laringea, en
esta division del nA se han identificado neuronas parasimpaticas con funcion secretomora
encargadas de regular las glandulas submucosas de la laringe a través de vias eferentes
con origen en el 10N (Pascual-Font et al., 2006; McHanwell, 2008; Pascual-Font, et al.,
2011). La funcién sensorial es ejercida a través de fibras aferentes que se dirigen desde la
laringe hacia el NTS (Pascual-Font et al., 2011).

El NLR, por su parte, solo tiene origen en la regién mas caudal del nA y sus
eferencias inervan la mucosa infraglética y las motoneuronas que controlan todos los
musculos intrinsecos de la laringe, a excepcion del cricotiroideo. En ratas, se ha demostrado
que, a diferencia de lo observado en otras especies (incluido el humano), este nervio carece
de aferencias procedentes de la laringe. Estos hallazgos refuerzan la idea de que existen
diferencias significativas en la organizacion anatomica y funcional de los circuitos aferentes
laringeos entre especies, diferencia que se debe tener en cuenta al realizar estudios
experimentales y en la extrapolacion de los resultados. Sin embargo, parece no haber
diferencias significativas en relacion al control eferente (Patrickson et al., 1991; Moore &
Dalley, 2006; McHanwell, 2008; Pascual-Font et al., 2011).

La inervacion laringea presenta, por tanto, interaccién con estructuras bulbares que,
ademas de controlar la actividad motora que media las funciones de fonacién, respiracion y
deglucion, participan en la regulacion autonémica de la laringe como la secrecion mucosa y

la proteccion de las vias aéreas.
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3.3.5. Bases biomecanicas y aerodinamicas de la laringe

La fonacién y la respiracion son dos procesos fisiologicos que requieren la
participacion de las cuerdas vocales. Las cuerdas vocales son unas estructuras situadas en
el interior de la laringe a lo largo de todo el espacio glético. Se caracterizan por ser unas
bandas elasticas de tejido recubiertas de mucosa, cuya composicion permite no solo regular
el flujo aéreo durante la respiracioén, sino también la fonacion (Levendoski et al., 2014; Miri,
2014).

Durante la respiracion eupneica, aunque el grado de dilatacion varia entre fases
segun el grado de contraccion del musculo abductor, tanto en inspiracion como en espiracion
la glotis permanece abierta y con forma triangular, permitiendo que el flujo de aire pase
desde y hacia los pulmones. Solo durante la respiracion forzada la dilatacion glotica se hace
mayor, ya que la activacion del musculo cricoaritenoideo posterior incrementa para
adaptarse al aumento de la demanda ventilatoria (Stella & England, 2001; Shiba, 2010;
Hutchison et al., 2015). Por el contrario, durante la fonacion los musculos aductores
movilizan las cuerdas vocales hacia la linea media, cerrando la glotis parcialmente. Este
cierre de la glotis genera aumentos de la presion subglética al paso del flujo de aire espirado
(Sasaki et al., 1973; Noordzij & Ossoff, 2006; Finck & Lejeune, 2010; Woodson, 2016; Zhang,
2016; Riede et al., 2020; Traser et al., 2020).

La presion subglotica se corresponde con la presion de aire que se ejerce por debajo
de las cuerdas vocales y se genera por accion del diafragma y los musculos espiratorios.
Cuando la presion subglética supera la resistencia laringea separa momentaneamente los
pliegues vocales y el aire espirado atraviesa la hendidura glética a gran velocidad. Este flujo
de aire genera una presion negativa (efecto Bernoulli) que moviliza las cuerdas vocales de
nuevo hacia la linea media. Estos ciclos de cierre y apertura se repiten de forma continuada

dando lugar a la vibracién sonora (Jiang & Maytag, 2014; Zhang, 2016).

Estas bases biomecanicas y areodinamicas de la fonacion se establecieron por
primera vez en la teoria mioelastica-aerodinamica de Van den Berg (1958), que implica una
interaccion entre las propiedades elasticas de las cuerdas vocales y la fuerza aerodinamica
del flujo espiratorio (Svec et al., 2023). Posteriormente, Perell6 (1962) establecié la teoria
mucoondulatoria, segun la cual la ondulaciéon de las cuerdas vocales no implica un
movimiento uniforme de toda la estructura al completo, sino una ondulacién vertical

unicamente de la mucosa de los pliegues, y en una direccién infero-superior.

Finalmente, los aspectos dinamicos y estructurales de ambas teorias fueron
integrados en la teoria cuerpo-cubierta propuesta por Hirano (1974). Este modelo considera
que los pliegues vocales presentan multiples capas histologicas con propiedades

biomecanicas diferenciadas. Las capas mas superficiales son mas flexibles debido su alta
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concentracion en elastina y constituyen la “cubierta” que hace posible la vibracion mucosa.
En cambio, las capas mas profundas, que incluyen el musculo vocal, presentan una mayor
concentracion de colageno y forman el “cuerpo”, que aporta rigidez y estabilidad. Esta
organizacion tisular explica la propagacién de la onda mucosa en direccién infero-superior y
la capacidad de las cuerdas vocales para adaptarse dinamicamente a las variaciones de

tension y presioén durante la fonacion (Figura 8) (Vahabzadeh-Hagh et al., 2018).

El sonido generado a nivel de glotis (tono fundamental) es modificado en las
cavidades resonadoras (faringe, cavidad nasal y oral), adquiriendo resonancia y articulacion.
Esto proceso supone, por tanto, que haya una coordinaciéon entre los diferentes 6rganos
fonoarticulatorios (Hunter & Ludwigsen, 2017; Rakerd et al., 2019).

Figura 8

Capas de los pliegues vocales

Epitelio escamoso estratificado

MUCOSA

EPITELIO —
LAMINA PROPIA Cilbieita
Capa superficial
Capa intermedia = o
Capa profunda B Transicion
MUSCULO Cuerpo

VOCAL =

Epitelio cilindrico
columnar

Nota. Microanatomia del pliegue vocal adulto que ilustra el concepto de cuerpo-cobertura
explicado por Hirano. Adaptado de Development, Anatomy, and Physiology of the Larynx,
por Wadie, M., Adam, S. I., y Sasaki, C. T. (2013), en R. Shaker, P. Belafsky, G. Postma y C.
Easterling (Eds.), Principles of Deglutition (cap. 13). Springer. https://doi.org/10.1007/978-1-

4614-3794-9_13. Figura elaborada con apoyo de herramientas de inteligencia artificial.
3.3.6. Diferencias anatoémicas: roedores como modelo animal

La emision de sonidos audibles: un modelo anatémico-funcional comun a

humanos y roedores

Los roedores manifiestan la vocalizacién a través de sonidos audibles, como los
chillidos, que se asocian generalmente a situaciones aversivas (Brudzynski, 2009). Se

caracterizan acusticamente por tener una frecuencia inferior a 20 kHz y contener arménicos
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(Park et al., 2024). Para producir sonidos audibles, los roedores hacen vibrar sus cuerdas
vocales de manera similar a los humanos. Sin embargo, su capacidad para modular la
tension de las cuerdas vocales y generar una amplia y compleja gama de sonidos audibles
es mas limitada. Esto es debido a que, desde un punto de vista evolutivo, la laringe en
humanos presenta adaptaciones anatomicas y funcionales que optimizan la produccion
vocal (Jirgens, 2002b; Simonyan, 2014; Simonyan & Fuertinger, 2015). La principal
caracteristica que marca esta diferencia entre especies es que la laringe humana presenta
una estructura mas simplificada, sin sacos laringeos y membranas vocales, que permiten

que las cuerdas vocales ondulen con mayor estabilidad (Nishimura et al., 2022).

Por otro lado, desde un punto de vista histolégico, las cuerdas vocales de las ratas
no presentan un ligamento vocal bien definido ni una organizacion por capas como en los
humanos. En los roedores, la lamina propia no esta dividida en tres capas bien diferenciadas
(superficial, intermedia y profunda), sino que presenta una estructura mas difusa. No
obstante, a pesar de estas diferencias en la arquitectura histolégica, en ambas especies el
tejido conectivo contiene la misma composicién bioquimica (elastina, colageno y acido
hialurénico), responsables de las propiedades viscoelasticas de las cuerdas vocales (Sato,
2018a; Sato, 2018b).

Asimismo, la concentracién de estos componentes varia de forma similar en
roedores y humanos tanto en procesos fisiologicos (ej.: la edad) (Abdelkafy et al., 2007;
Peterson et al., 2013; Branco et al., 2015; Beton et al., 2022; Friedman et al., 2024) como
fisiopatoldgicos (Hirano et al., 2009; Yamashita et al., 2010). Ademas, al igual que en
humanos, las cuerdas vocales en roedores presentan un porcion anterior recubierta por
epitelio escamoso estratificado y una porcién posterior recubierta por epitelio respiratorio
pseudoestratificado ciliado, aunque esta ultima porcién es mayor en roedores. Todo esto
permite que las vibraciones laringeas se generen mediante principios biomecanicos
comparables (Sato, 2018b).

Los humanos y los roedores también presentan similitudes en muchos de los
cartilagos y musculos intrinsecos. De hecho, existe evidencia de que estas estructuras
laringeas se desarrollan de forma similar en ratas, ratones y humanos, lo que refuerza la
validez del uso de roedores como modelo animal para el estudio de la vocalizacién (Alli et
al., 2013). Al igual que los humanos, los roedores cuentan con tiroides, cricoides, aritenoides
y epiglotis. Aunque estos animales carecen de cartilagos cuneiformes y corniculados, si
muestran cartilagos que son estructuras Unicas en su especie. Estas, que han sido
asociadas ala emision de ultrasonidos, seran detalladas mas adelante (Marques et al., 2007;
Thomas et al., 2008; Thomas et al., 2009; Mahrt et al., 2016; Riede et al., 2017).

Por lo que respecta a la musculatura laringea, se ha demostrado que estos animales

contienen, al igual que los humanos, los musculos tiroaritenoideo, cricotiroideo,
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cricoaritenoideo lateral y posterior. Sin embargo, carecen de musculos interaritenoides
transverso y oblicuo. En su lugar, en los roedores existe un par de musculos delgados
conocidos como cricoaritenoideos superiores, que unen la superficie dorsal de los cartilagos
aritenoides con la prominencia central del cartilago cricoides. Estos parecen estar implicados

en la aduccion de las cuerdas vocales (Inagi et al., 1998; Thomas et al., 2008).

La emision de ultrasonidos: un modelo anatémico-funcional unico en roedores

En la actualidad, la mayor diferencia estructural de la laringe entre humanos y
roedores parece darse a nivel supraglético. Se ha demostrado que diversas especies de
roedores presentan una via supraglotica mejorada, formada por estructuras anatomicas
Unicas que permiten la emision de ultrasonidos. Los ultrasonidos son sonidos de alta
frecuencia importantes para la comunicacion de esta especies, sobre todo, en contextos
sociales y de cortejo. Acusticamente se caracterizan por ser tonos puros con frecuencias
superiores a 20 kHz (Knutson et al., 2002; Riede et al., 2017).

En concreto, se han identificado seis estructuras morfolégicas clave para este
proceso. Una de las principales estructuras es la bolsa ventral que actia como resonador y
modula las frecuencias de los sonidos. Ademas, el cartilago tiroides de los roedores presenta
un borde rostro-ventral doblado y una protrusion mineralizada en su superficie medial. Estas
modificaciones mejoran la resonancia y sirven como punto de apoyo para los pliegues
vocales. Por ultimo, esta el cartilago alar, estructura que presenta un borde afilado que
ondula al paso de aire con origen en la glotis. La frecuencia de estos sonidos es controlada
por accion del musculo tiroaritenoideo, que se inserta en el cartilago alar y cuya contraccion
parece determinar su posicion respecto a la glotis. La distancia entre ambas estructuras
parece determinar la frecuencia de los ultrasonidos, siendo mayor la frecuencia cuanto

menor es la distancia entre ellas (Riede et al., 2017; Smith et al., 2021).

Estos estudios, centrados en la anatomia laringea en diferentes especies de
roedores, refutan modelos tedricos previos que han intentado explicar la produccién de este
tipo de sonidos. El primer modelo, conocido en inglés como ‘hole-tone whistle model’, fue
descrito por Robert en 1950 (Roberts, 1975a, 1975b; Riede, 2013). Segun este, los
ultrasonidos son generados después de que el flujo de aire procedente de la glotis impacte
en un segundo estrechamiento, formado por la epiglotis y la base de la lengua (Riede, 2013;
Henrywood et al., 2013). Sin embargo, ninguno de los estudios posteriores ha logrado
identificar esta estructura (Brudzynski & Fletcher, 2010; Riede et al., 2017). Ademas, la
epiglotis tampoco parece ser determinante en la produccion de estos sonidos, pues su

extirpacion no suprime la emisién de ultrasonidos (Mahrt et al., 2016).

El segundo modelo, el ‘modelo de impingencia plana’, defiende que el flujo de aire
procedente de la glotis impacta sobre una pared interna de la laringe, en concreto, sobre

una superficie plana del cartilago tiroides o probablemente de la epiglotis (Mahrt et al., 2016),
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que genera un silbido autosostenido. Aunque el chorro glético generado en la glotis y su
interaccion con la pared laringea interna podria ser un mecanismo comparable en algunos
aspectos a la resonancia y el control de las vocalizaciones humanas, como el silbido (Mahrt
et al., 2016), la hipotesis defendida por este modelo es incompatible con la anatomia

laringea descrita en la actualidad (Riede et al., 2017).

Por lo que respecta a la implicacién de las cuerdas vocales, algunos autores
sugieren que las cuerdas vocales si participan en este proceso. Histologicamente se ha
demostrado que los cambios microestructurales del tejido laringeo, en concreto, aquellos
provocados por el envejecimiento, modifican las caracteristicas acusticas y espectrales de
los ultrasonidos (Peterson et al., 2013). Ademas, se ha observado que los musculos
aductores de la laringe, como el cricotiroideo y el tiroaritenoideo, estan activos durante la
emisiéon de ultrasonidos (Riede, 2011). Sin embargo, otros estudios apuntan a que las
cuerdas vocales no son estrictamente necesarias, ya que la parte posterior de la glotis
permanece abierta entre 1 y 2 mm durante la emision de estos sonidos (Boulanger-Bertolus
& Mouly, 2021).

A pesar de las diferencias especificas encontradas en la produccion de ultrasonidos,
las similitudes estructurales y funcionales entre la laringe de humanos y roedores, sobre
todo, las relativas la histologia, a la musculatura intrinseca y al mecanismo de vibracién de
las cuerdas vocales para la produccién de sonidos audibles, apoyan el uso de los roedores
como modelos animales para estudiar la actividad laringea fonorrespiratoria. Ademas, a lo
largo de los afos son numerosos los estudios que han usado diferentes tipos de roedores
para el estudio de la vocalizacion a nivel central (Zhang et al., 1994; Wiedenmayer et al.,
2000; Sugiyama et al., 2010; Tschida et al., 2019; Michael et al., 2020; Veerakumar et al.,
2023; Sharif et al., 2024), incluido las naked-mole rats, especie de animales que a pesar de
sus condiciones extremas de adaptacion parecen presentar mecanismos neuroanatémicos

y funcionales de produccién vocal similares (Barker et al., 2021).
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3.4. Implicaciones clinicas

Las enfermedades cardiovasculares, como la hipertension arterial y las arritmias
cardiacas, presentan una elevada prevalencia en la actualidad. Aunque estos trastornos se
han atribuido tradicionalmente a factores genéticos y a otros factores de riesgos conocidos,
existe una creciente evidencia de que el estrés emocional y psicosocial diario puede
contribuir de forma significativa a la aparicion de este tipo de patologias (Esler, 2017; Fontes
et al., 2023). En este contexto, se ha observado que la hiperactividad del sistema simpatico
no solo contribuye al desarrollo de la hipertensién, sino también a su mantenimiento a largo
plazo (Simms et al., 2009; Esler, 2010; Malpas, 2010; Fisher & Paton, 2012; Briant et al.,
2015).

Asimismo, otras investigaciones han demostrado que los trastornos de ansiedad se
asocian con la hipertension, lo que refuerza la relacion directa entre el estado emocional y
la salud cardiovascular. Esta asociacién se atribuye a la activacion del sistema nervioso
simpatico caracteristica de los estados de ansiedad, que incluye un aumento del gasto
cardiaco y de la resistencia vascular periférica (Johnson, 2019; de Silva et al., 2020). Estas
respuestas son similares a las observadas en los seres humanos durante situaciones de
estrés o amenaza, en las que se producen un incremento de la secrecion de ACTH, junto a
alteraciones cardiorrespiratorias como hipertension, taquicardia y aumento del gasto

cardiaco (Altemus et al., 2001).

Estos problemas de salud cardiovascular se han asociado con la disfuncion del
DMH/PeF, ya que el estrés prolongado en el tiempo puede desencadenar un aumento tanto
en la actividad simpatica como en la presion arterial a largo plazo (Korner, 2007). Aunque,
aun se desconoce si esta disfuncion tiene su origen en el DMH/PeF o en sus vias aferentes
y/o eferentes, algunos autores sugieren que los receptores de serotonina 5-HT1A pueden
estar involucrados en este proceso, ya que la simpatoexcitaciéon y taquicardia inducida por
el DMH/PeF pueden ser inhibidas por la activacion de estos receptores. Ademas, el estrés
prolongado provoca cambios cardiovasculares similares a la ansiedad, y la activacion
constante de los receptores 5-HT3 puede empeorar estas respuestas (Sévoz-Couche et al.,
2013).

No obstante, el estrés no solo impacta sobre el sistema cardiovascular, sino que
también tiene efectos sobre la respiracion. Mas concretamente, una situacion de estrés o de
panico puede modificar la ventilacion aumentandola. Esta respuesta de hiperventilacion
puede estar controlada ante una situacién de lucha o huida o descontrolada ante un ataque
de panico (Suess et al., 1980; Meuret et al., 2017). Al mismo tiempo, el patron respiratorio
refleja tanto la naturaleza como la intensidad de las emociones experimentadas, ya sean

positivas o negativas. Ante situaciones de miedo o ansiedad, la respiracion se vuelve rapida
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y superficial, mientras que durante los estados de relajacion o calma la respiracion suele ser
mas lenta y profunda. Esta relacidn entre emocién y respiracién se hace evidente no solo en
la influencia de los estados emocionales sobre el patrén respiratorio, sino también en como
el control volitivo de la respiracion puede influir en el estado emocional y reducir el estrés
(Suess et al., 1980; Arch & Craske, 2006; Seppala et al., 2014; Szulczewski, 2019).

Diversos estudios han demostrado que existe una interaccion significativa entre las
respuestas cardiovasculares y respiratorias, de modo que los cambios en una pueden influir
en la otra. En el caso de los pacientes con apnea obstructiva del suefio, la hipoxia
caracteristica de esta enfermedad genera un aumento del tono simpatico y de los niveles de
noradrenalina que favorece la disfuncion cardiaca (Fletcher, 2001; Caples et al., 2005; Braga
et al., 2006; Zoccal et al., 2007; Zoccal et al., 2009, Dudenbostel & Calhoun, 2012). Por otro
lado, estudios sobre la ansiedad en musicos, como la ansiedad por la interpretacién musical,
han demostrado que estos experimentan cambios fisiolégicos significativos durante sus
presentaciones, como aumento de la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la alteracion
del tono autonémico. En estos casos, el aumento del flujo simpatico y la disminucién del flujo
parasimpatico afectan no solo al sistema cardiovascular, sino también a la respiracion
(Chao-Ecija et al., 2023).

Por lo que respecta a la vocalizacion, existe una estrecha relacion entre los
trastornos emocionales y los trastornos de la voz. La disfonia psicogena es un ejemplo claro
de cémo un desequilibrio emocional puede interferir en este proceso (Sruthi & Rahul, 2024).
La disfonia psicogena es un tipo de trastorno que afecta a la voz, pero sin que exista una
causa organica o neuroldgica evidente. La aparicion de este trastorno esta mas relacionada
con factores psicolégicos y emocionales como la depresion, la ansiedad y el estrés (tanto
crénico como agudo) y no tanto con un uso incorrecto del mecanismo vocal (Martinez &
Cassol, 2015; Tezcaner et al., 2019; Claros et al., 2019).

Otra disfonia asociada al estrés es la disfonia musculotensional. En ella, se observa
un uso inadecuado de la musculatura laringea, que lleva a un aumento de la tension
muscular y, sobre todo, una falta de relajacién del musculo cricoaritenoideo posterior. Este
es controlado por el nA'y actia como abductor de las cuerdas vocales durante la fonacion,
impidiendo el cierre glético. Ademas, se observa una descoordinacién en la accion sinérgica
y antagonica de los musculos laringeos (Van Houtte et al., 2011; Fernandez et al., 2020;

Garaycochea et al., 2021).

La produccion de la voz requiere un control neurofisiolégico altamente integrado y
preciso de la laringe. La sensibilidad de la voz ante el estrés y la expresién emocional, junto
con la conexion entre los diversos mecanismos de control laringeo y el sistema limbico, hace
que la voz sea vulnerable al desarrollo de trastornos vocales (Baker, 2016). Asi, las

dificultades en la vocalizacién podrian estar relacionadas con un control respiratorio
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deficiente y también con una desregulacion del sistema nervioso auténomo. Dicha
desregulacion podria contribuir al desarrollo de disfonias relacionadas con el estrés, un
trastorno comun y cuya causa fisiolégica aun se desconoce. Dentro de esta problematica
aun no resuelta, la posible implicacion del DMH/PeF en la regulacion autondémica podria ser
una pieza clave para comprender los mecanismos subyacentes a estas alteraciones

vocales.

Aunque la comprensién de los circuitos hipotalamicos implicados en la regulacién
cardiorrespiratoria y en las respuestas defensivas ha avanzado de forma significativa,
persisten notables lagunas en lo que respecta el papel del DMH/PeF en el control motor
laringeo. En concreto, se desconoce de qué manera esta region hipotalamica, reconocida
como un centro clave de integracion autondmica, respiratoria y conductual, modula la
actividad de las motoneuronas laringeas y la coordinacion fina de los patrones respiratorios

asociados a la vocalizacion.

En este contexto, el control laringeo constituye un modelo funcional adecuado para
ello, ya que requiere una integracion precisa entre la actividad motora, los ajustes
respiratorios y la modulacion autondmica. El nA, como principal centro motor laringeo y
punto de convergencia de aferencias respiratorias, autondmicas y suprabulbares, emerge,
de esta manera como un nodo integrador critico para la expresion funcional de estas
interacciones. Por tanto, estudiar la influencia del DMH/PeF sobre el nA permite abordar de
manera directa y funcional los mecanismos neurales que subyacen a la integracion

hipotalamica del control laringeo, respiratorio y cardiorrespiratorio.

103



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han descrito que el cPB-KF y la
region A5 influyen sobre la resistencia laringea, al modular la actividad de las motoneuronas
laringeas del nA (Lara et al., 2002). Estas mismas regiones son fundamentales para regular
las respuestas cardiorrespiratorias y dependen de la actividad glutamatérgica del DMH/PeF
y de la SGP (Diaz-Casares et al.,2009; Diaz-Casares et al., 2012; Loépez-Gonzalez et al.,
2013; Loépez-Gonzalez et al., 2018; Lopez-Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Garcia et
al.,2023).

Ademas, en investigaciones mas recientes hemos demostrado que la activacion de
la SGPdI incrementa la expresion de c-Fos en poblaciones celulares ubicadas en las
formaciones semicompacta y laxa del nA positivas para el factor de transcripcion Foxp2. En
este contexto, la SGPdI parece potenciar la actividad de las motoneuronas inspiratorias
laringeas al tiempo que reduce la actividad de las espiratorias. Todo ello, para facilitar la

respuesta taquipnéica tipica de la respuesta de defensa (Gonzalez-Garcia et al., 2024c).

Con estos estudios, hemos reforzado el uso de la técnica de “glotis aislada in situ”
como herramienta fiable para registrar de forma continua y estable la presion subglética en
ratas anestesiadas y en correlacion con el registro de parametros cardiorrespiratorios y el
registro neuronal unitario extracelular. Estos avances metodolégicos y técnicos, junto a los
resultados de los estudios previos de nuestro grupo de investigacion, llevan a plantear si el
DMH/PeF, debido a su estrecha relacion funcional con la SGPdI, participa también en el

control de la actividad laringea.
En base al conocimiento descrito, se proponen las siguientes hipotesis:

HIPOTESIS 1: la estimulacidn eléctrica continuada del DMH/PeF durante 1 hora
incrementara la expresion del marcador de actividad neuronal c-Fos y mostrara coexpresion

con el factor de transcripcion Foxp2 en el nA.

HIPOTESIS 2: con el registro unitario de la actividad extracelular del nA, mientras se
estimula el DMH/PeF, se demostrara que esta region modula la actividad de las

motoneuronas laringeas ubicadas en el nA.

HIPOTESIS 3: la activacion del DMH/PeF, mediante su estimulacion eléctrica y

quimica, tendra efectos sobre la variable presion subglética.
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En base a las hipétesis planteadas, los objetivos de esta tesis doctoral son los

siguientes:
OBJETIVO GENERAL

Describir, en rata, la influencia que el DMH/PeF tiene sobre el nA en el control de la
actividad laringea con el propdsito de identificar y ampliar el conocimiento actual sobre los

mecanismos neuronales involucrados en la funcion respiratoria y fonatoria.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO I: caracterizar la relacion morfofuncional entre el DMH/PeF y el nA tras
la estimulacion eléctrica del DMH/PeF y mediante el analisis de la expresion y coexpresion

de las proteinas c-Fos y Foxp2 en las diferentes formaciones del nA.

OBJETIVO II: caracterizar la actividad neuronal del nA mediante el registro neuronal
unitario extracelular in vivo, comparando su patron de disparo en reposo y tras la

estimulacion eléctrica del DMH/PeF.

OBJETIVO lllI: caracterizar el papel del DMH/PeF en la regulacion de la respuesta
laringea y cardiorrespiratoria mediante estimulacion eléctrica y quimica del DMH/PeF y

registrando la presion subglética mediante la técnica de “glotis aislada in situ”.

106



MATERIAL Y METODOS



MATERIAL Y METODOS

V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Modelo animal

Se utilizaron un total de 43 ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (OFA-SD IOPS
Caw), no consanguineas y libre de agentes patdgenos (SPF, Specific-pathogen-free), de las
que se excluyeron 6. Todas fueron proporcionadas por el laboratorio Charles Rivers
(Barcelona, Espafia) con una edad de 3 a 6 meses y un peso corporal que oscilé entre los
300y 350 gr.

Los animales fueron estabulados en el Centro de Experimentacion Animal de la
Universidad de Malaga bajo condiciones climaticas y luminicas concretas: temperatura
media de 21+ 1° C y fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad. La alimentacion se basé en
una dieta estandar para animales experimentales (AO4 Panlab) y agua descalcificada ad

libitum.

Toda la experimentacion se ha realizado conforme a la Directiva 2010/63/EU de la
Union Europea y a lo establecido en el Articulo 34 del RD 53/2013 del 1 de febrero. Este
estudio ha sido aprobado por el Comité Etico para la Experimentacion Animal de la
Universidad de Malaga en noviembre de 2016 (57-2016-A) y de la Junta de Andalucia en
abril de 2017 (30/03/2017/054). La duracién total de la fase experimental del estudio ha sido

de 4 afos.
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5.2. Protocolo quirurgico

Anestesia del animal

Se utilizdé pentobarbital sédico como anestésico. Se administré una dosis de ataque
de 60 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.), mientras que para las dosis de mantenimiento se
administr6 2mg/kg por via intravenosa (i.v.). Adicionalmente, se aplic6 100 mg/ml de
lidocaina (Xilonibsa Aerosol 50 ml) de forma local en las regiones quirdrgicas para minimizar

la estimulacién nociceptiva provocada por las distintas manipulaciones intraoperatorias.

Para determinar el grado de anestesia y la necesidad de administrar dosis de
mantenimiento se considero la presencia/ausencia de reflejos, tales como el reflejo palpebral
o de retirada de la pata trasera tras su pinzamiento. Durante los experimentos, ademas, se
considerd6 como criterio la estabilidad o inestabilidad de los parametros de frecuencia

cardiaca, presion sanguinea y frecuencia respiratoria.
Rasurado del animal

Con el proposito de preparar al animal para la cirugia, se rasuré el triangulo de
Scarpa de la pata trasera izquierda, la zona cervical anterior y la region parieto-occipital con
ayuda de una esquiladora eléctrica. En los experimentos de registro neuronal, se rasur6 de

forma adicional la regién dorsal del animal desde la zona cervical a la lumbar.
Canulaciéon de vena y arteria femoral izquierda

Se palpé el pulso femoral en la zona del triangulo de Scarpa para identificar el punto
de incisién. Una vez localizado, se aplicod lidocaina y se realizé una incision cutanea,
aplicando una diseccién roma para poder visualizar la vena y arteria femoral. Para la
canulacion de la vena femoral, se pasé un hilo de sutura (calibre 2/0, métrica 3) por debajo
de sus secciones distal y proximal. Con la finalidad de aumentar el diametro de la vena y el
retorno venoso y, asi, facilitar la canulacion de la vena, se pinzé su parte proximal con pinzas
hemostaticas miniaturizadas tipo bulldog (Aesculap). Tras aumentar el calibre, se anudo el
hilo ubicado en la zona distal y se realiz6é una pequefia incision transversal para insertar un
catéter (calibre interior de 0,4 mm y calibre exterior de 0,8 mm), purgado con suero salino.

Finalmente, fue fijado con hilos de sutura (calibre 2/0, métrica 3).

Para llevar a cabo la canulacién de la arteria femoral, se pasaron dos hilos siguiendo
el mismo procedimiento, aunque con ligeras diferencias. El hilo en la parte distal se anudo
antes de aplicar la pinza hemostatica, para facilitar el llenado de la arteria y aumentar su
calibre. Después de colocar la pinza, se realizd una pequefa incision en la arteria y se
introdujo un catéter (calibre interior de 0,4 mm y un calibre exterior de 0,8 mm), también
purgado, pero con suero heparinizado al 5%. Se fijo el catéter con hilos de sutura (calibre
2/0, métrica 3).

109



MATERIAL Y METODOS

Finalmente, se emplearon grapas de 12 x 2,5 mm de Medicon Instruments para
suturar la incision cutanea. Luego, se conecto el catéter venoso a una llave de tres vias para
la administracion posterior de las dosis de mantenimiento de pentobarbital. El catéter arterial
se acoplé al transductor de presion para el registro de las variables de presion arterial y

frecuencia cardiaca (Figura 9A).
Traqueotomia y canulacion de la traquea

Tras la aplicacion de lidocaina, se realizd una incision cutanea en la zona cervical
medial anterior, siguiendo una direccion caudal, desde 1 cm por encima del cartilago
cricoides hasta la insercion de los musculos esternocleidomastoideos. A continuacién, para
dejar al descubierto la traquea se practicé una diseccidn por planos musculares. Ademas,
se aislaron los nervios laringeos recurrentes para no lesionarlos durante todo el
procedimiento. Para ello, se colocaron dos hilos de sutura (calibre 2/0, métrica 3) por debajo

de la traquea, de tal manera que los nervios quedaron por fuera del hilo.

Tras esto, se practicé una incision transversal en la traquea usando un termobisturi,
entre los anillos traqueales siete y ocho, y se colocd una canula metdlica de 2,5 mm de
diametro interno en direccion caudal, que fue fijada a la traquea con un hilo de sutura. Esta
canula, a posteriori, fue conectada a un neumotacégrafo para registrar y medir el flujo

respiratorio (Figura 9A).
Diseccion del nervio vago

En los experimentos de registro neuronal, tras la diseccion y asilamiento del nervio
vago se colocé un electrodo bipolar Ag/AgCl sobre dicho nervio. El electrodo fue aislado del
tejido mediante la aplicaciéon de una resina aislante de uso biomédico polivinilsiloxano
(Virtual® Light Body Fast Set Wash, Ivoclar Vivadent) y con una pelicula de laboratorio
Parafim™ M (Amcor PM996) (Figura 9B).

Técnica de “glotis aislada in situ”

Se practicoé una segunda incision en la traquea para introducir una segunda canula
de di(2-etilhexil) ftalato (DEHP; 18G x 3/4” 1,25 x 20 mm) a la altura del tercer anillo traqueal y
realizar, asi, la técnica de glotis aislada in situ. La canula se introdujo en una direccion rostral
hasta alcanzar la altura del cartilago cricoides y se acopl6 a una llave de tres vias. Esta llave
se conecto a dos dispositivos diferentes. Por un lado, a un controlador de caudal de aire digital
de masa térmica (Bronkhorst Hi-Tec F-201CV-AGD-22-V) para asegurar el paso de un flujo de
aire caliente (36-37°C) humidificado. El paso del aire se hizo en direccion ascendente hacia la
glotis y a una velocidad constante que variaba entre 30 y 70 ml/min. Por otro lado, se conecté
a un transductor aneroide (ADInstrument modelo FE141 + 0,03 psi) para medir cambios en los

niveles de presion subglética (Figura 9A).
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Al recibir un flujo constante de aire, cualquier cambio de presién seria indicativo de
cambios en la resistencia laringea. Finalmente, la canula se fij6 a la piel del animal con hilo de
sutura (calibre 2/0, métrica 3). La lengua del animal también se fijo con hilo de sutura para evitar
que posibles retracciones de la lengua inducidas por la estimulacion alterasen la presion

intraoral y, por tanto, la medicién de la presion subglética.
Canulacion del eséfago

Se usé un hilo de sutura para aislar y ligar el es6fago en su parte mas craneal. A
continuacion, se introdujo una canula de propileno rellena de aire (0,8 mm de diametro
externo y 0,6 mm de diametro interno) tras realizar una incisién longitudinal con termobisturi.
La canula se introdujo en direccion caudal, quedando 1 cm por encima del limite superior
del esterndn, y se fijo con hilo de sutura (calibre 2/0, métrica 3) en dos puntos diferentes, al
esofago y a la piel del animal. Esta canulacién permitio registrar, indirectamente, la presion

pleural a partir de la presion esofagica.

Estereotaxia y parietostomia

El animal se coloco en posicion decubito prono en el aparato de estereotaxia (Kopf
Instrument) sobre una mesa antivibratoria neumatica (TMC sys 63530) y con la barra
superior alineada 3,3 mm por debajo de la linea interaural (Paxinos & Watson, 2007). Se
utilizaron las barras frontales del aparato para fijar al animal a nivel de boca y hocico y las

barras laterales que alcanzan los conductos auditivos externos para fijar la cabeza.

Se practicoé una incisién cutanea longitudinal en la zona medial de la cabeza del
animal y se aplicd una diseccion roma con espatula sobre la aponeurosis y los planos
musculares hasta exponer la calota. Tomando como referencia lambda y bregma, se realizé
una parietostomia de 4 mm de diametro en DMH/PeF con un taladro quirargico (entre 2,2
mm y 3,12 mm posterior a bregma y 0,6 mm lateral a la linea media). Previo a las
parietostomia, se cubrié el diploe con cera 6sea para prevenir posibles hemorragias y

embolias aéreas.

En los experimentos de registro neuronal, se retir6 la regiéon cerebelosa mas
posterior mediante aspirado para dejar al descubierto el tronco encefalico. Esto permitio

visualizar el obex, que se tomd como punto de referencia para ubicar el nA.

Desde el inicio de la cirugia estereotaxica en adelante, la temperatura corporal del
animal se controlé (37+0,5 °C) por medio de un sistema de manta termostatica
homeotérmica y una sonda rectal. También se aseguré la ventilacion del animal de forma
espontanea o asistida (CO2 espiratorio al 5%). Adicionalmente, en los experimentos de
registro neuronal, los ojos de los animales se cubrieron con pomada ocular (Novartis

Farmacéutica, S.A.) para evitar su desecacion.
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Procedimiento quirdrgico para registro de variables
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Nota. (A) Dibujo esquematico que muestra el montaje quirdrgico para el registro simultaneo

de presion arterial, frecuencia cardiaca, flujo/volumen respiratorio, presion pleural y presion

subglética. Se muestran la canulacion de vena y arteria femoral, la traqueotomia conectada

al neumotacoégrafo, la canulacion esofagica y la técnica de “glotis aislada in situ”

. (B) Dibujo

esquematico de la diseccion y aislamiento del nervio vago y/o laringeo recurrente para

registro neuronal. Adaptado de material no publicado de la tesis doctoral Mecanismos

supraencefalicos involucrados en el control de la actividad laringea, de M. Gonzalez Garcia

(2024a). Tesis doctoral disponible en el Repositorio Institucional de la Universidad de Malaga

(RIUMA). Figura elaborada con apoyo de herramientas de inteligencia artificial.
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5.3. Estudio de inmunotinciéon: expresidon y coexpresion de las
proteinas c-Fos y Foxp2 en el nA por la estimulacion eléctrica del
DMH/PeF

Se llevé a cabo un bloque experimental para detectar, tras la estimulacion eléctrica
de DMH/PeF, cambios en la expresion de dos factores de transcripcion (proteinas c-Fos y
Foxp2) en el nA. Para ello, se usaron 10 animales divididos en dos grupos experimentales
diferentes, estimulacion (n=5) y control (n=5). El listado completo de materiales y equipos

utilizados en este bloque se detallan en el Anexo I.

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico (dosis inicial: 60mg/kg i.p.; dosis
de mantenimiento: 2 mg/kg i.v.) y la vena y la arteria femorales izquierdas se canularon
conforme a lo descrito en el apartado “Canulacién de vena y arteria femoral izquierda’’. Para la
estimulacion del DMH/PeF, se realizé una parietostomia derecha y se introdujo un electrodo
conceéntrico bipolar (Rhodes Medical electrodes, NE-100) en el DMH/PeF (entre 2,2 mmy 2,76
mm posterior a bregma, 0,6 mm lateral a la linea media y 8,2 mm de profundidad; Paxinos &
Watson, 2007). Las respuestas cardiorrespiratorias de los animales se utilizaron como criterio

funcional para ajustar con precision la posicion del electrodo dentro del DMH/PeF.

Para garantizar que los cambios en c-Fos y Foxp2 se debian especificamente al
estimulo aplicado y no a variaciones cardiovasculares mediadas por el sistema simpatico, se
administré guanetidina (10 mg/kg por i.v.). Solo los animales del grupo de estimulacion
recibieron estimulacion eléctrica en el DMH/PeF, aplicando pulsos de 1 ms, 30-50 pA a 100 Hz
durante 5 segundos con intervalos de 60 segundos durante una hora. A continuacion, se retird

el electrodo y los animales permanecieron en reposo durante 90 minutos.

Finalizado el tiempo de reposo, se realizé una perfusion vascular transcardiaca para la
fijacion del tejido. Para garantizar que los animales no presentaban reflejos, se inyecto
previamente una nueva dosis de pentotal sddico (2mg/kg i.v.). Los pasos de este bloque
experimental quedan resumidos en la figura 10, en la que se especifica las dosis de anestésico

y los tiempos de administracion.
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Figura 10

Protocolo experimental: administracion de anestesia, fases y tiempos
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Nota. Diagrama temporal de las inyecciones de anestesia administradas en las diferentes
fases experimentales del bloque de inmunotincion. La primera administracion corresponde
a la dosis de ataque (60 mg/kg), mientras que las administraciones posteriores se
corresponden con dosis de mantenimiento (2mg/kg). En la parte inferior se indican los

intervalos de tiempo en minutos (min) entre cada fase.

5.3.1. Procesamiento del tejido

Fijacién y obtencion del tejido

En cada animal se llevé a cabo una toracotomia medio esternal para exponer el
contenido de la caja toracica y practicar una perfusion vascular transcardiaca con una aguja
estéril de 23G x 1”7 (0,6 mm x 25 mm). En primer lugar, se hizo circular una solucion salina
tamponada con fosfato (PBS 0,1M pH 7,3) a través del ventriculo izquierdo y se hizo una
incision en la auricula derecha para permitir el drenaje. Tras la perfusion con PBS, se
administré una solucion fijadora de paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente. Se
utilizé una bomba de perfusion peristaltica (modelo G628-1) con una velocidad de
administraciéon de 5-10 ml/min. Para finalizar, se hizo la extraccion del cerebro y se postfijo,

mediante inmersion, en el mismo medio de fijacion durante 24 horas.
Conservacion del tejido

Para garantizar una correcta infiltracion del medio de inclusion y la obtencion de
cortes uniformes y efectivos, los cerebros se lavaron en una solucién de PBS (0,1M pH 7,3)
(3 lavados de 10 minutos cada uno). Los lavados se realizaron por inmersion y en agitacion.

Finalmente, los cerebros se conservaron en una solucién de PBS azida sddica al 0,02%
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(PBS-Az) a 4°C para prevenir el crecimiento microbiano y mantener la integridad del tejido

hasta su uso.
Inclusion del tejido

Los cerebros se incluyeron en una solucién liquida de agarosa al 3% (Sigma-Aldrich)
diluida en PBS (0,1M pH 7,3) y calentada hasta su completa disolucién. Posteriormente, los
cerebros se colocaron en moldes metalicos, previamente enfriados, y se vertid la solucion

de agarosa liquida sobre estos hasta que se solidificaron por efecto del frio.
Obtencion de secciones del tejido

Se obtuvieron cortes coronales (30um) de la region del bulbo raquideo de los
cerebros, usando un vibratomo (5100mz Campdent Instrument). Los cortes se almacenaron
y conservaron de forma seriada en una solucion de PBS-Az al 0,02% en placas multipocillos
de 24 compartimentos. Cada fila de la placa se destiné a un animal especifico. Se comenzé
colocando el primer corte en el primer compartimento, el segundo en el siguiente
compartimento, y se continud de esta manera hasta llenar el sexto compartimento de la fila.
Después, se reinicié el proceso desde el primer compartimento para los siguientes cortes.

Finalmente, el tejido se conservo a 4°C hasta su uso.

5.3.2. Anticuerpos primarios

Los anticuerpos primarios utilizados en este estudio fueron anti-c-Fos, anti-Foxp2 y anti-
ChAT. La proteina c-Fos es una proteina nuclear codificada por el gen fos, ampliamente usada
como marcador para el estudio de la actividad neuronal (Sheng et al., 1990; Lara Aparicio et al.,
2022). Su expresion aumenta a los 30 minutos post-despolarizacion y alcanza su pico maximo
entre los 60 y 90 minutos (Morgan et al., 1991; Hoffman et al., 1993). Se analiz6 la expresion de
esta proteina para investigar el papel de las motoneuronas laringeas ubicadas en el nA, en

respuesta a la estimulacion eléctrica del DMH/PeF.

La proteina Foxp2, codificada por el gen Foxp2, es un factor de transcripcion crucial en
la regulacion genética durante el desarrollo neuronal, sobre todo, en regiones del cerebro
relacionadas con el procesamiento del lenguaje y la produccion de sonidos (Stani¢ et al., 2018).
Se evalué la expresion de la proteina Foxp2 para determinar la presencia de grupos neuronales

en el nAinvolucrados en la vocalizacion/respiracion tras la estimulacion eléctrica de DMH/PeF.

El doble marcaje de cada una de estas proteinas junto a la proteina ChAT se uso para
identificar y caracterizar las motoneuronas colinérgicas presentes en el nA. Dado que las
neuronas del nA participan en el control de funciones motoras como la fonacion, la deglucion y

la respiracion, y utilizan acetilcolina como neurotransmisor principal (Sapir et al., 2008; Cho et al.,
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2020; Akunna et al., 2023; Blount et al., 2023), la deteccién de la expresién de ChAT fue crucial

para confirmar la localizacién de las motoneuronas laringeas en el nA.

La tabla 1 contiene informacién especifica de los anticuerpos primarios utilizados. Todos
ellos fueron diluidos en una solucién de PBS con Tritén X-100 al 0,2% (PBS-Tx) y azida sédica
al 0,02% (PBS-Tx-Az).

Tabla 1

Caracteristicas de los anticuerpos primarios usados

Anticuerpos Anti-c-Fos Anti-Foxp2 Anti-ChAT
Especie inmunizada Ratén Oveja Cabra
Especie inmunogénica Humano Humano Humano
Marcaje Nuclear Nuclear Citoplasmatico
Casa comercial Santa Cruz Biotechnology RD Systems Sigma Aldrich
N° de catalogo Sc-271243 AF5647 AB144P
Referencia Staples et al., 2021 Geerling et al., 2017 Ryu et al., 2021

Nota. La seleccién de los anticuerpos se hizo en base a su especificidad, uso previo en tejido
animal y disponibilidad comercial. Las referencias validan el uso de los anticuerpos
seleccionados.

5.3.3. Protocolo de la técnica de inmunohistoquimica: doble marcaje c-Fos/ChAT y
Foxp2/ChAT

Se seleccionaron cortes seriados del bulbo raquideo espaciados cada 180 um (=20
cortes por animal) para asegurar la inclusion de secciones representativas de todo el eje rostro-
caudal del nA y nRA. Todas las secciones se trabajaron en flotacion, siguiendo un protocolo
estandar de inmunohistoquimica doble basado en el método de avidina-biotina. La deteccion de
los antigenos se realiz6 de manera secuencial. Ambos grupos experimentales (estimulacion y

control) se procesaron bajo las mismas condiciones.

El tejido fue pretratado con peroxido de hidrégeno (H202) al 3% durante 15 minutos para
inactivar la enzima peroxidasa endogena. A continuacion, los cortes se lavaron en PBS 0,1 M (3
lavados de 5 minutos) y se incubaron en el anticuerpo primario correspondiente (1:1,000 anti-c-

Fos; 0 1:1,000 anti-Foxp2) durante 24 horas a temperatura ambiente.
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Al dia siguiente, se realizaron lavados en PBS y los cortes se incubaron en sus
respectivos anticuerpos secundarios biotinilados durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-lgG de raton desarrollado en cabra (Vector
Laboratories) o anti-IlgG de oveja desarrollado en conejo (Vector Laboratories) (dilucion 1:500 en
PBS-Tx-Az).

Los cortes se lavaron de nuevo con PBS (3 veces) y se incubaron durante 1 hora en
estreptavidina conjugada con peroxidasa (1:2,000; Sigma-Aldrich) diluida en PBS-Tx. Tras esto,
se realizaron lavados con PBS (3 de 5 minutos) y la actividad de la peroxidasa se revel6 con DAB
al 0,05% (Sigma-Aldrich) y H,O, al 3%. Ademas, se us6 una concentracion de 0,8 mg/ml de
sulfato amonico de niquel (Carlo ERBA Reagents) para intensificar la reaccion y obtener un color

azul-violeta en el marcaje.

Posteriormente, para el marcaje citoplasmatico de ChAT, se incubaron los cortes con el
anticuerpo anti-ChAT (1:1,000) durante 24 horas, seguidos de un anticuerpo secundario anti-IgG
de cabra (1:500; Thermo Fisher Scientific) desarrollado en burro durante 1 hora (dilucién en PBS-
Tx-Az). El revelado se realizé unicamente con DAB para obtener un marcaje color naranja-
marrén. Finalmente, los cortes fueron lavados en PBS (3 veces), colocados en portaobjetos
tratados con gelatina de oro (Panreac) y secados al aire durante 24 horas. Ademas, se
deshidrataron con una serie de alcoholes de graduacién ascendente, aclarados en xilol (Sigma-

Aldrich) y cubiertos con el medio de montaje DPX (Sigma-Aldrich).
5.3.4. Protocolo de la técnica de inmunofluorescencia: doble marcaje c-Fos/Foxp2

Se siguid el mismo proceso de seleccion de cortes que el empleado en el protocolo de
inmunohistoquimica (secciones cada 180 um; =20 cortes por animal). Los cortes fueron
procesados bajo un protocolo estandar de inmunofluorescencia indirecta y simultanea como se

describe a continuacion.

En primer lugar, el tejido se bloqued con albumina de suero bovino al 4% (en inglés BSA;
Bovine Serum Albumin) y se permeabiliz6 con PBS-Tx-Az durante 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacion, el tejido se incubd con los anticuerpos primarios, diluidos en la misma
soluciéon de BSA-PBS-Tx-Az (1:750 anti-c-Fos de raton; 1:750 anti-Foxp2 de cabra) durante 48

horas a temperatura ambiente.

Transcurridos dos dias, el tejido fue lavado en PBS (3 lavados de 5 minutos). Para la
deteccion, fue incubado en anticuerpos secundarios conjugados con fluorocromos (1:1,000 Alexa
Fluor 488, anti-raton; 1:1,000 Alexa Fluor 594, anti-cabra) durante 1 hora a temperatura ambiente
y en oscuridad (dilucion en BSA-PBS-TX-Az). Se realizaron lavados en PBS (3 lavados de 5

minutos) y se llevd a cabo una contratincion nuclear con DAPI (1:10,000; Invitrogen) diluido
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en PBS durante 10 minutos. Finalmente, tras un ultimo lavado en PBS, los cortes se colocaron
en portaobjetos gelatinizados y se cubrieron con un medio de montaje propio de

inmunofluorescencia (Dako).

5.3.5. Analisis y cuantificacion del marcaje inmunohistoquimico

Las imagenes histolégicas de los cortes inmunomarcados doblemente con los
anticuerpos c-Fos/ChAT y Foxp2/ChAT se adquirieron con un microscopio optico BX61VS
(Olympus), equipado con el software Olympus VS. Se emplearon objetivos de 10x, 20x y
40x. Para la cuantificacion, se analizaron exclusivamente las microfotografias tomadas con

un aumento de 10x.

El analisis se realizé con el software ImagedJ (National Institutes of Health, NHI). Las
imagenes se convirtieron a escalas de grises para mejorar el contraste y facilitar la
identificacion del marcaje nuclear. Se llevé a cabo una cuantificacion semiautomatica de las
células con marcaje nuclear positivo para c-Fos (c-Fos*) y Foxp2 (Foxp2*), identificadas por

la coloraciéon azul-violacea de sus nucleos.

El analisis de nucleos c-Fos* y Foxp2* se hizo tanto en células con marcaje positivo
para ChAT como aquellas sin inmunorreactividad para este marcador. En concreto, se
establecieron tres categorias de andlisis celular: motoneuronas, no-motoneuronas y células
totales (suma de ambas). En cada caso, se comparé el nimero de nucleos positivos entre

los lados ipsilateral y contralateral a la estimulacion.

La expresion de c-Fos y Foxp2 se analiz6 siguiendo la organizacion somatotopica
del nA descrita por Pascual-Font et al. (2011) y Hernandez-Morato et al. (2013). En concreto,
se analizaron las tres subdivisiones del nA. Para la clasificacion de los cortes en las distintas
subdivisiones del nA se tomd como referencia bregma, de acuerdo con el Atlas de Paxinos
y Watson (2007): formacion compacta (-12,00 mmy -12,84 mm), semicompacta (-12,84 mm
y -13,44 mm) y la formacion laxa (-13,44 mm y -14,16 mm) (Figura 11). De forma adicional,
se cuantifico la expresion nuclear de ambos marcadores en el nRA (rango de bregma entre
-14.28 mm y -15.72 mm), siguiendo los mismos criterios y categorias de analisis empleados

para el estudio del nA.
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Figura 11

Subdivisiones del nA para el estudio de la distribucién del marcaje para c-Fos y Foxp2

ABC

sp5

Bregma -12.00 mm Bregma -12.96 mm Bregma -13.56 mm

Nota. Representacion esquematica de las subdivisiones del nucleo ambiguo (nA)
establecidas para el analisis de nucleos positivos para c-Fos y Foxp2 tras la estimulacién
del DMH/PeF: (A) region compacta; (B) regién semicompacta; y (C) region laxa (Pascual-
Font et al., 2011; Hernandez-Morato et al., 2013). Coordenadas de acuerdo con el atlas
Paxinos y Watson (2007). Abreviaturas: AmbC: formacion compacta del nucleo ambiguo;
AmbSC: formacion semicompacta del nucleo ambiguo; AmbL: formacién laxa del nucleo
ambiguo; BO: complejo de Botzinger; C1: células C1 adrenérgicas; NTS: nucleo del tracto

solitario; GRVr: grupo respiratorio ventral rostral; sp5: nucleo espinal del trigémino.
5.3.6. Anadlisis y cuantificacion del marcaje inmunofluorescente

Las secciones doblemente marcadas con c-Fos/Foxp2 fueron analizadas mediante
un microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Alemania) y el software Leica
LAS X LS (Leica Microsystems). Se us6 el objetivo de 10x y el de 20x con inmersién en
aceite. La visualizacion de la fluorescencia se realizé combinando los laseres de excitacion
de 488 nm y 568 nm, correspondientes a los fluoréforos Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 594,
respectivamente. Se adquirieron imagenes considerando dos planos en el eje Z para
asegurar la correcta identificacion de las células inmunorreactivas en diferentes niveles

focales.
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Al igual que en el analisis de las secciones de microscopia oOptica, se realizé una
cuantificacion semiautomatica con el software ImagedJ (NIH) tanto en lado ipsilateral como
contralateral a la estimulacion. Sin embargo, este anadlisis se hizo Unicamente en las
formaciones semicompacta del nA. Para el estudio de la coexpresion de las proteinas c-
Fos/Foxp2 se establecieron tres categorias de células: células positivas para c-Fos y
negativas para Foxp2 (c-Fos*/Foxp2), células negativas para c-Fos y positivas para FoxP2

(c-Fos™/Foxp2*) y células con coexpresion de ambos marcadores (c-Fos*/Foxp2*).

La combinacion de los canales de fluorescencia se realizd6 mediante el proceso de
merge para obtener una uUnica imagen compuesta, que permitidé visualizar de manera
simultanea las células solo c-Fos*, solo Foxp2* y las que presentaban coexpresion de ambos

marcadores.
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5.4. Estudio neurofuncional: analisis y caracterizacion de la relacion

funcional entre el DMH/PeF y el nA

5.4.1. Caracterizacion de la actividad eléctrica neuronal del nA durante la
estimulacion del DMH/PeF

En esta serie de experimentos se registro la actividad neuronal unitaria extracelular
en el nA, mientras se aplicaba estimulacion eléctrica en dos regiones distintas: el DMH/PeF
y/o el nervio vago derecho. Se realizé en un total de 4 animales. El objetivo fue analizar
variaciones en la frecuencia de disparo y otras propiedades electrofisioldgicas. El
procedimiento descrito a continuacion queda representado esquematicamente en la figura
12. El material técnico y equipamiento utilizados para estos experimentos se detallan en el

Anexo |l.

Para la estimulacion del DMH/PeF, el microelectrodo de estimulacion (SNE 100,
RODHES Medical Electrodes) se situd estereotaxicamente entre 2,2 mm y 2,76 mm caudal
a bregma, 0,6 lateral a la linea media y 8,2 mm de profundidad desde la superficie de la
calota. (Paxinos & Watson, 2007). Para verificar que la colocacion del microelectrodo era
adecuada, se observaron los cambios cardiorrespiratorios en el animal tras la estimulacion
eléctrica (30-40 pA, 100 Hz, pulsos de 1 ms, durante 5 s) del DMH/PeF. Una vez confirmada
la localizacion funcional, se realiz6 una estimulacion de la zona (50-100 pA, 1 Hz, pulsos de
0,1 ms) para llevar a cabo estudios orto y antidromicos, asi como analisis peri-post estimulo,

para evaluar la modulacion de la actividad neuronal unitaria desde DMH/PeF.

El nervio vago derecho fue aislado en la regién cervical. Para su estimulacion se
empled un electrodo bipolar Ag/AgCl fabricado con alambre de plata de 0,5 mm de diametro
(modelo ESW-F15N) y recubierto de teflon. El aislamiento de teflon se retird para dejar al
descubierto un tramo conductor de aproximadamente 2 mm en el extremo del cable, dandole
forma helicoidal tipo muelle. El nervio vago se introdujo dentro de esta estructura, que sirvié
de electrodo. La estimulacion del nervio vago se llevé a cabo con una intensidad de 1V, a

una frecuencia de 1 Hz y un pulso de 0,1 ms (Subramanian et al., 2018).

La actividad neuronal unitaria en el nA se registro mediante el uso de electrodos de
tungsteno (impedancia de 8-11 MQ), fijados a un microposicionador electrénico con control
remoto (modelo 607-W, David Kopf Instruments). El avance del microelectrodo y su contacto
con el tejido cerebral se comprobd mediante cambios de impedancia observados en el
osciloscopio. También se confirmé mediante control de audio, detectando variaciones en la
frecuencia del sonido emitido por la penetracion de este en el bulbo, y mediante el uso de
un microscopio quirurgico (modelo M-300, Leica). En concreto, el microelectrodo se introdujo

en las formaciones semicompacta y laxa del nA considerando la posicion del obex (entre
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0,25y 1,5 mm anterior al obex, 2 mm lateral a la linea media y a una profundidad de 2a 2,5
mm desde la superficie) (Paxinos & Watson, 2007). Ademas, se colocé un electrodo de tierra
(Ag/AgCl) en el tejido subcutaneo en zona lumbar. La impedancia del microelectrodo se
comprobd de forma regular aplicando una sefial de 1 KHz, ajustando la capacitancia del
circuito hasta lograr su compensacion, y verificando que los valores de impedancia en el dial

del micropotenciometro eran correctos (8-11 MQ).

Las sefiales extracelulares fueron pre-amplificadas (modelo DP-311-00,
ADInstruments) y sometidas a filtrado mediante un amplificador diferencial con un corte de
frecuencia de 3 KHz y una atenuacién de 6 dB/Oct, amplificandose en un factor 10. Estas
sefales fueron visualizadas en un osciloscopio de cuatro canales. Esto permitié observar in
situ y simultaneamente potenciales de accion extracelulares (PAE), presion arterial y flujo
respiratorio, asi como evaluar las posibles relaciones entre ellos. Ademas, fue posible su

almacenamiento para su estudio posterior.

Durante los registros, se limpiaba la punta del microelectrodo inyectando una
corriente de 500 Hz (10 s, 0,005 mA durante 60 ms) para evitar variaciones en la impedancia
debido al residuo tisular adherido. Para evitar diferencias de potencial y ruido por corrientes
parasitas en el sistema y que pudiesen interferir en la precision de las mediciones, todos los
equipos de medicidén, soportes metalicos y conducciones de liquidos fueron apantallados.
Ademas, se conectaron a una masa comun para evitar diferencias de voltaje entre los

componentes.

La sefal preamplificada se amplificé adicionalmente con una ganancia de 10K (2%)
para asegurar que la sefal presentaba la suficiente intensidad para su analisis. Ademas, se
aplicaron filtros de frecuencia para eliminar el ruido no deseado. En particular, se aplico un
filtro de alta frecuencia para eliminar sefales superiores a 3 kHz y de baja frecuencia para
eliminar sefiales por debajo de 100 Hz. Ambos filtros se aplicaron con una atenuacion de 3
dB. Esto significa que las sefiales que estaban fuera del rango deseado experimentaron una
reduccion en su potencia, asegurando que solo las frecuencias relevantes, situadas entre

100 Hz y 3 kHz, se mantuvieron en la sefial final, mejorando asi la relacion sefal/ruido.

Las descargas neuronales fueron también monitoreadas a través de un amplificador
de audio. Esto permitié que la actividad eléctrica de las neuronas se escuchara de forma
inmediata, lo que facilitd la deteccion auditiva antes de visualizarla en el osciloscopio. Por
tanto, durante la experimentacion se tomé como referencia la actividad basal de las
neuronas para optimizar la visualizacién de las espigas. Ademas, para evitar la generacion
de potenciales gigantes por aproximacion del electrodo al soma neuronal, se controld la

distancia entre ambos durante el registro.
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Para verificar la relacion entre la actividad unitaria de una neurona en el nA'y su
proyeccion desde el subgrupo del DMH/PeF, se utilizé un generador de corriente que
enviaba pulsos de onda cuadrada a 1 Hz y 0,1 ms de duracion, conectado a un electrodo de
estimulacion con intensidades de 0,05 a 0,5 mA. Se comprobd la impedancia de los
electrodos utilizando una resistencia en serie (1kQ) y midiendo la caida de potencial con un
amplificador de alta impedancia. También se monitorizaron las corrientes de polarizacion en
el circuito de estimulacién. Al finalizar el experimento, se aplicé una corriente elevada (250
MA durante 20 segundos) para microcoagular el tejido y confirmar la localizacion exacta de

las neuronas registradas en el estudio histologico posterior.
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Figura 12

Registro de la actividad neuronal unitaria del nA durante la estimulaciéon del DMH/PeF

DMH-PeF \ Comprobacién ubicacion: Estimulacion del vago:
\ \ Pulsos de 1 ms Pulsos de 0,1 ms
\ l ‘ SR 30-40 uA 50-100 pA
\\J { \ 100 Hz 1Hz
! 5 segundos

Estimulacion DMH/PeF:
Pulsos de 0,1 ms Registro
Interaural 6.24 mm \ 50-100 pA neuronal

1Hz

Cerebral Corte)

Thalamus

FORMACION
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DISPERSA

B (O] Formacién compacta del nA
(@@ Formacién semicompacta del nA

@B Formacion laxa del nA

O nrRA

Nota. (A) Esquema representativo del montaje experimental para el registro de actividad
unitaria en el nA durante la estimulacion del DMH/PeF y del nervio vago derecho. Se
muestran las zonas de estimulacion, parametros de estimulacion y zona de registro. (B)
Representacion esquematica del bulbo raquideo en vista dorsal, mostrando la localizacion
del obex como punto de referencia para la insercion del microelectrodo en el nA.
Abreviaturas: AmbSC: formacién semicompacta del nicleo ambiguo; AmbL: formacién laxa
del nucleo ambiguo; C1: células C1 adrenérgicas; DMH/PeF: nudcleo hipotaldmico
dorsomedial y area perifornical hipotalamica; GRVr: grupo respiratorio ventral rostral; nA:
nucleo ambiguo; nRA: nucleo retroambiguo; NTS: nudcleo del tracto solitario; sp5: nucleo

espinal del trigémino. Figura elaborada con apoyo de herramientas de inteligencia artificial.
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5.4.2. Caracterizacion de la respuesta de presion subglética inducida por la

estimulacién eléctrica y quimica del DMH/PeF

Los parametros laringeos y cardiorrespiratorios fueron estudiados en reposo y post-
estimulacion eléctrica y quimica del DMH/PeF en 22 animales. Los valores de reposo de
cada una de las variables estudiadas (frecuencia cardiaca instantanea, presion arterial,
presion pleural, flujo respiratorio y presion subglética) se tomaron como referencia para
evaluar los cambios inducidos por la estimulacion eléctrica y quimica. A continuacion, se
describe el procedimiento experimental seguido para el estudio de la presién subglética en
ambos tipos de estimulacion. El material técnico y equipamientos usados se detallan en el

Anexo |l.

Caracterizacion de la respuesta de presion subglética inducida por la

estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En un total de 8 animales, se colocé un microelectrodo concéntrico bipolar (SNE 100,
RODHES Medical Electrodes) estereotaxicamente entre 2,2 mm y 2,76 mm posterior a
bregma, 0,6 mm lateral a la linea media y a una profundidad de 8,2 mm con respecto a la
superficie de la calota para estimular eléctricamente DMH/PeF (Paxinos & Watson, 2007).
La region fue estimulada con pulsos eléctricos de 1 ms durante 5 s, a 100 Hz y a una
intensidad de 30-50 pA. Durante la experimentacion, se consideraron las respuestas de las
variables cardiorrespiratorias medidas para garantizar que se estaba estimulando la region
de interés. Ademas, se aumento tanto la intensidad como el tiempo de estimulacién (250 pA
CC durante 20 segundos) al final de cada experimento para facilitar la localizacion del

DMH/PeF en su estudio histoldgico posterior.

Caracterizacion de la respuesta de presion subglética inducida por la

estimulacion quimica del DMH/PeF

Se utilizaron 14 animales, que se subdividieron en grupo control (n=7) y grupo de
estimulacién (n=7). Las microinyecciones se hicieron siguiendo las mismas coordenadas que
en la estimulacion eléctrica. Se introdujo una microjeringa Hamilton (0,5 pl; modelo Neuros
7000.5, ref. 65457-01, Hamilton Company) para realizar microinyecciones de PBS (50 nL, pH
7,4 £ 0,1, 5 s de duracién) en el grupo control. En el grupo de estimulacion, se realizaron
microinyecciones de glutamato (0,25 M, 50 nL, 5 s de duracién). En cada animal, se definieron
dosis de 50 nL de volumen que se administraron mediante una Unica microinyeccion. Cada
microinyeccion fue controlada por una microbomba. Para localizar los puntos de microinyeccion
en el estudio histoldgico posterior, el PBS y el glutamato se disolvieron en una solucion de azul
de Evans. La composicion, concentracion y la finalidad de los agentes quimicos utilizados se

muestran en la tabla 2.
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Tabla 2

Agentes quimicos microinyectados para la estimulacién quimica del DMH/PeF

Componente Concentracion Finalidad

Vehiculo inerte para asegurar

PBS Solucién al 0,1 MpH 7,4 £0,1. _ L
neutralidad fisiolégica
Agente excitador para inducir
Glutamato Solucién al 0,25M
actividad en el DMH/PeF
Marcador histologico para localizar
Azul de Evans Dilucion al 1% en PBS

microinyeccion

5.4.3. Tratamiento histolégico

Para concluir los experimentos, se administré una sobredosis de pentobarbital
sodico y se practico la decapitacion del animal, ambos como métodos de eutanasia. Tras
esto, se extrajo el encéfalo y tronco de encéfalo para fijarlos en una soluciéon de formol al
5% (50 ml). Una vez fijado el tejido, se realizaron secciones de dicho tejido (80 um) con un
microtomo de congelacion (Leica Instruments GmbH, Mod.1206) y se tifieron con rojo

neutro.

Las estimulaciones eléctricas y las microinyecciones quimicas provocaron lesiones
y tinciones con azul de Evans en el tejido, respectivamente. Ambos se tomaron como
referencia para garantizar que las posiciones del microelectrodo y la microjeringa eran

correctos para las estimulaciones del DMH/PeF.
5.4.4. Sistema de registro y analisis de las variables registradas
Analisis de la actividad neuronal

En los experimentos de registro neuronal se registro la Actividad Neuronal Unitaria.
La actividad neuronal se monitore6 mediante el software LabChartPro, que permitié evaluar
la forma, amplitud y frecuencia de los potenciales de accion. Ademas, se uso6 un osciloscopio
de almacenamiento digital que permitié discriminar de manera efectiva la sefial de una
neurona especifica, minimizando la interferencia de otras sefales eléctricas. Para
comprobar los efectos de la estimulacion del DMH/PeF y/o el vago en la actividad neuronal
se midié cuantas veces dispararon las neuronas por segundo tanto en su estado natural

(reposo) como después de ser estimuladas.
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En primer lugar, se analizé el periodo de latencia, que es el intervalo de tiempo
transcurrido desde que se aplica un estimulo hasta que se registra el potencial de accion
extracelular en la neurona. Para medirlo de manera precisa, se utilizé un osciloscopio
equipado con funciones de almacenamiento digital y discriminacion de ventana. El momento
exacto de generacion del potencial de accion se pudo identificar gracias a la capacidad del

osciloscopio para captar y almacenar los datos de interés.

En el analisis de los potenciales de acciéon extracelular (PAE) registrados, se
evaluaron tres componentes principales (Lorente de No, 1947; BeMent & Ranck, 1969;
Lemon, 1985):

A. Potenciales extracelulares axénicos y somaticos: se compararon los PAE
somaticos y axonicos en base a su forma, estabilidad y duracién. EI PAE somatico es
considerablemente mas grande (50—-100 veces) que el PAE axénico. Mientras que los PAE
en el axon tienden a aparecer y desaparecer repentinamente con la insercion del electrodo,
el PAE somatico es mas estable. EI PAE axonico tiene una forma trifasica y carece de la
inflexién que se observa entre el segmento inicial (SI) y el somato-dendritico (SD). Cuando
se aumenta la frecuencia de estimulacién por encima de 200 Hz, la porcion SD del PAE
puede desaparecer. Ademas, el PAE somatico tiene una mayor duracién debido a la mayor

capacitancia de la membrana somatica.

B. Estimulacién antidréomica (AD) vs. ortodromica (OD): se determind si los PAE
registrados eran el resultado de estimulacion antidrémica y no ortodréomica, utilizando varios

criterios:

- Rotura del Complejo SI-SD: en la estimulacion antidromica se observa que la

"rotura" del complejo entre el Sl y el SD es mas frecuente, especialmente a
frecuencias de estimulacién mas altas. Esta rotura se refiere a una alteracion
en la forma esperada de la sefial, lo que indica que el impulso viaja en la
direccion opuesta a la normal, lo que es tipico en la estimulacién antidromica.

- Amplitud y duracién del PAE: el PAE ortodromico (OD) tiende a tener una mayor

amplitud (es decir, es mas fuerte) y una duraciéon mas corta en comparacion
con el PAE antidromico (AD). Un PAE OD mas fuerte y breve puede ser un
indicativo de la activacién normal de la neurona, mientras que un PAE AD
podria mostrar caracteristicas distintas debido a su naturaleza inversa.

- Onda Pre-potencial Positiva: en registros cercanos al soma durante la

estimulacion OD, en ocasiones se detecta una onda pre-potencial positiva, que
es un indicativo de la activacion de sinapsis excitatorias, que ocurren en las

dendritas de la neurona al mismo tiempo. La presencia de esta onda sugiere
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que las sinapsis excitatorias estan generando una respuesta previa al potencial

de accion, lo que es mas caracteristico de la activacién OD.

C. Identificaciéon antidréomica (1A): para identificar la estimulaciéon antidrémica, se

aplicaron criterios adicionales:

- Latencia constante: el tiempo entre la estimulacion y la captacion del potencial AD

debe ser constante. Si las latencias son menores de 100 ps, se confirma la
conexion directa al axon estimulado (retardo sinaptico 0,5-1,0 ms). Para minimizar
la inestabilidad del trafico axdénico, se utilizaron estimulos dobles con intervalos

fijos.

- Respuesta en frecuencia: la capacidad para continuar estimulando a altas

frecuencias esta limitada por el periodo refractario axénico, aproximadamente entre
0,5y 2,0 ms para el SNC. Se realizaron estimulos en pares hasta encontrar el
umbral, y con estimulos de tres o cuatro pulsos supramaximos se pudo predecir
cuales se transmitirian. En respuestas transinapticas no se observan respuestas

multiples a altas frecuencias y la primera respuesta suele mostrar variabilidad.

- Prueba de colisidn: se evalud si el PAE AD puede transmitirse cuando se encuentra

con el periodo refractario causado por un potencial de accion OD de descarga
natural. Para llevar a cabo esta prueba, se emple6 un generador de pulsos
controlado por un generador de rampa, que envia estimulos AD en el momento en
que se detecta un PAE. El intervalo minimo necesario para evitar la colision se
calcula con la férmula: t = 2T + PR, donde (1) es el intervalo minimo, (T) es el tiempo
de conduccion desde el sitio de estimulaciéon al soma, y (PR) es el periodo
refractario del axon. Se debe considerar también un tiempo adicional durante la
estimulacion antidrémica para descargar la capacitancia de la membrana axonica,

denominado "u", que se estima en aproximadamente 0,2 ms.

Para identificar de manera precisa la naturaleza unitaria de la actividad neuronal fue
fundamental seguir ciertos criterios. Primero, se buscé obtener registros de PAE cercanos
al soma de la neurona (sin rozarla), ya que permitié captar espigas de mayor amplitud en
comparacion con los registros obtenidos de otras unidades neuronales cercanas. Esta
diferencia en amplitud se utilizé inicialmente para medir la frecuencia de los PAE. Al analizar
el numero de espigas de mayor amplitud dadas en un periodo de tiempo determinado, se

pudo calcular la frecuencia de disparo de la neurona.

Esta diferenciacion se consiguié gracias a un discriminador de ventana, dispositivo
que permitié identificar y diferenciar los PAE en funcién de su amplitud y polaridad.

Estableciendo un rango de amplitudes, el discriminador asegurdé que solo los PAE que
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cumplian con criterios especificos fueron registrados, mientras que se descartaban las
sefales no deseadas. También distinguié entre las polaridades, lo que proporcion6

informacion adicional sobre la actividad sinaptica.

Por otro lado, se utilizé un generador de impulsos de onda cuadrada para traducir
los PAE en impulsos TTL (Transistor-Transistor Logic). Este proceso fue fundamental para
facilitar el analisis y procesamiento en sistemas digitales de las sefales obtenidas. Para
verificar esta conversion, los impulsos TTL generados se mostraban en un segundo canal
del osciloscopio con posibilidad de pausar la imagen. Todo ello, permitié la comparacion de

una actividad sincronica entre los PAE y los impulsos TTL.

Tras la caracterizacion de las propiedades electrofisiologicas de la actividad unitaria
de las neuronas del nA durante la descarga espontanea e inducida por la estimulacion del
DMH/PeF, se elaboraron histogramas periestimulo para confirmar la presencia de
excitaciones e inhibiciones, asi como la posible modulacion cardiorrespiratoria de estas
neuronas. En funcién de la actividad y la localizacion anatdmica, los patrones de descarga
de las neuronas se clasificaron en seis grupos funcionales diferentes: neuronas inspiratorias
crecientes, neuronas inspiratorias decrecientes, neuronas espiratorias E1, neuronas
espiratorias E2, neuronas cardiovasculares y neuronas sin modulacion cardiorrespiratoria
(s/m). Para el analisis y caracterizacién de la actividad neuronal se consideraron las
explicaciones en tiempo real que se grabaron durante los experimentos, asi como las

grabaciones de las sefiales neuronales que se digitalizaron y almacenaron en cintas VHS.
Analisis de las variables laringeas y cardiorrespiratorias

Las variables registradas en los experimentos de estimulacion eléctrica y quimica
fueron: ECG, presion arterial, flujo respiratorio, presion pleural y presion subglotica. Con la
medicién de estas variables se pudo calcular la frecuencia cardiaca instantanea, presion
arterial (sistdlica/diastdlica y media), la frecuencia respiratoria instantanea y el tiempo

inspiratorio/espiratorio.

Las sefales de las variables registradas, una vez obtenidas y amplificadas, fueron
enviadas a un panel de conexiones mdultiples para ser transmitidas a un sistema de
almacenamiento digital (Neurocorder de Neuro-Data, modelo DR-890) y a un convertidor
analdgico-digital multiplexado (PowerLab 8/30). La frecuencia de muestreo utilizada fue de
11 KHz, con un rango de trabajo de + 8 voltios. Finalmente, cada variable fue almacenada
en un PC para ser analizadas usando el software LabChartPro (PowerLab System,

ADlInstruments®/ LabChart Software, version 8.0, Sydney, Australia).

En la estimulacion eléctrica, las variables fueron registradas y analizadas durante un

periodo de 5 segundos en tres momentos diferentes: antes de la microestimulacion eléctrica
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(reposo del animal), durante la microestimulacion (5 segundos de duracién) y 4 minutos
después de la microestimulacion (recuperacion). En cada uno de los periodos analizados,
se considerd la media de la respuesta cardiorrespiratoria y laringea obtenida en dicho
periodo. En el caso de la estimulacién quimica, las variables también fueron registradas y
analizadas de la misma manera en los mismos periodos clave que en la estimulacion
eléctrica. En este caso, en el periodo de estimulacién, para el analisis de los cambios
cardiorrespiratorios y laringeos, se tuvo en cuenta exclusivamente el momento en el que la
respuesta presentaba un valor maximo. Asimismo, el periodo de tiempo en el que las
variables registradas volvian a los niveles de reposo tras la estimulacion con glutamato

presentd una media de unos 30 minutos.
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5.5. Analisis estadistico

El analisis y procesamiento de los datos se realizd6 adaptando las pruebas
estadisticas a las caracteristicas de cada variable experimental. Se utilizaron los programas
IBM® SPSS® Statistics (version 28.0.1.1) y GraphPad Prism 9.

5.5.1. Analisis estadistico del estudio de inmunotincion

En los bloques de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia se incluyeron dos
grupos independientes de animales: estimulacion (n=5) y control (n=5). En cada grupo, se
comprobo la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Tras esto, se
aplico la prueba t de Student para muestras relacionadas para comparar la expresiéon de las
proteinas c-Fos y Foxp2 entre los lados ipsilateral y contralateral. Para las comparaciones
inter-grupo (reposo vs. estimulacion) se empled la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney para muestras independientes. Los datos se expresaron como media + SEM y se
consideraron significativos valores de p<0,05, p<0,01 y p<0,001. Solo se consideraron los

animales cuya histologia confirmaba que los microelectrodos se localizaban en el DMH/PeF.
5.5.2. Analisis estadistico del estudio neurofuncional

En los bloques de registro neuronal y estimulacion eléctrica, se evalué en primer
lugar la normalidad de las variables mediante la prueba de Shapiro-Wilk, para adecuar los
datos a una distribucién normal. Una vez confirmada la normalidad, se aplico la prueba t de
Student para muestras relacionadas, dado que en ambos casos el disefio experimental
adoptado fue intra-grupo o de medidas repetidas (mediciones tomadas en los mismos
animales bajo diferentes condiciones experimentales). Esta prueba permitié comparar las
variables registradas antes y durante la estimulacion eléctrica de DMH/PeF (presion
subglodtica, presion arterial, ECG, tiempos respiratorios, etc.), asi como analizar los cambios
en la actividad neuronal unitaria bajo las diferentes condiciones de estimulacién (DMH/PeF,

nervio vago o sin estimulacion).

En el caso del bloque de estimulacion quimica, se incluyeron dos grupos
independientes de animales: un grupo control estimulado con PBS (n=7) y un grupo
experimental estimulado con glutamato (n=7). En ambos grupos, las variables fisiolégicas
fueron registradas en reposo y tras la aplicacion de la estimulacion quimica. Por tanto, la
normalidad de los datos también se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Cuando se
confirmé la normalidad, se utilizé la prueba t de Student para muestras relacionadas para
comparar las mediciones intra-grupo (reposo vs. estimulacién). Para las comparaciones
entre grupos (PBS vs. glutamato), dado que en este caso el disefio fue inter-grupo, se

empled la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney para muestras independientes.
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Al igual que el estudio de inmunotincion, todos los datos se expresaron como media
+ SEM y las comparaciones se realizaron considerando valores de significancia estadistica
de p<0,05, p<0,01 y p<0,001. Ademas, para garantizar la calidad del analisis de los datos,
solo se consideraron aquellos animales cuya histologia confirmaba la correcta localizacion
de los microelectrodos y microinyecciones. Asimismo, se consideraron los animales que

mostraron actividad neuronal estable durante la experimentacion.
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VI. RESULTADOS
6.1. Interaccion DMH/PeF y nA: experimentos c-Fos/Foxp2/ChAT-ir

Con el objetivo de analizar las posibles interacciones anatomofuncionales entre el
DMH/PeF y las motoneuronas laringeas del nA en rata, se estudid bilateralmente la
inmunoreactividad de las proteinas c-Fos y Foxp2 (c-Fos-ir y Foxp2-ir) junto a la
inmunorreactividad de ChAT (ChAT-ir) en tinciones dobles y a lo largo de todo el eje rostro-
caudal del nA'y el nRA bajo la estimulacién eléctrica del DMH/PeF (n=10). En este analisis,
dividimos el nA en tres dominios diferentes (compacto, semicompacto y laxo), considerando
que las motoneuronas laringeas se ubican en estas dos ultimas formaciones. Ademas,
también incorporamos el nRA. Después de identificar las subdivisiones con mayor expresion
de c-Fos, realizamos la cuantificacion bilateral de células con coexpresion de c-Fos-ir/Foxp2-
ir, tanto en ratas estimuladas como control. La cuantificacién nuclear se hizo en 3 categorias

celulares diferentes: motoneuronas, no-motoneuronas y niumero de células totales.

En conjunto, los resultados de este bloque experimental mostraron que la
estimulacion eléctrica del DMH/PeF induce un aumento significativo (con predominio en lado
ipsilateral) de la expresion de c-Fos en el nA (especialmente en su formacion semicompacta)
y en el nRA, con un destacado reclutamiento de neuronas Foxp2* en dicha formacion. En
cambio, la expresion global de Foxp2 no mostré cambios significativos entre ambos grupos

de animales experimentales.

6.1.1. Distribucién de neuronas c-Fos-ir y su colocalizacién con ChAT
Animales control: ausencia de estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En los animales control (n=5), en los que se coloct el electrodo sin llegar a estimular,
la inmunorreactividad para c-Fos fue baja en todas las subdivisiones del nA y nRA, pero
mostro una ligera asimetria ipsilateral-contralateral en todas los dominios del nAy en el nRA.
Al comparar la inmunorreactividad de c-Fos entre ambos lados y en cada una de las
poblaciones celulares establecidas, se detectd un predominio ipsilateral significativo similar
en los grupos celulares de no-motoneuronas y células totales de las formaciones laxa
(p<0,05), semicompacta (p<0,05) y compacta (p<0,05). El incremento ipsilateral en estos

grupos celulares fue mas marcado en el nRA (p<0,01) (Tabla 3; Figuras 13 y 14).

Animales estimulados: estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En los animales estimulados eléctricamente (n=5), la expresion de c-Fos aumenté
notablemente en el lado ipsilateral en todas las subdivisiones del nAy nRA, pero con ciertas
diferencias segun el grupo celular (Figuras 13 y 14). Mientras que en las formaciones laxa y
semicompacta del nA se detectd un predominio ipsilateral de c-Fos en todos los grupos
celulares analizados (motoneuronas p<0,05; no-motoneuronas p<0,01; y células totales

p<0,01), en la formacién compacta y en el nRA estas diferencias solo fueron significativas
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en no-motoneuronas (p<0,05) y en células totales (formacion compacta p<0,05; nRA p<0,01)
(Tabla 3; Figuras 15, 17Ay 18).

Animales control vs. animales estimulados

Al comparar la magnitud de las diferencias (valores A) en la lateralidad entre grupos
de animales (control vs. estimulados) se observaron diferencias significativas en la expresion
de c-Fos en varios dominios del nA'y en el nRA (Tabla 3; Figuras 13 y 14). El cambio mas
marcado se observo en los valores A de las motoneuronas (p<0,001), no-motoneuronas
(p<0,05) y células totales (p<0,001) ubicadas en la formacién semicompacta. En el nRA
también se detectaron cambios significativos en los valores A de motoneuronas (p<0,05),
no-motoneuronas (p<0,001) y células totales (p<0,001). En el caso de la formacién laxa se
observaron incrementos menos pronunciados, pero significativos en el grupo de

motoneuronas (p<0,05), no-motoneuronas (p<0,05) y células totales (p<0,05).

Estas diferencias en los valores entre el grupo control y animales estimulados
sugieren que la activacion del DMH/PeF promueve un patrén ipsilateral de reclutamiento
neuronal dentro de la red motora laringea. Este reclutamiento parece producirse,
principalmente, en poblaciones neuronales localizadas en la formacion semicompacta del
nAy en el nRA. También parece tener un efecto ipsilateral consistente sobre poblaciones
neuronales de las formaciones laxa y compacta, aunque de forma selectiva y menos

marcada.

6.1.2. Distribuciéon de neuronas Foxp2-ir y su colocalizacién con ChAT
Animales control: ausencia de estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En el grupo de animales control (n=5) se observé una distribucién de células Foxp2-
ir bilateral, aunque con predominio moderado de esta expresion en el lado ipsilateral a la
posicion del electrodo en, practicamente, todas las formaciones del nA y nRA. Este patron
se mantuvo en cada uno de los grupos celulares analizados (motoneuronas, no-
motoneuronas y n° total de células). Al comparar la inmunorreactividad de Foxp2 entre
ambos lados y en cada una de las poblaciones celulares, se detectaron diferencias
ipsilateral-contralateral estadisticamente significativas en la formacion dispersa (poblacion
total, p<0,05), en la formacion semicompacta (neuronas no-motoneuronas y n° total, p<0,05)
y en el nRA (neuronas no-motoneuronas y n° total, p<0,05). La inmunorreactividad para
Foxp2 en motoneuronas fue minima o inexistente a ambos lados del nA y nRA (Tabla 3;
Figuras 13y 14).

Animales estimulados: estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En el grupo de animales estimulados (n=5), el patron de expresion de este marcador
se mantuvo similar al grupo control. Al comparar la distribucién de células Foxp2-ir en ambos

lados y entre todos los grupos celulares analizados, se observé un perfil de expresion
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bilateral, con un ligero predomino ipsilateral en la formacién semicompacta (neuronas no-
motoneuronas y n° total, p<0,05) y en el nRA (neuronas no-motoneuronas y n° total, p<0,05)
(Tabla 3; Figuras 13, 14, 16, 17B y 18).

Animales control vs. animales estimulados

Al comparar la magnitud de las diferencias (valores A) entre el nimero de células
inmunomarcadas en el lado ipsilateral y contralateral de todas las subdivisiones del nA'y
nRA y en cada uno de los grupos celulares establecidos, no se encontraron diferencias

significativas tras la estimulacion del DMH/PeF (Tabla 3; Figuras 13 y 14).
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Cuantificacién relativa y distribucion de células inmunorreactivas para c-Fos y Foxp2 (c-Fos-ir y Foxp2-ir) dentro del nA y nRA en animales no estimulados (control) y en animales con estimulacion
eléctrica del DMH-PeF (estimulados). El nA se dividié en sus tres formaciones clasicas (laxa, semicompacta y compacta) y también se analizaron los lados ipsilateral y contralateral.

Analisis por inmunohistoquimica (c-Fos/ChAT y Foxp2/ChAT)

CONTROL (n=5)

ESTIMULADOS (n=5)

IPSILATERAL CONTRALATERAL IPSILATERAL CONTRALATERAL
Moto No-Moto Total Moto No-Moto Total Moto No-Moto Total Moto No-Moto Total
c-Fos-ir 0,5+0,25 33+ 3,44* 33,49 + 3,32* 00 20,75+3,04 | 20,75+ 3,04 0,8+ 0,22* 32,25+ 1,65** 33,05 +1 ,44** 00 20,5 +0,87 20,5 +0,87
FORMACION Foxp2-ir | 2,91+1,47 | 160+30,15 | 162,91 + 29,66 |1,25 + 0,63130,41 + 21,56| 131,66 + 21,43| 1,57+ 0,65 | 156,6 20,2 | 158,13 + 20,83 0,32+ 0,23| 130 +32,94 | 130,32 + 32,8
LAXA Ac-Fos-ir | 049+025| 12254347 | 12,74+323 08+022T | 11,75+155 | 12,55+1,39
A Foxp2-ir | 1,66+0,84 | 29,59 +9,48 | 31,25+8,94 1,25+0,72 | 26,56 22,19 | 27,81 +21,82
c-Fos-ir | 165+021| 273+51" | 2895+529 [057+024| 14,83+292 | 1539+295 | 5+072" | 204374 34 +£405 00 15 +1,9 15+1,9
FORMACION Foxp2-ir 0+0 |9714+721" | 9714721 | 0%0 | 7658+764 | 7658+7,64 | 2+071 [1126+1056 | 114,6+ 10,77 |0.75+2,25(955+ 12,98 96,25 + 13,17
SEMICOMPACTA | A c.Fos-ir | 1,09:037 | 1248+2:85 | 135632 5+07211t | 141857 | 1022181t
A Foxp2-ir 0£0 20,56 + 5,74 | 20,56 + 5,74 125+0550 | 17,1£6,26 | 18,35+2,88
c-Fos-ir 0+0 145+272° | 145+272" 00 9+ 1,47 9+147 0+0 17+1,96 17+1,96 0+0 |7,75+214 | 7,75+2,14
FORMACION Foxp2-ir | 025+0,25| 61,76 +9,36 62+9,15 0+0 | 435+6,81 | 435681 00 455+12,32 | 4551232 0+0 |[30,2547,76 | 30,25+7,76
COMPACTA A c-Fos-ir 0£0 551 1,55 551,55 00 925+220T | 925+220F
A Foxp2-ir | 0254025 | 18254585 | 18,5+5,61 0+0 15,25 +6,56 | 15,25 + 6,56
c-Fos-ir 0+0 [2658+191 | 2658+191 | 0%0 | 192+124 | 192+124 | 042+0,19 | 4014488 | 4052+491" | 00 | 2414328 | 24,1328
Foxp2-ir | 939022 g5 1o, 11677 | o584+ 1149" | 0:0 | 6757786 | 67574786 | 025:025 | 065+26.06" | 96754263 | 0£0 | 76£2073 | 76+2076
nRA A c-Fos-ir 0+0 7,38+1,2 7,38+1,2 0,42 + 0,191' 16 + 3,62TTT 16,42 + 3,541'1'1'
A Foxp2-ir | 039022 | 27,88+539 | 2827+517 025+025 | 205+519 | 20,75+4,99

Nota. Los datos se expresan como media + SEM (control: n=5; estimulado: n=5). Los asteriscos (*) indican diferencias entre los lados ipsilateral y contralateral en animales control o estimulados
(*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Las cruces (1) indican diferencias entre los valores de A de los grupos control y estimulado (1 p 0,05; 11 p<0,01; 111 p<0,001). A = valores medios ipsilateral -
contralateral (dentro de cada grupo). Moto=motoneuronas que colocalizan c-Fos/Foxp2 con ChAT; No-Moto=células no-motoneuronas.
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Figura 13

Graficos de cajas y bigotes que muestran el cambio delta significativo en el numero de

células inmunomarcadas (grupo células totales) para c-Fos-ir y Foxp2-ir
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Nota. Se comparan lados ipsilateral y contralateral en animales control (control) y animales
estimulados (stim) en el DMH/PeF en las tres formaciones del nA. Las condiciones
experimentales se indican mediante el color y el tipo de relleno: reposo ipsilateral (caja azul,
sin relleno), reposo contralateral (caja azul, rellena), estimulacién ipsilateral (caja roja, sin
relleno) y estimulacion contralateral (caja roja, rellena) (control: n=5; estimulado: n=5).

*p<0,05; **p<0,01; y ***p<0,001 reposo vs. estimulacion.
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Figura 14

Graficos de cajas y bigotes que muestran el cambio delta significativo en el numero de

células inmunomarcadas (grupo células totales) para c-Fos-ir y Foxp2-ir
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Nota. Se comparan lados ipsilateral y contralateral en animales control (control) y animales
estimulados (stim) en el DMH/PeF en el nRA. Las condiciones experimentales se indican
mediante el color y el tipo de relleno: reposo ipsilateral (caja azul, sin relleno), reposo
contralateral (caja azul, rellena), estimulacion ipsilateral (caja roja, sin relleno) y estimulacion
contralateral (caja roja, rellena) (control: n = 5; estimulado: n = 5). *p<0,05; **p<0,01; y

***p<0,001 reposo vs. estimulacion.
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Figura 15

Activacién neuronal en el nA y nRA tras la estimulacion eléctrica del DMH/PeF
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Nota. (A—C) Secciones coronales que muestran, a bajo aumento, doble marcaje de c-
Fos/ChAT en distintos niveles del nAy en el nRA. (A1, B1, C1) Imagenes a mayor aumento
(20x) que muestran la distribuciéon de la expresién de c-Fos en el lado ipsilateral a la
estimulacion eléctrica de DMH/PeF. (A2, B2, C2) Imagenes a mayor aumento (20x) que
muestran la distribucién de la expresion de c-Fos en el lado contralateral a la estimulacion
eléctrica de DMH/PeF. Abreviaturas: A1: grupo catecolaminérgico A1; AmbLF: formacién
laxa del nucleo ambiguo; AmbSC: formacién semicompacta del nucleo ambiguo; C1: células
C1 adrenérgicas; IRt: nucleo reticular intermedio; RAmb: nucleo retroambiguo; RVRG: grupo

respiratorio ventral rostral.
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Figura 16
Expresién de Foxp2 en las distintas formaciones del nA y nRA ftras estimulaciéon del
DMH/PeF
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Nota. (A—C) Secciones coronales que muestran, a bajo aumento, doble marcaje de Foxp2/ChAT
en distintas formaciones del nAy en el nRA. (A1, B1, C1) Imagenes a mayor aumento (20x) que
muestran la distribucion de la expresion de Foxp2 en el lado ipsilateral a la estimulacion eléctrica
de DMH/PeF. (A2, B2, C2) Imagenes a mayor aumento (20x) que muestran la distribucion de la
expresion de Foxp2 en el lado contralateral a la estimulacién eléctrica de DMH/PeF. Abreviaturas:
A1: grupo catecolaminérgico A1; AmbLF: formacion laxa del ndcleo ambiguo; AmbSC: formacion
semicompacta del nicleo ambiguo; C1: células C1 adrenérgicas; IRt: nucleo reticular intermedio;

RAmb: nucleo retroambiguo; RVRG: grupo respiratorio ventral rostral.
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Figura 17

Expresién diferencial de células motoneuronas y no-motoneuronas positivas para c-Fos y

Foxp2 en el nA

A c-Fos/ChAT A1
’
- Vg
-~
/, -~ .
/, £ ~ o
IR/
/l //
AmbSC. 74
/L S AmbSC
/ IRVRG/
/ I"\\\‘,(l
ey
et 1
Bregma -13.20 mm T 100 ym
B FoxP2/ChAT B1
\
g v AmbLF
~ IRt
A Ambl
L rvra
. '7 4
g . -
— - ' b R
Bregma -13.92 mm 1mm 100 pm

Nota. (A, B) Secciones coronales a bajo aumento para la localizacion del nA.
(A1) Imagen a mayor aumento de la formacion semicompacta, que muestra expresion de c-
Fos/ChAT tanto en motoneuronas (flecha) como no-motoneuronas. (B1) Imagen a mayor
aumento de la formacion laxa que muestra expresion de Foxp2/ChAT tanto en motoneuronas
(flecha) como no-motoneuronas. Abreviaturas: AmbLF: formacion laxa del nacleo ambiguo;
AmbSC: formacion semicompacta del nicleo ambiguo; C1: células C1 adrenérgicas; IRt:
nucleo reticular intermedio; RAmb: nucleo retroambiguo; RVRG: grupo respiratorio ventral

rostral.
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Figura 18

Distribucion diferencial de células totales positivas para c-Fos y Foxp2 en el nA 'y nRA
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Nota. (A) Diagrama esquematico de un corte sagital que muestra la localizacién aproximada
de los niveles rostrocaudales analizados a lo largo del nA y nRA (lineas rojas) tras la
estimulacion eléctrica de DMH/PeF. (A1-A4) Diagramas esquematicos a diferentes niveles
rostrocaudales que representan la distribucién aproximada de las neuronas marcadas con
c-Fos (rojo) o Foxp2 (azul) en el AmbC, AmbSC y AmbL. Los puntos rojos indican células
positivas para c-Fos, mientras que los puntos azules indican células positivas para Foxp2.
Abreviaturas: AmbC: nucleo ambiguo (formacién compacta); AmbSC: nucleo ambiguo
(formacion semicompacta); AmbL: nucleo ambiguo (formacion laxa); Bo: Bétzinger; C1/A1:
células adrenérgicas/noradrenérgicas; IRt: nucleo reticular intermedio; RVRG: grupo

respiratorio ventral rostral.
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6.1.3. Coexpresion de c-Fos-ir y Foxp2-ir

Se analiz6 la coexpresion de las proteinas c-Fos-ir/Foxp2-ir en la region
semicompacta del nA, ya que fue la region donde se produjeron los mayores cambios en la

expresion de c-Fos tras la estimulacion eléctrica del DMH/PeF.

Animales control: ausencia de estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En los animales control (n=5), en los que se colocé el electrodo, pero sin estimulacion
eléctrica se identificd una expresion de Foxp2 de 105,22 + 8,34 en el lado ipsilateral frente
a un total de 88,23 + 9,33 células marcadas en el lado contralateral, no habiendo diferencias
significativas ente ellos. También se identificaron células c-Fos*/Foxp2-tanto en los lados
ipsilateral como contralateral (3,56 + 1,30 y 1,65 * 1,85 células respectivamente).

Por lo que respecta a la coexpresion, en el lado ipsilateral, el 19,36% de células
positivas para Foxp2 presentaron coexpresion con c-Fos (20,38 + 3,11 células). En el lado
contralateral, la coexpresion de células positivas para c-Fos y Foxp2 fue de 17,21% (15,18
+ 2,30 células) (Tabla 4).

Animales estimulados: estimulacion eléctrica del DMH/PeF

En el grupo de animales que recibié estimulacion eléctrica (n=5), la técnica de
inmunofluorescencia reveld expresion de Foxp2 tanto en el lado ipsilateral (121,35 + 9,26
células) como contralateral (107,18 £ 12,72 células), no existiendo diferencias significativas
ente ellos. También se identificaron células c-Fos*/Foxp2-, con un total de 6,23 + 2,56 células

en el lado ipsilateral y 2,32 £ 1,87 células en el lado contralateral a la estimulacion.

Adicionalmente, se identifico coexpresion de ambos marcadores, observandose
34,66 + 4,89 células c-Fos*/Foxp2*en el lado ipsilateral y 19,54 + 2,21 células c-Fos*/Foxp2*
en el lado contralateral, existiendo diferencias significativas entre ambos datos (p<0,05). La
proporcion de células doblemente marcadas fue de 28,57% y 18,23% respectivamente
(Tabla 4; Figura 19).

Animales control vs. animales estimulo

Al comparar la magnitud de las diferencias (valores A) de animales control y estimulo
se observaron diferencias significativas (p=0,008) en la coexpresion de células positivas

para c-Fos y Foxp2 entre los lados ipsilateral y contralateral (Tabla 4).
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Tabla 4

Coexpresion c-Fos/Foxp2 en células totales de la formacién semicompacta del nA

Analisis por inmunofluorescencia (coexpresion c-Fos/Foxp2)

ESTIMULADOS (n=5)

FORMACION CONTROL (n=5)
SEMICOMPACTA Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
c-Fos'/ Foxp2* 105,22 £+ 8,34 88,23 £ 9,33 121,35+£9,26 | 107,18 12,72
c-Fos* | Foxp2~ 3,56 £ 1,30 1,65+ 1,85 6,23* + 2,56 2,32+1,87
c-Fos* /| Foxp2* 20,38 + 3,11 15,18 £ 2,30 34,66 + 4,89 19,54 + 2,21
% c-Fos™ | Foxp2* 19,36 % 17,21 % 28,57 % 18,23 %
A c-Fos* | Foxp2* 5,20 15,1211

Nota. Los valores representan la cuantificacion y distribucidon de células totales negativas

para c-Fos y positivas para Foxp2 (c-Fos™/Foxp2*), positivas para c-Fos y negativas para

Foxp2 (c-Fos*/Foxp2~) y positivas para c-Fos y Foxp2 (c-Fos*/Foxp2*) en la formacion

semicompacta del nA tanto en animales no estimulados (control; n=5) como en animales

con estimulacion eléctrica del DMH/PeF (estimulados: n=5) (media + SEM). También se

analizan los lados ipsilateral y contralateral. Los valores de coexpresion (c-Fos*/Foxp2*) se

expresan en porcentaje. Los valores A corresponden a la diferencia entre valores

ipsilaterales y contralaterales para la coexpresion c-Fos*/Foxp2*. Los asterisco (*) indican

diferencias entre los lados ipsilateral y contralateral en animales control o estimulados

(*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). Las cruces (1) indican diferencias entre los valores de A

de los grupos control y estimulado (1 p<0,05; 11 p<0,01; 11 p<0,001).
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Figura 19

Expresion y coexpresion c-Fos/Foxp2 en la formacion semicompacta del nA
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Bregma -13.36 mm Bregma -13.44 mm

Nota. (A) Microfotografias del AmbSC que muestran la inmunorreactividad para c-Fos
(verde) y Foxp2 (rojo), asi como su colocalizacion (merge, amarillo) en el lado ipsilateral tras
la estimulacion eléctrica en el DMH/PeF. (B) Diagramas esquematicos a diferentes niveles
rostrocaudales que representan la distribucion aproximada de las neuronas c-Fos*/Foxp2-
(verde), c-Fos/Foxp2* (rojo) y c-Fos*/Foxp2* (amarillo) dentro del AmbSC. Cada punto de
color equivale dos neuronas. Abreviaturas: AmbSC: formacion semicompacta del nA; C1:

células C1 adrenérgicas del RVRG; RVRG: grupo respiratorio ventral rostral.
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6.2. Interaccion DMH/PeF y nA: experimentos de registro neuronal

Para determinar las posibles interacciones anatomofuncionales entre DMH/PeF vy el
nA, también se hicieron registros unitarios extracelulares en el nA y regiones adyacentes
durante la estimulacion eléctrica del DMH/PeF en un total de 4 ratas. El registro se hizo
considerando las areas del nA que mayor expresion de c-Fos mostraron con la estimulacion
del DMH/PeF. En concreto, se hizo un barrido desde -12,90 a -13,50 y desde -13,50 a 14,20
posterior a bregma y desde 1,25 a 2,25 lateral a la linea media, abarcando la formacion

semicompacta y laxa (Tabla 5).

Se registrd la actividad eléctrica unitaria extracelular in vivo de un total de 78
neuronas, localizadas en el nA y en regiones adyacentes durante la estimulacion del
DMH/PeF. Se registraron neuronas con patrones de descarga diferenciadas, que se
clasificaron, segun su actividad y localizacion, en los seis grupos funcionales siguientes:
neuronas inspiratorias crecientes, neuronas inspiratorias decrecientes, neuronas
espiratorias E1, neuronas espiratorias E2, neuronas cardiovasculares y neuronas sin
modulacioén cardiorrespiratoria (s/m). En cada grupo neuronal se analizé la profundidad y
posicién media del grupo, y las frecuencias de descarga (en reposo, tras la estimulacion de
DMH/PeF y tras la estimulacion del vago). También se estudiaron los cambios en el patrén

de descarga (aumentos y disminuciones), asi como las activaciones e inhibiciones.

El conjunto de resultados de este bloque mostré que la estimulacién del DMH/PeF
y/o su coestimulacién con el nervio vago modulé de forma selectiva la actividad neuronal en
el nA'y regiones adyacentes, con efectos mas consistentes sobre las neuronas inspiratorias
laringeas decrecientes. El analisis realizado en cada grupo neuronal se expone a

continuacion.
A. Neuronas inspiratorias decrecientes

Se registraron 8 neuronas inspiratorias (10,26%) con una profundidad media de
2154,88 + 92,83 micras y una posicion anteroposterior de +0,50 + 0,095 mm anterior al obex
y 1,84 £ 0,094 mm lateral a la linea media. Histolégicamente estas neuronas se localizaron
en el nA, concretamente en la formacién dispersa (Figura 20). Su frecuencia de descarga
en reposo fue de 2,95 £ 2,66 Hz, mientras que su frecuencia de descarga ante la
estimulacion del DMH/PeF (1 Hz) fue de 2,81 + 2,58 Hz, y frente a la estimulacion del vago
(1 Hz) fue de 4,86 + 2,14 Hz (p<0,05) (Tabla 5).

Respecto a la frecuencia de descarga espontanea, 2 de las neuronas fueron silentes
(0 Hz); 4 presentaronn frecuencia entre 0-0,5 Hz; y 2 por encima de 1 Hz. Por otro lado, en
ninguna de las neuronas registradas se observaron aumentos o disminuciones de la
frecuencia de descarga ante la estimulacion del DMH/PeF. Frente a la estimulacion del vago;

4 neuronas aumentaron su frecuencia de descarga (entre 2-5 Hz de aumento); y 4 no la
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modificaron. En 3 de estas neuronas (37,5%), en las que la estimulacién vagal genero
activacion entre los 35-60 ms, al aplicar conjuntamente la estimulacion del DMH/PeF y vago
se produjo una facilitacion de las mismas, incrementando la zona de activacién a 30-70 ms
(aumentando una media de cuatro veces su descarga con respecto a la que mostraban ante

la estimulacion del vago) (Figura 21).
B. Neuronas inspiratorias crecientes

Se registraron 10 neuronas inspiratorias decrecientes (12,82%) que presentaron una
profundidad media de 2537,20 £ 93,03 ym y una posicion anteroposterior de +0,95 + 0,170
mm anterior al obex y 1,78 £ 0,079 mm lateral a la linea media. El estudio histolégico reveld
que dichas neuronas se localizaban en el GRVr (Figura 20). Su frecuencia de descarga en
reposo fue de 13,81 £ 1,90 Hz. Su frecuencia de descarga ante la estimulacién de la
DMH/PeF fue de 13,26 + 1,81 Hz, y frente a la estimulacion del vago fue de 13,82 + 2,20
Hz. No se encontraron diferencias significativas al comparar los cambios de frecuencia ante

las distintas estimulaciones (Tabla 5).

En cuanto a la frecuencia de descarga espontanea, 2 de esas neuronas estuvieron
entre 5y 10 Hz; otras 4 neuronas entre 10 y 15 Hz; 1 neurona oscilé entre 15y 20 Hz; y, en
otras 2 neuronas la frecuencia de descarga espontanea se situé entre 20 y 25 Hz. A su vez,
en 3 neuronas (30%) se observé una disminucion de la frecuencia de descarga ante la
estimulacion de la DMH/PeF (entre 2 y 3 Hz); y en 7 neuronas no se detectaron cambios.
Frente a la estimulacién del nervio vago, 4 neuronas disminuyeron su frecuencia de

descarga; 3 neuronas aumentaron su frecuencia; y 3 neuronas no la modificaron.
C. Neuronas espiratorias E1

Se registraron 5 neuronas espiratorias E1 (6,41%) que mostraron una profundidad
media de 2306,60 + 85,86 um y una posicion anteroposterior de +0,6 + 0,170 mm anterior a
obex y 1,65 + 0,061 mm lateral a la linea media (Figura 20). Su frecuencia media de
descarga en reposo fue de 11,36 £ 6,23 Hz. Su frecuencia media de descarga ante la
estimulacion de la DMH/PeF fue de 13,85 + 6,24 Hz, y frente a la estimulacién del vago fue
de 11,28 + 6,17 Hz. Aunque la localizacion histolégica media se correspondia con la
formacion dispersa del nA, 2 de las 5 neuronas se registraron en la formacion semicompacta
del nA. No se observaron diferencias significativas cuando se compararon los cambios de

frecuencia ante las distintas estimulaciones (Tabla 5).

Atendiendo a la frecuencia de descarga espontanea, en 3 neuronas fue menor de
10 Hz; 1 neurona se situd entre 10 y 20 Hz; y 1 neurona entre 20 y 30 Hz. Con relacién a los
cambios de frecuencia, en 2 neuronas (40%) se observé un aumento de la frecuencia de
descarga ante la estimulacion de la DMH/PeF (2 Hz de aumento); y en una de ellas se

registrd una excitacién entre los 150-300 ms tras las estimulacion del DMH/PeF (Figura
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22A). En el resto (3) no se observaron cambios. Frente a la estimulacion del vago, 2

neuronas disminuyeron su frecuencia de descarga; 1 la aumentaba y 2 no la modificaron.

Cuando se utilizaron dos factores de correccién, el primero dependiente de la
posicion aproximada del electrodo de estimulacién en el DMH/PeF y el segundo dependiente
del tamafo del animal y de la posicion del electrodo de registro en las dos regiones de
registro dentro del nA, se calculd una distancia aproximada entre ambas zonas de estudio
de 10,50-11,76 mm. En el caso de la neurona que sufrié una excitacién entre 150-300 ms,
se pudo calcular una velocidad de conduccion de entre 0,04 y 0,08 m/s, lo que podria ser

indicativo de una respuesta polisinaptica.
D. Neuronas espiratorias E2

Se registraron 5 neuronas espiratorias E2 (6,41%) que presentaron una profundidad
media de 2343,20 £ 75,51 micras y una posicion anteroposterior de +0,65 £ 0,260 mm
anterior a obex y 1,70 £ 0,145 mm lateral a la linea media. Histolégicamente, estas neuronas
se localizaron en la formacion dispersa del nA (Figura 20). Su frecuencia media de descarga
en reposo fue de 15,02 £ 6,89 Hz. Su frecuencia de descarga ante la estimulacion de la
DMH/PeF fue de 16,47 + 7,05 (p<0.05) y frente a la estimulacion del vago fue de 13,21 +
7,33 (Tabla 5).

Por lo que respecta a la frecuencia de descarga espontanea, 3 neuronas presentaron
una frecuencia menor de 10 Hz; 1 neurona tuvo una frecuencia de entre 10 y 20 Hz; y otra
neurona entre 30 y 40 Hz. Asimismo, en 2 neuronas (40%) se observo un aumento de la
frecuencia de descarga ante la estimulacion de la DMH/PeF (entre 2 y 3 Hz); y en 3 no se
observaron cambios. Frente a la estimulacion del vago, 2 neuronas disminuyeron su

frecuencia de descarga (entre 3 y 8 Hz); y 3 no la modificaban.
E. Neuronas cardiovasculares

Se registraron 37 neuronas con un perfil claramente cardiovascular (47,44%) que
presentaron una profundidad media de 2913,03 £ 97,64 um y una posicion anteroposterior
de +0,88 + 0,060 mm anterior a obex y 1,85 + 0,024 mm lateral a la linea media.
Histolégicamente, estas neuronas se localizaron en el C1/A1 (CVL) (Figura 20). Su
frecuencia media de descarga en reposo fue de 16,45 + 2,81 Hz. Su frecuencia de descarga
ante la estimulacion de la DMH/PeF fue de 18,63 + 3,01 Hz (p<0.01) y frente a la
estimulacion del vago fue de 16,51 £ 2,91 Hz (Tabla 5).

En cuanto a la frecuencia de descarga espontanea, 18 neuronas presentaron una
frecuencia menor de 10 Hz; 9 neuronas se encontraron entre 10 y 20 Hz; 6 neuronas entre
20-30 Hz; y 4 neuronas mostraron una frecuencia de descarga espontanea mayor a 30 Hz.

Por otro lado, en 4 neuronas se observé una disminucién de la frecuencia de descarga ante
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la estimulacién de la DMH/PeF (entre 2 y 6 Hz), en 14 se registr6 un aumento de la
frecuencia (entre 2 y 14 Hz); y en 19 no se observaron cambios. Frente a la estimulacion del
vago, 10 neuronas disminuyeron su frecuencia de descarga (entre 3 y 9 Hz); 9 aumentaron

su descarga (entre 2 y 12 Hz); y 18 no la modificaban.

Este grupo neuronal se vio especialmente afectado por la estimulacion de la
DMH/PeF (1 Hz) (Figura 23). De 37 de las neuronas, 19 modificaban su actividad (51,3%).
En 1 de los casos se observd una excitacion entre 50-250 ms. Se pudo calcular una

velocidad de conduccion de axon de entre 0,05 y 0,23 m/s.
F. Neuronas sin modulacién cardiorrespiratoria

Se registraron 13 neuronas sin un perfil claramente definido (16,66%) que
presentaban una profundidad media de 2950,91 + 97,64 uym y una posicion anteroposterior
de +0,65 £ 0,092 mm anterior a obex y 1,77 £ 0,071 mm lateral a la linea media (Figura 20).
La frecuencia media de descarga en reposo fue de 14,02 + 6,75 Hz. Su frecuencia de
descarga ante la estimulacion del DMH/PeF fue de 14,44 + 6,70, y frente a la estimulacion
del vago fue de 14,82 £ 6,88. No se observaron diferencias significativas al comparar los

cambios de frecuencia ante las distintas estimulaciones (Tabla 5).

En relacién con la frecuencia de descarga espontanea, 9 neuronas presentaron una
frecuencia menor de 10 Hz; 3 neuronas tuvieron una frecuencia entre 20 y 30 Hz; y 1 de
ellas una frecuencia mayor a 30 Hz. Por otro lado, en 2 neuronas se detecté una disminucién
de la frecuencia de descarga ante la estimulacién del DMH/PeF (5 Hz); en 1 se registré un
aumento de la frecuencia (15 Hz); y en 10 no se observaron cambios. Por tanto, la
estimulacion del DMH/PeF modificé la actividad del 23,1% de estas neuronas. Frente a la
estimulacion del nervio vago, 3 neuronas disminuyeron su frecuencia de descarga (entre 2
y 4 Hz); 2 aumentaron su descarga (entre 2 y 12 Hz); y 8 no la modificaron. En 1 de los
casos se observo una activacion a los 10-30 ms con maximo alos 12, 22 y 30 ms, calculando

una velocidad de conduccion de axén de 0,58 — 1,18 m/s (Figura 22B).
Animales excluidos del estudio

En este bloque experimental se registré la pérdida de dos animales por parada
cardiorrespiratoria durante el procedimiento quirdrgico. No fueron incluidos en el analisis

estadistico.
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Resumen de los resultados del registro extracelular unitario en el nA y regiones circundantes

durante la estimulacion de DMH/PeF

Analisis registro neuronal (n=4)

, MODIF
POSICION | FREC. REP FREC. FREC.
n PROF (um) (mm) (Hz) DMH/PeF (Hz) | VAGO (Hz) A((i/:)lV
0,5 £ 0,095 ant
INSPIRATORIAS 220, .
DECRECIENTES | 8 | 21548829283 | 4oy, 0 0q i | 295266 | 2812258 | 4862214 | 375
0,05 £ 0,170 ant
INSPIRATORIAS 9520,
CREGIENTES. | 10| 253720£983,03 | [ 7o 0 oo\ | 13815190 | 13262181 | 1382220 | 30
0,6 0,170 ant
ESPIRATORIAS 620,
y 5 | 2306,60£8586 | 4o, 0061iat | 11365623 | 1385624 | 1128617 | 40
0,65 £ 0,260 ant
ESPIRATORIAS 8520, X
A 5 | 23432057551 | 470 o iac i | 16.0226,89 | 1647705 | 132157,33 | 40
0,88 £ 0,060 ant
CARDIOVASCU 0820, "
oy 37 | 29130329764 | oo ooaie | 16452281 | 186323017 | 16512291 | 513
0,65 £ 0,092 ant
s/M 13 | 2950,91 + 97,64 14024675 | 14,44+670 | 14,82+6,88 | 231

1,77 £ 0,071 lat

Nota. Los datos se expresan como la media £+ SEM (n=4). Los asteriscos marcan las

diferencias entre los lados ipsilateral y contralateral en los animales control y estimulados

(*p<0,05; **p<0,01; **p<0,001). Las cruces muestran las diferencias entre las amplitudes de

las diferencias (valores A) entre los animales control y estimulados (1 p< 0,05).
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Figura 20

Distribucion de neuronas registradas en el nA y regiones adyacentes
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@ Neuronas espiratorias E1 © Sin modulacién cardiorrespiratoria

Nota. Diagramas esquematicos de cortes coronales de cerebro de rata que muestran la
posicion aproximada de los 6 grupos neuronales establecidos y determinados por registro
unitario extracelular (78 neuronas en total). Se representan las posiciones dentro de las
formaciones semicompacta (AmbSC) y laxa (AmbL) del nA, asi como dentro del grupo

respiratorio ventral rostral (RVRG) y grupo de células adrenérgicas y catecolaminérgicas

(C1/A1).
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Figura 21

Registro de dos motoneuronas inspiratorias laringeas decrecientes
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Nota. De arriba abajo se muestran: registros representativos de la descarga neuronal
superpuesta a la linea media de flujo respiratorio (azul; Ay B); histograma peri-estimulo de
la descarga neuronal frente al flujo (reposo) (sélo en B); superposiciones de 60 barridos
frente a la estimulacion del nervio vago, estimulacién del DMH/PeF y estimulacién conjunta
del DMH/PeF y el nervio vago. Debajo de cada una de estas estimulaciones se representan

sus respectivos histogramas peri-estimulos.
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Figura 22

Registro de neurona espiratoria E1 y neurona sin modulacion cardiorrespiratoria
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Nota. De arriba abajo se muestran: barrido de 10 s del registro de flujo respiratorio, presién
pleural y descarga neuronal (sélo A); superposicion de 60 barridos de la descarga neuronal
superpuesta a la linea media de flujo respiratorio (azul) y presion arterial (rojo) (B) e
histograma peri-estimulo de la descarga neuronal (reposo); superposicion de 60 barridos (A)
y 40 barridos (B) frente a la estimulacion del nervio vago, DMH/PeF y los histogramas peri-

estimulos (60 y 240 barridos) de dichas estimulaciones.
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Figura 23

Registro de neurona con modulacion cardiovascular
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Nota. De arriba abajo se muestra: barrido de 10 s del registro de presion arterial, flujo
respiratorio, presion pleural y descarga neuronal; superposicion de 10 barridos de la
descarga neuronal superpuesta a la linea media de presion arterial (rojo) y el histograma
peri-estimulo de la descarga neuronal durante 120 segundos (reposo); superposicion de 20
barridos frente a la estimulacion del DMH/PeF y su respectivo histograma periestimulo (240

barridos).
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6.3. Interaccion DMH/PeF y nA: experimentos de estimulacion eléctrica/quimica y

presion subgloética

Una vez establecida la relacién anatomofuncional entre DMH/PeF y el nA, se realizé
un bloque experimental de estimulacion eléctrica y quimica en el DMH/PeF con el objetivo
de caracterizar los cambios cardiorrespiratorios y de resistencia laringea producidos por la
activacion del DMH/PeF.

En conjunto, los resultados de este bloque experimental mostraron que tanto la
activacion eléctrica como quimica del DMH/PeF induce una respuesta cardiorrespiratoria
simpatoexcitadora asociada a un aumento de la frecuencia respiratoria y de la presion

arterial, junto con una marcada disminucion de la resistencia laringea.
6.3.1. Estimulacién eléctrica del DMH/PeF y medicidon de presion subgloética

En ratas con respiracion espontanea (n=8), la estimulacion eléctrica del DMH/PeF
provocé cambios notables en la funcion cardiorrespiratoria y en la resistencia de laringea
(Figura 24). La estimulacion del DMH/PeF provocé un aumento significativo de la frecuencia
respiratoria (+58%; p<0,01), debido a la reduccion del tiempo espiratorio (-37%; p < 0,001)
e inspiratorio (-20%; p<0,01). Ademas, la presién pleural inspiratoria aumenté de forma
significativa (+121%; p<0,01), mientras que la resistencia laringea disminuyé de forma
considerable (-77%; p<0,001). Junto a estos cambios respiratorios se dio una respuesta
presora (+28%; p<0,001) y de taquicardia (+7%; p<0,001). Todos los parametros volvieron

a los valores basales durante la recuperacion (Figuras 24-27; Tabla 6).
Animales excluidos del estudio

En los experimentos de estimulacion eléctrica se registro la pérdida de dos animales

por parada cardiorrespiratoria intraoperatoria. No fueron incluidos en el analisis estadistico.
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Figura 24

Mapeo de las posiciones anatémicas de estimulacion eléctrica en el DMH/PeF
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Nota. Diagramas esquematicos de secciones coronales de DMH/PeF que muestran la
distribucion de las posiciones anatomicas estimuladas eléctricamente a lo largo de todo el
eje rostro-caudal del DMH/PeF. Abreviaturas: AHP: area hipotalamica anterior, parte
posterior; DMH: nucleo dorsomedial hipotalamico; PaPo: nucleo hipotalamico
paraventricular, parte posterior; PeF: area perifornical hipotalamica.
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Figura 25
Estimulacion eléctrica del DMH/PeF
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Nota. Efectos de la estimulacion eléctrica de DMH/PeF sobre la actividad cardiorrespiratoria
y laringea en rata con respiracion espontanea antes, durante y 30 segundos después de la
estimulacion. La flecha indica el inicio de la estimulacién (5 s). De arriba abajo se
representan los registros de frecuencia respiratoria instantanea (FRI), flujo respiratorio
(Vresp), presion pleural (PPL), presidn subgldtica (PSG), presion arterial (PA) y frecuencia

cardiaca instantanea (FCI).
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Tabla 6

Cambios cardiorrespiratorios inducidos por la estimulacion eléctrica en el DMH/PeF

Estimulacion eléctrica del DMH/PeF

DMH/PeF (n=8) Reposo Estimulacién Recuperacion
Tl (s) 0,256 + 0,016 0,205 £ 0,024** 0,251 £ 0,015
TE (s) 0,409 £ 0,044 0,256 + 0,040*** 0,403 £ 0,042
FRI (rpm) 95+ 9 150 + 24** 979
PPL (cmH20) 0,617 £ 0,115 1,363 £ 0,172** 0,623 £ 0,132
PSG (cmH20) 9,8+0,3 2,3 +0,2%* 9,7+0,3
PA (mmHg) 93+4 119 £ 4% 96 +4
FCI (Ipm) 433+19 462 + 20*** 432+ 18

Nota. Los parametros laringeos y cardiorrespiratorios medidos antes (reposo), durante
(estimulacién) y 4 minutos después de la estimulacion eléctrica en DMH/PeF (recuperacion).
Los datos se expresan como media + SEM (n=8). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y
comparando estimulacién frente a reposo. Abreviaturas: tiempo inspiratorio (TI), tiempo
espiratorio (TE), frecuencia respiratoria instantanea (FR), presion pleural (PPL), presion

subglética (PSG), presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca instantanea (FCI).
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Figura 26

Efecto de la estimulacion eléctrica en el DMH/PefF en la respuesta respiratoria y resistencia

laringea
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Nota. Diagramas de caja (boxplots) que muestran las variables respiratorias y laringeas en
reposo (azul) y durante la estimulacion eléctrica (rojo). Cada caja representa medidas

obtenidas de los mismos animales (n=8).
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Figura 27

Efecto de la estimulacion eléctrica en el DMH/PeF en la respuesta cardiovascular
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Nota. Diagramas de caja (boxplots) que muestran las variables cardiovasculares en reposo

(azul) y durante la estimulacion eléctrica (rojo). Cada caja representa medidas obtenidas de

los mismos animales (n = 8).

161



RESULTADOS

6.3.2. Estimulacién quimica del DMH/PeF y medicién de presion subglética

En ratas con respiracion espontanea (n=14), se determind la respuesta
cardiorrespiratoria y laringea después de la estimulacion quimica del DMH/PeF con PBS

(Grupo Control; n=7) y glutamato (Grupo Estimulo; n=7).

Grupo Control: microinyecciones de PBS en DMH/PeF

Tras el registro de los parametros cardiorrespiratorios y laringeos durante 30
segundos en reposo para tomar valores basales, la microinyeccion de PBS (pH 7,4 £ 0,1)
con azul de Evans 1% (50 nl) en el DMH/PeF no indujo cambios estadisticamente
significativos tras la microestimulacion (Tabla 7; Figuras 30 y 31). En relacién con los valores
de reposo, tampoco se observaron cambios en estos parametros pasados 30 minutos de la
microinyeccion. El analisis histologico confirmé que todas las microinyecciones se

localizaron dentro de DMH/PeF, sin extenderse a regiones adyacentes (Figura 28).
Animales excluidos del estudio

Se registré la pérdida de dos animales, ya que los analisis histolégicos revelaron que
las microinyecciones de PBS no se realizaron en el DMH/PeF. No se identificaron cambios

cardiorrespiratorios ni laringeos. No se incluyeron en el analisis estadistico.

Grupo Estimulo: microinyecciones de glutamato en DMH/PeF

La respuesta en reposo de cada animal se evalud durante los 5 segundos previos a
la microinyeccién de glutamato en el DMH/PeF (n=7). Tras la microinyeccion de glutamato,
los primeros cambios en los parametros cardiorrespiratorios y laringeos se observaron entre
los primeros 30 segundos y el primer minuto tras la microinyeccion. Esta respuesta
simpatoexcitadora persistié aproximadamente entre 2 minutos y 7 minutos, y tras 30 minutos

todas las variables regresaron a los valores basales.

La estimulacion quimica del DMH/PeF con glutamato provoco una caida significativa
de la resistencia laringea (—28%; p<0,01) y un aumento de la frecuencia respiratoria (+30%;
p < 0,001) acompafiado de reducciones en los tiempos inspiratorio (-19%; p<0,001) y
espiratorio (-25%; p<0,001). Se observd también una respuesta presora (+11%; p<0,001),
junto con un aumento de la frecuencia cardiaca (+20%; p<0,001). No se observaron cambios
significativos en la presion pleural (Tabla 8; Figuras 29-31). El analisis histolégico confirmé
que todas las microinyecciones se localizaron dentro de DMH/PeF, sin extenderse a

regiones adyacentes (Figura 28).
Animales excluidos del estudio

Solo se registro la pérdida de un animal, debido a que el analisis histoldgico reveld

que la microinyeccion de glutamato no se realizé en el DMH/PeF. La microinyeccion se
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mostré muy lateralizada, fuera de la extension de la region de interés. El analisis de las
variables fisiolégicas mostré una leve disminucién de la presion arterial, frecuencia cardiaca
y frecuencia respiratoria. No se observaron cambios en las mediciones de presion

subglética. No se incluyeron en el analisis estadistico.
Microinyecciones de PBS vs microinyecciones de glutamato en DMH/PeF

La comparacion de la amplitud de las diferencias en las respuestas laringeas y
cardiorrespiratorias entre el grupo control y estimulo revelaron una diferencia altamente
significativa (p<0,001) entre ambos grupos. De esta manera, se confirmé que los cambios
observados en los parametros del grupo estimulo eran debidos a la microinyeccion de

glutamato.

En concreto, se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la
amplitud de las variables tiempo inspiratorio (-0,010 £ 0,04 a -0,056 + 0,006 s; p=0,001),
tiempo espiratorio (0,00 £ 0,013 a -0,121 + 0,021 s; p=0,001), frecuencia respiratoria (1 +
0,9 a 23 + 3,3 resp min; p=0,001), presién subglotica (0,04 + 0,04 a -2,04 + 0,49 cmH20;
p=0,001), presion arterial (-1,14 £ 0,91 a 11,43 + 1,45 mmHg; p=0,001) y frecuencia cardiaca
(-1 £ 0,98 a 75,57 + 14,52 lat min; p=0,001). En contraste, no se observaron diferencias
significativas en la presion pleural entre los grupos analizados (0,01 £ 0,004 a 0,117 + 0,052
cmH20; p=0,209) (Tabla 9; Figuras 30 y 31).
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Figura 28

Mapeo de las posiciones anatémicas de estimulacion quimica en el DMH/PeF
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Nota. Diagramas esquematicos de secciones coronales del DMH/PeF que muestran la
distribucion de las posiciones anatémicas estimuladas mediante microinyeccion quimica con
PBS (circulo azul) y con glutamato (circulo rojo) a lo largo de todo el eje rostro-caudal de
DMH/PeF. Abreviaturas: AHP: area hipotalamica anterior, parte posterior; DMH: nucleo
dorsomedial hipotaldamico; PaPo: nucleo hipotalamico paraventricular, parte posterior; PeF:

area perifornical hipotalamica.
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Figura 29

Estimulacion quimica del DMH/PeF
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Nota. Efectos de la microinyeccién de glutamato en el DMH/PeF sobre la actividad
cardiorrespiratoria y laringea en rata con respiracion espontanea antes, durante y 4 minutos
después de la microinyeccidn. La flecha indica el inicio de la microinyeccion de glutamato (5
s). De arriba abajo se representan los registros de frecuencia respiratoria instantanea (FRI),
flujo respiratorio (Vresp), presion pleural (PPL), presion subglética (PSG), presion arterial
(PA) y frecuencia cardiaca instantanea (FCI).
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Cambios cardiorrespiratorios inducidos por la microinyeccion de PBS en el DMH/PeF

Microinyecciones de PBS en el DMH/PeF

DMH/PeF (n=7) Reposo Microinyeccién Recuperacion
Tl (s) 0,300 + 0,008 0,290 + 0,008 0,290 + 0,008
TE (s) 0,450 + 0,008 0,450 + 0,008 0,450 + 0,008
FRI (rpm) 80 +2,16 81+ 2,01 81+2,09
PPL (cmH20) 1,126 £ 0,019 1,136 £ 0,018 1,134 £ 0,018
PSG (cmH20) 741+0,6 7,45+0,6 7,45+0,7
PA (mmHg) 106 £ 1,1 104,8 +1,7 105,7 + 1,6
FCI (Ipm) 378+ 8,5 377 +£8)9 377 +8,8

Nota. Los parametros laringeos y cardiorrespiratorios medidos antes (reposo), durante
(microinyecciéon PBS) y 30 minutos después de la estimulacion quimica en DMH/PeF

(recuperacion). Los datos se expresan como media £+ SEM (n=7). *p<0,05, **p<0,01,

*k%k

p<0,001 y comparando estimulacion frente a reposo. Abreviaturas: tiempo inspiratorio

(TI), tiempo espiratorio (TE), frecuencia respiratoria instantanea (FRI), presion pleural (PPL),

presion subglética (PSG), presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca instantanea (FCI).
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Cambios cardiorrespiratorios inducidos por la microinyeccion de glutamato en el DMH/PeF

Microinyecciones de glutamato en el DMH/PeF

DMH/PeF (n=7) Reposo Microinyeccién Recuperacion

Tl (s) 0,219 + 0,01 0, 235 + 0,008*** 0,220 + 0,03
TE (s) 0,485 + 0,02 0,364 + 0,01*** 0,480 + 0,02
FRI (rpm) 77,43 £ 3,19 100,28 + 4*** 79,3+3,2
PPL (cmH20) 1,15+ 0,09 1,27 £ 0,09 1,14 £ 0,09
PSG (cmH20) 7,18 £ 0,47 5,2+0,73** 7,19+ 0,44
PA (mmHg) 105,4 + 2 116,8 £ 2,8*** 107,312
FCI (Ipm) 375,4 +10,8 448.8 + 14,62** 377,2+9,8

Nota. Los parametros laringeos y cardiorrespiratorios medidos antes (reposo), durante

(microinyeccion glutamato) y 30 minutos después de la estimulacion quimica en DMH/PeF
(recuperacion). Los datos se expresan como media £+ SEM (n=7). *p<0,05, **p<0,01,

*k%k

p<0,001 y comparando estimulaciéon frente a reposo. Abreviaturas: tiempo inspiratorio

(TI), tiempo espiratorio (TE), frecuencia respiratoria instantanea (FRI), presion pleural (PPL),

presion subglética (PSG), presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca instantanea (FCI).
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Tabla 9

Analisis comparativo de los efectos de PBS y glutamato en el DMH/PeF

Amplitud de las diferencias PBS vs. Glutamato

DMH/PeF (n=14) PBS Glutamato Delta
Tl (s) -0,010 £ 0,04 -0,056 + 0,006 p = 0,001
TE (s) 0,00 £ 0,013 -0,121 £ 0,021 p = 0,001
FRI (rpm) 1+0,9 23+3,3 p = 0,001
PPL (cmH20) 0,01 £ 0,004 0,117 £ 0,052 p = 0,209
PSG (cmH20) 0,04 + 0,04 -2,04 £ 0,49 p = 0,001
PA (mmHg) -1,143 £ 0,911 11,43 £ 1,45 p = 0,001
FCI (Ipm) -1+£0,98 75,57 p = 0,001

Nota. Los parametros laringeos y cardiorrespiratorios registrados tras microinyecciones de
PBS y glutamato en DMH/PeF. Se muestra la amplitud del cambio inducido por cada
tratamiento, expresada como media + SEM (n=14). La columna "Delta" representa la
comparacion estadistica entre ambas condiciones (glutamato vs. PBS). Abreviaturas:
tiempo inspiratorio (TI), tiempo espiratorio (TE), frecuencia respiratoria instantanea (FRI),
presion pleural (PPL), presion subglética (PSG), presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca

instantanea (FCI).
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Figura 30

Efecto de la estimulaciéon quimica en el DMH/PeF en la respuesta respiratoria y resistencia

laringea
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Nota. Diagramas de caja (boxplots) que muestran los valores registrados en reposo y
durante la estimulacion (ESTIM) con PBS o glutamato, en las variables respiratorias y
laringea (n=14). Las condiciones experimentales se representan segun color y tipo de
relleno: reposo con PBS (caja azul sin relleno), estimulacion con PBS (caja azul rellena),
reposo con glutamato (caja roja sin relleno) y estimulacién con glutamato (caja roja rellena).
Se comparan grupos control y glutamato en condiciones de reposo y estimulacion (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 31

Efecto de la estimulacién quimica en el DMH/PeF sobre la respuesta cardiovascular
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Nota. Diagramas de caja (boxplots) que muestran los valores registrados en reposo y
durante la estimulacién (ESTIM) con PBS o glutamato, en las variables presién arterial
(izquierda) y frecuencia cardiaca (derecha) (n=14). Las condiciones experimentales se
representan segun color y tipo de relleno: reposo con PBS (caja azul sin relleno),
estimulacion con PBS (caja azul rellena), reposo con glutamato (caja roja sin relleno) y
estimulacion con glutamato (caja roja rellena). Se comparan grupos control y glutamato en

condiciones de reposo y estimulacién (***p<0,001).
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VII. DISCUSION

En esta tesis doctoral se revela, por primera vez, el papel modulador que el
DMH/PeF tiene sobre la actividad del nA en el control central de la funcidon laringea,
aportando una comprensién mas profunda de los mecanismos neurofisiolégicos

subyacentes implicados en esta funcion.

Para tal fin, en una primera fase de este estudio, se caracterizd, en rata, la
interaccion morfofuncional entre estas dos regiones, analizando la expresion de las
proteinas c-Fos y Foxp2 en las neuronas de las distintas subdivisiones del nA tras la
microestimulacion eléctrica del DMH/PeF. En una segunda fase, se realizé el estudio
electrofisiologico de la actividad neuronal del nA durante su descarga tanto espontanea
como después de la microestimulacion eléctrica del DMH/PeF. Finalmente, en una tercera
fase, se caracterizo la respuesta laringea y cardiorrespiratoria tras la estimulacién eléctrica
y quimica del DMH/PeF. Esta caracterizacion se hizo utilizando la variable de presion
subglotica como medida de la resistencia laringea y como indicador de los cambios en la
actividad laringea. Dicha variable se midié mediante la aplicacion de la técnica de “glotis
aislada in situ”, la cual ha sido implementada con éxito por parte de nuestro grupo de
investigacion en diferentes estudios (Gonzdlez-Bar6n et al., 1978, 1979a, 1979b, 1980;
1981; 1989; Lara et al., 1993; Lara et al., 2002; Dawid-Milner et al., 1993; Gonzalez-Garcia
et al., 2024c).

Los resultados obtenidos en cada uno de los bloques experimentales ponen de
manifiesto que, bajo nuestras condiciones experimentales, el DMH/PeF modula la actividad
de grupos de neuronas localizadas dentro de la formacién laxa y semicompacta del nA. De
esta manera, parece influir en los musculos laringeos intrinsecos de la via aérea superior,
durante los cambios cardiorrespiratorios concomitantes inducidos por la estimulacion

eléctrica o quimica del DMH/PeF.
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7.1. Consideraciones generales

El DMH/PeF se encarga del control autonémico y de la respuesta de defensa (Silva-
Carvalho et al., 1993; Dawid-Milner et al., 1995; DiMicco et al., 2002; Cao et al., 2004;
Horiuchi et al., 2004; McDowall et al., 2006; Diaz-Casares et al., 2009; Fortuna et al., 2009;
Diaz-Casares et al., 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2013; Bondarenko et al., 2015;
Sabetghadam et al., 2017; Lépez-Gonzalez et al., 2018; Brasil et al., 2020; Narai et al., 2024;
Zahner et al., 2024), mientras que el nA es la via motora principal para la actividad
cardiorrespiratoria y la laringea (Spyer, 1981; Machado & Brody, 1988; Spyer & Gilbey, 1988;
Neff et al., 1998; Dergacheva et al., 2010; Brailoiu et al., 2017; Akunna & Abah, 2023; Jalil
et al., 2023; Krohn et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024b). Una posible interaccion
funcional entre ambas estructuras sugiere que el DMH/PeF, ademas de formar parte de
redes neuronales implicadas en la funcién cardiorrespiratoria asociada al estrés, podria
formar parte también de redes que integran la actividad laringea en condiciones de
estrés/amenaza. Este posible papel del DMH/PeF en la actividad laringea se ve reforzado
por su conectividad con la SGPdI, region muy vinculada a la funcion cardiorrespiratoria y a
la vocalizacién (Bandler et al., 2000; Benarroch, 2012; Dampney et al., 2013; Deng et al.,
2016; Holstege & Subramanian, 2016).

El estudio de estos circuitos no solo podria explicar patologias de gran relevancia
asociadas al estrés cronico y a la disfuncion autonémica como la hipertension, las arritmias
y los trastornos de ansiedad (Simms et al., 2009; Esler, 2010; Malpas, 2010; Fisher & Paton,
2012; Briant et al., 2015; Esler, 2017; Johnson, 2019; de Silva et al., 2020; Fontes et al.,
2023), sino también las disfonias asociadas al estrés, cuya fisiopatologia o mecanismos
centrales aun se desconocen. A pesar de este desconocimiento, la evidencia disponible
sugiere que el desarrollo de este tipo de patologia vocal se encuentra estrechamente
vinculado a estados emocionales que alteran tanto el patron respiratorio como la actividad
laringea (Martinez & Cassol, 2015; Tezcaner et al., 2019; Clards et al., 2019; Fernandez et
al., 2020; Sruthi & Rahul, 2024).

Por todo ello, el presente trabajo se planificé para estudiar de forma conjunta el
componente emocional, la respiracion y la vocalizacion. Asi, se analizé la influencia del
DMH/PeF sobre la actividad respiratoria y laringea a nivel central y periférico de forma
concomitante a una respuesta de defensa. En los siguientes apartados, se discuten los
resultados obtenidos en cada uno de los bloques experimentales, en coherencia con la

metodologia empleada y lo descrito en la literatura cientifica.
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7.2. Consideraciones metodolégicas: modelo animal, cirugia y

técnicas experimentales

La metodologia de este estudio se establecié en base a la literatura cientifica y a
estudios previos de nuestro grupo de investigacion, con el objetivo de aumentar la fiabilidad
de los resultados obtenidos. Con respecto al modelo animal, se utilizaron exclusivamente
ratas macho no consanguineas del tipo Sprague-Dawley (SPF), para reducir la variabilidad
experimental, ya que los parametros cardiovasculares y autonémicos presentan mayor
estabilidad en machos que en hembras por la ausencia de fluctuaciones hormonales
asociadas al ciclo estral (Dearing et al., 2022). No obstante, esta eleccion limita la
extrapolacion de los resultados a hembras y debe considerarse con cautela. Todos las ratas
estuvieron bajo un control ambiental estricto para garantizar la trazabilidad de los protocolos
usados. Se trata de una cepa ampliamente utilizada en investigacién basica y en el estudio
de enfermedades cardiorrespiratorias, asi como de la ansiedad, el estrés y la vocalizacion,
debido a su similitud fisiolégica con humanos (Davidson et al., 2010; Manduca et al., 2014;
Riede et al., 2020; Akbar et al., 2024; Arandelovic¢ et al., 2024; Puzovic et al., 2025; Yue et
al., 2025).

Otra limitacion asociada a este modelo animal tiene que ver con el reducido tamafo
de su laringe, que dificulta y limita su manipulacion en las diferentes técnicas quirdrgicas
(Fernandes et al., 2022). A pesar de ello, las ratas y ratones han sido ampliamente utilizados
no solo para el estudio central de la laringe, sino también para su estudio periférico, ya que
presentan similitud anatémica e histoldgica con la laringe humana (Inagi et al., 1998; Thomas
etal., 2008; Alli et al., 2013; Sato, 2018b; Lenell et al., 2021). Ademas, los roedores muestran
una biomecanica de movimiento de las cuerdas vocales comparable a la de los humanos, lo
que refuerza la fiabilidad del uso de estos animales para la medicion de parametros como la

presion subglética (Sato, 2018b).

Por lo que respecta a la anestesia, se intentd administrar concentraciones de
pentobarbital sédico que proporcionaran estabilidad y una duracién compatible con los
tiempos de la cirugia y todo el proceso experimental. Asimismo, la aplicacién de lidocaina
local redujo los efectos de la estimulacion nociceptiva, que incremento la fiabilidad de los
parametros medidos. La estabilidad del animal se aseguré también gracias a la
monitorizacion a tiempo real de reflejos, de la temperatura corporal y de los parametros
cardiorrespiratorios. Esto fue posible gracias a que los experimentos se realizaron in vivo en
ratas anestesiadas y con respiracion espontanea, lo que permitié preservar las condiciones
fisiologicas del animal y registrar de forma simultanea las variables de interés (frecuencia
cardiaca, presion arterial, frecuencia respiratoria y presion pleural). Todo se hizo de acuerdo

con los protocolos empleados en trabajos previos de nuestro grupo (Diaz-Casares et al.,
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2009; Diaz-Casares et al., 2012; Lépez-Gonzalez et al., 2013; Lopez-Gonzalez et al., 2018;

Lépez-Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Garcia et al., 2023; Gonzalez-Garcia et al., 2024c).

En el caso de los estudios de inmunotincion, los anticuerpos anti-c-Fos, anti-Foxp2 y
anti-ChAT se seleccionaron considerando la especificidad y previa validacion en tejido
cerebral de rata con el objetivo de garantizar |a fiabilidad del marcaje (Geerling et al., 2017;
Ryu et al., 2021; Staples et al., 2021). Ademas, se realizaron pruebas antes de procesar el
tejido para validar la funcionalidad tanto de los anticuerpos primarios como secundarios.
Para la validez de los primarios, se utilizd6 como control positivo cortes de estriado (caudado-
putamen y/o nucleo accumbens) procedentes de animales naive, ya que esta region
presenta expresion basal detectable de c-Fos y Foxp2 (Takahashi et al., 2003; Robins et al.,
2020; Kuo et al., 2023). Asimismo, se realizaron controles negativos sin anticuerpos
primarios para descartar posibles uniones inespecificas por parte de los anticuerpos
secundarios. El uso de ChAT de forma complementaria facilité la identificacion de las
motoneuronas laringeas, con lo que se pudo garantizar que el marcaje nuclear se daba a
nivel del nA (Blount et al., 2023).

Los tiempos de estimulacion, reposo y sacrificio se establecieron considerando los
momentos de menor y mayor expresion de c-Fos (marcador de actividad neuronal), segun
lo descrito en la literatura cientifica (Morgan et al., 1991; Hoffman et al., 1993). Para reducir
la variabilidad en la inmunorreactividad, los tiempos de fijacion con paraformaldehido al 4%
fueron iguales en todos los cerebros estudiados. De forma adicional, se hizo un muestreo
sistematico a lo largo del eje rostro-caudal para garantizar un analisis representativo de cada
una de las subdivisiones del nA y del nRA (Pascual-Font et al., 2011; Hernandez-Morato et
al., 2013; Gonzalez-Garcia et al., 2024c).

Por lo que respecta al registro extracelular de actividad unitaria en el nA, el registro
y el analisis se hicieron siguiendo las recomendaciones descritas en manuales clasicos de
registro neuronal (Lorente de No, 1947; BeMent & Ranck, 1969; Lemon, 1985) y aplicados
en estudios previos por parte de nuestro grupo de investigacion (Lopez-Gonzalez et al.,
2013; Lopez-Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Garcia, 2024a). En concreto, se optd por el
uso de electrodos de alta impedancia y técnicas de apantallamiento que optimizaron la
relacion senal/ruido. También se aplicaron métodos de verificacién funcional e histoldgica

que garantizaron una correcta localizacion de los electrodos.

En los estudios de estimulacién eléctrica y quimica del DMH/PeF, el uso de ratas
anestesiadas con respiracion espontanea permitié estudiar de manera individual e integrada
los efectos de esta estimulacion sobre las variables cardiorrespiratorias y de presion
subglotica. Estas condiciones permitieron aplicar la técnica de “glotis aislada in situ”, una
técnica que se ha aplicado de forma muy limitada, inicialmente en gato (Gonzalez-Baron et
al., 1980; Gonzalez-Barén et al., 1981; Dawid-Milner et al., 1993; Lara et al., 1993) y perro

175



DISCUSION

(Gonzalez-Baron et al., 1978; Gonzalez-Barén et al., 1979a, b) y, a posteriori, en rata (Lara
et al., 2002; Gonzalez-Garcia et al., 2024c).

Como puede comprobarse, nuestro equipo de investigacion fue pionero a la hora de
la implementacion de esta técnica en los afios 80, 90 e inicio de los 2000, confirmando la
validez de esta técnica. Recientemente, hemos podido actualizar la técnica quirurgica,
incorporando también equipamiento especifico, lo que ha incrementado notablemente su
fiabilidad. Por un lado, el controlador de caudal masico de gas (modelo Hi-Tec F-201CV-
AGD-22-V, Bronkhorst) junto al transductor aneroide (ADInstrument modelo FE141, + 0,03 psi)
de alta sensibilidad, que aseguraron un flujo de aire constante y fisiologico a través de la
glotis. Por otro lado, el convertidor analdgico-digital modelo ML870 Powerlab 8/30
(ADInstruments) y el software LabChartPro (PowerLab System, ADInstrumentsR/ LabChart
Software, version 8.0, Sydney, Australia), que permitieron la obtenciéon de medidas estables
y reproducibles de la presion subglotica como indice indirecto de la resistencia laringea.
Ademas, esta variable se pudo registrar y analizar de forma simultanea a la actividad

cardiorrespiratoria y neuronal (Gonzalez-Garcia, 2024a; Gonzalez-Garcia et al., 2024c).

La presidn subgldtica ha sido medida por otros autores como Riede et al. (2013)
mediante doble canulacion traqueal en animales conscientes. A pesar de que nuestra técnica
de “glotis aislada in situ” solo mide presion subgldtica en animales anestesiados, el
aislamiento de las vias respiratorias y la administracion de un flujo de aire humidificado
constante en direccion rostral asegurd que los cambios en la presidn subglética no se debian
a la contraccion o relajacion de los musculos respiratorios. Asimismo, la fijacion de boca y

lengua evito retracciones que alterasen la medicion de la presion subglética.

La estimulacion eléctrica del DMH/PeF se hizo de acuerdo con las recomendaciones
clasicas descritas en la literatura (Hilton, 1982; Hilton & Redfern, 1986). Sin embargo, la
intensidad de la estimulacién se disminuyd ligeramente para disminuir el volumen de tejido
afectado por la corriente eléctrica, pero manteniendo la respuesta cardiorrespiratoria tipica
del DMH/PeF (1 ms, 100 Hz, 30-40 pA durante 5 s). En el caso de la estimulacion quimica,
para las microinyecciones de glutamato se ajustaron los volumenes y concentraciones
segun las recomendaciones clasicas. En concreto, se administraron 50 nl (entre 10 y 100
nmol), para asegurar cambios cardiorrespiratorios medibles al mismo tiempo que se
garantizaba una difusién controlada a nivel espacial de la microinyeccion (Goodchild et al.,
1982; Lipski et al., 1988). Gracias a estas medidas y al uso de un sistema de bomba
microinyectora (modelo micro4™) se pudo controlar tanto los volumenes como la

localizacion de las microinyecciones.

Al final de cada bloque experimental, la correcta localizacion del electrodo y la
microjeringa se comprobd histolégicamente, tomando como referencia las lesiones

provocadas por la corriente eléctrica o la tincién con azul de Evans. Todas estas decisiones
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metodolégicas apoyan la validez de los resultados obtenidos en este estudio, los cuales se

discuten en los siguientes apartados.
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7.3. Interaccion DMH/PeF y nA: experimentos c-Fos/Foxp2/ChAT-ir

Segun la hipdtesis planteada en este bloque experimental, se esperaba que la
estimulacion durante 1 hora (una vez por minuto) del DMH/PeF incrementaria la expresion
del marcador de actividad neuronal c-Fos y mostraria coexpresion con el factor de
transcripcion Foxp2 en el nA. Por ello, este bloque experimental tuvo como objetivo
caracterizar la relacion morfofuncional entre el DMH/PeF y el nA tras la estimulacion eléctrica
del DMH/PeF y mediante el analisis de la expresion de las proteinas c-Fos y Foxp2 en las
diferentes formaciones del nA. Los resultados obtenidos en los estudios de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia no solo respaldan la hipétesis de partida, sino
que ademas revelan cambios significativos en el nRA. Todos estos hallazgos son discutidos

a continuacion.

7.3.1. Expresion de c-Fos y su colocalizacién con ChAT

Segun los resultados obtenidos en este bloque experimental, la estimulacion
eléctrica del DMH/PeF produjo un incremento significativo de la expresion de c-Fos
topograficamente estructurada a lo largo de todo el eje rostro-caudal del nA, que es
coherente con su conocida organizacion somatotépica (Bieger & Hopkins, 1987; Pascual-
Font et al., 2011; Hernandez-Morato et al., 2013). Mas concretamente, el patrén de
respuesta registrado mostré que la influencia de esta region hipotalamica sobre el nA no es
homogénea, sino que su efecto sobre su diferentes formaciones (compacta, semicompacta

y laxa) es variable.

Una vez bloqueados todos los efectos cardiovasculares simpaticos mediante la
administracion de guanetidina, se observd un aumento del marcaje de c-Fos que fue
predominante en el lado ipsilateral, tanto en el grupo control como en el grupo estimulado
eléctricamente, a lo largo de todo el eje longitudinal del nA, asi como en el nRA. Sin
embargo, tras comparar las diferencias existentes entre el lado ipsilateral y contralateral de
ambos grupos experimentales, aparecieron diferencias significativas en la expresion de c-
Fos, principalmente, en la formacion semicompacta, compacta y en el nRA. En concreto, la
formacion semicompacta mostré una activacion muy marcada en todos los grupos celulares
analizados (motoneuronas, no-motoneuronas y células totales), mientras que el aumento en
la actividad dentro de la formacion compacta se limité a las no-motoneuronas y células
totales. La formacion laxa sdlo mostré un incremento leve en las motoneuronas. Estas
diferencias significativas existentes entre el grupo estimulado y el control sugieren que
existen proyecciones descendentes, directas o indirectas y topograficamente organizadas,
desde el DMH/PeF hacia el nA.

Desde un punto de vista funcional, cabe resaltar esta diferencia de expresion de c-
Fos entre las distintas subdivisiones del nA. Como se ha sefalado, la region con mayor

diferencia de expresion es la formacion semicompacta. Esto indicaria que el DMH/PeF
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influye en la actividad de las poblaciones neuronales (motoneuronas y no motoneuronas)
que controlan los musculos intrinsecos de la laringe. De hecho, se aprecia una mayor
activacion del grupo de no-motoneuronas frente al de motoneuronas, lo que sugiere que la
modulacion ejercida desde esta region hipotalamica podria estar vehiculizada a través de
estas subpoblaciones aun no muy bien estudiadas y, por tanto, que la modulacién que ejerce
sobre las motoneuronas de dicha regién no sea de manera directa. En relacién con los
resultados obtenidos en el grupo de las neuronas no motoras, hay trabajos recientes que
describen la presencia de interneuronas en las diferentes subregiones del nA, pero sin darles
una funcionalidad concreta (Fogarty et al., 2024). Esta visién no invalida la interpretacion
clasica, segun la cual estas regiones contenian unicamente motoneuronas laringeas, sino
que aumenta la complejidad organizativa, poniendo de manifiesto que ambas poblaciones

coexisten dentro del nA (Pascual-Font et al., 2011; Hernandez-Morato et al., 2013).

Los datos obtenidos en esta tesis doctoral, junto a los recabados en un trabajo
recientemente publicado por nuestro grupo de investigacion sobre la SGPdl (Gonzalez-
Garcia et al., 2024a; Gonzalez-Garcia et al., 2024c), apoyan una dualidad en el control de
las diferentes regiones del nA ejercida desde regiones hipotalamicas y mesencefalicas. A
diferencia de lo publicado en dicho trabajo en el que el uso del c-Fos combinado con la
tirosina hidroxilasa (TH) impidié la distincion entre motoneuronas y no-motoneuronas, en
nuestro estudio actual de doble marcaje c-Fos/ChAT si nos ha sido posible hacerlo, dando
una mayor profundidad a las conclusiones extraidas. Independientemente de las diferencias
metodolégicas, los resultados sugieren que ambas regiones parecen influir sobre estas
estructuras bulbares en el control de la actividad laringo-respiratoria. En concreto, dicho
estudio demostro que la estimulacion de la SGPdI inducia un aumento significativo de la
expresion de c-Fos en los dominios compacto y laxo del nAy que esta activacion se asociaba
a una disminuciéon de la resistencia laringea (Gonzalez-Garcia et al., 2024a; Gonzalez-
Garcia et al., 2024c).

Por otro lado, la estimulacion eléctrica del DMH/PeF también produjo un incremento
significativo de la expresiéon de c-Fos en el nRA. Este nucleo contiene grupos de
interneuronas premotoras heterogéneas con funciones abdominales, intercostales y
laringeas, y podria constituir un punto clave para el DMH/PeF en la integracion de la
respuesta laringo-respiratoria (Subramanian & Holstege, 2009; Subramanian et al., 2018;
Hartmann et al., 2020; Concha-Miranda et al., 2022; Krohn et al., 2023). Debido a que las
proyecciones descendentes desde el DMH/PeF hacia el nRA son escasas (Papp & Palkovits,
2014), creemos que la influencia del DMH/PeF sobre este nucleo se ejerceria mas a través

de una via indirecta mediada por la SGPdI.

Esta bien establecido que el DMH/PeF proyecta densamente hacia la SGP (Motta et
al., 2009; Benarroch, 2012; Dampney, 2015; Trevizan-Bau et al., 2021a; Schottelkotte &
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Crone, 2022), y que esta ultima ejerce un control potente sobre el nRA, sobre todo, en la
modulacion de la vocalizacion, el control respiratorio y los ajustes de la presion abdominal
durante respuestas de defensa (Holstege et al., 1997; Papp & Palkovits, 2014). A pesar de
las posibles diferencias funcionales, teniendo en cuenta la interconectividad funcional entre
ambas y las numerosas conexiones que comparten para regular la actividad
cardiorrespiratoria vinculada a la respuesta de defensa, es probable que ambas regiones
medien esta funcidn a través de mecanismos comunes (Herbert & Saper, 1992; Bianchi et
al., 1998; Krout et al., 1998; Vanderhorst et al., 2000; Kawai, 2018; Yang & Feldman, 2018;
Lépez-Gonzalez et al., 2020; Chen et al., 2021; Trevizan-Bau et al., 2021b; Gonzalez-Garcia
et al., 2023; Rocha et al., 2024).

Esta posible arquitectura funcional es coherente con las proyecciones
monosinapticas descritas desde el DMH/PeF hacia el nA (ter Horst & Luiten, 1986), asi como
con la via DMH/PeF-SGPdI-nRA-nA descrita en la literatura. Esta ultima via hipotalamo—
mesencefalica—bulbar asociada a la respuesta de lucha/huida, podria representar un eje
funcional a través del cual el DMH/PeF modularia la actividad laringo-respiratoria (presion
subglotica y permeabilidad de la via aérea superior) durante estados de defensa (Holstege
et al., 1997; Motta et al., 2009; Benarroch, 2012; Papp & Palkovits, 2014; Dampney, 2015;
Trevizan-Bau et al., 2021a; Trevizan-Bau et al., 2021b; Schottelkotte & Crone, 2022). Esta
idea se ve reforzada por la taquipnea observada en nuestros experimentos de estimulacion
eléctrica y quimica del DMH/PeF, asi como por los modelos recientemente descritos sobre
la red autondmica central y los modelos de red respiratoria. Segun estos, el hipotalamo actua
como nodo central para la coordinacién de respuestas cardiorrespiratorias y conductuales
(Lamotte et al., 2021) y envia sefales hacia regiones pontinas (cPB/KF) y bulbares (nucleos
generadores del ritmo y patrén respiratorio) con el objetivo de ajustar el tiempo respiratorio
y la salida premotora espiratoria (Krohn et al., 2023). Estos mismo nucleos, por su parte,
envian sefales hacia el nRA, lo que enfatiza el papel integrador que esta estructura tiene en

la actividad respiratoria, laringea y abdominal (Ghali et al., 2019).

Ademas, los resultados de este estudio apoyan y amplian el modelo jerarquico
clasico de Jirgens (1979) sobre la vocalizacién. De acuerdo con este autor, el hipotalamo
es un modulador emocional de las sefiales vocales y no un generador primario. Por tanto, el
hecho de que DMH/PeF reclute predominantemente células no motoras del nAy poblaciones
celulares del nRA refuerza su papel como modulador emocional. Ademas, las diferencias
encontradas entre la SGPdl y el DMH/PeF y sus respectivos efectos sobre el nA podria tener
su explicacion en una mayor dominancia de la SGPdI sobre la vocalizacion dentro de este
modelo jerarquico. No obstante, se necesitan mas estudios conjuntos de ambas estructuras

para esclarecer esta organizacion funcional.
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7.3.2. Expresion de Foxp2 y su colocalizacion con ChAT

El doble marcaje Foxp2/ChAT aporté informacion complementaria sobre la
estructura molecular y funcional de las poblaciones neuronales dentro del nA y nRA. La
relacion entre la distribucion molecular y la funcionalidad de estos nucleos encaja con los
estudios que relacionan el Foxp2 con funciones como la respiracion, la vocalizacion, el

lenguaije y el control motor fino (Vernes et al., 2011; Hickey et al., 2019; Kosubek et al., 2020).

En los animales control, los resultados mostraron que las neuronas Foxp2 positivas
presentaban una distribucion bilateral, pero predominante en el lado ipsilateral en las
formaciones semicompacta y laxa del nA, asi como en el nRA. En el caso de los animales
en los que se estimulo eléctricamente el DMH/PeF, el patron de expresion de este marcador
se mantuvo similar al grupo control. Al comparar los aumentos de expresion entre las zonas
ipsilaterales y contralaterales entre el grupo estimulado y el control, no se observaron
diferencias significativas entre ellos. La ausencia de cambios en la expresion de Foxp2 entre
el grupo control y el estimulado eléctricamente, refuerza la idea de que este factor de
transcripcion actia como un marcador fenotipico estable y no como un marcador

dependiente de actividad.

En ambos grupos experimentales, el nimero de nucleos Foxp2* en el nRA fue similar
a los observados en la formacion semicompacta del nA y ligeramente inferior a los
observados en la formacion laxa. Esta distribucion resultdé coherente y esperable debido a
la naturaleza heterogénea del nRA (abdominal, respiratoria y laringea) y por la funciéon que
desempefa como nucleo premotor en la conformaciéon de patrones motores laringeos y
espiratorios (Campbell & Green, 1955; Holstege & Kuypers, 1982; Park et al., 2024). En este
sentido, resulto significativo que el Foxp2 se expresara, sobre todo, en las formaciones del
nA que modulan la actividad de los musculos intrinsecos de la laringe, asi como el calibre
de la glotis. De igual modo, una expresion alta de esta proteina en el nRA no solo fue
coherente con el papel que este nucleo tiene en la espiracion activa (Campbell & Green,
1955; Park et al., 2024), sino también con la respuesta de taquipnea registrada en nuestros

experimentos de estimulacién eléctrica y quimica del DMH/PeF.

En nuestro estudio anterior sobre la SGPdI ya identificamos este perfil funcional en
el nA y nRA (Gonzalez-Garcia et al., 2024c). Sin embargo, la interpretacion de estos
resultados estaba limitada por el uso del doble marcaje Foxp2/TH, por lo que no pudimos
diferenciar entre motoneuronas y no-motoneuronas. En cambio, los datos obtenidos del
presente estudio nos permitieron dar un paso mas en la caracterizacion de estas células. En
concreto, el aporte principal de este bloque experimental fue la identificacion de que las
células positivas para Foxp2 se correspondian principalmente con no-motoneuronas. Esto
sugiere que dentro del nA podrian existir subpoblaciones locales que expresan Foxp2 y que

podrian desempefar un papel modulador o integrador mas que de control motor directo.
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Por otro lado, el estudio de la expresion de Foxp2 en el nA y nRA no solo aporto
informacién del caracter funcional de las poblaciones celulares de estas regiones, sino que
también reforzo la idea de que el DMH/PeF también podria formar parte de un circuito
laringo-respiratorio especializado. Aunque hasta la fecha no se ha documentado la
expresion de esta proteina en el DMH/PeF, algunos autores han demostrado la existencia
de proyecciones Foxp2 positivas que se dirigen desde el pre-LC o el cPB hacia el DMH/PeF
(Shin et al.,, 2011; Huang et al., 2021). Ademas, el DMH/PeF interacciona, directa o
indirectamente, con diversos centros respiratorios bulbopontinos que si expresan este factor
de transcripcion (por ejemplo, el cPB-KF, el pre-BotC, BotC y el NTS) (Geerling et al., 2017;
Stanic¢ et al., 2018; Vallin et al., 2025). Todas estas regiones, junto a los nA'y nRA, parecen
establecer un eje molecular caracterizado por la expresion de Foxp2 que se extiende a lo

largo de todo el eje rostro-caudal de la protuberancia y el bulbo.

7.3.3. Coexpresion de c-Fos/Foxp2

La técnica de doble marcaje inmunofluorescente permitié identificar grupos de
neuronas en la formacion semicompacta del nA que coexpresan c-Fos y Foxp2. En nuestro
estudio, al igual que con los resultados obtenidos con la inmunohistoquimica, pudimos
observar que la expresion de Foxp2 se mantenia estable tanto en animales control como en
animales estimulados en ambos lados (ipsilateral y contralateral), mientras que la expresion
de c-Fos aumentaba en la zona ipsilateral de los animales estimulados de manera
significativa. La comparacion entre grupos demostré también que la diferencia de expresion
de c-Fos entre el lado ipsilateral y contralateral fue significativamente mayor en los animales

estimulados.

En concreto, confirmamos que la coexpresion de ambos marcadores se mantenia
constante en los animales control (19,36% vy 17,21% ipsilateral y contralateral
respectivamente), mientras que aumentaba en la zona ipsilateral (28,57%) de manera
significativa respecto a la contralateral (18,23%) en los animales estimulados. En el analisis
de las diferencias entre grupos (control vs estimulados) en la comparacién ipsilateral—-
contralateral también se observaron diferencias significativas, o que confirmé que la
estimulacion del DMH/PeF producia un aumento de la expresiéon de c-Fos en neuronas de

la formacion semicompacta del nA que expresan Foxp2.

Aunque los estudios de inmunofluorescencia confocal aportan resultados valiosos,
deben ser considerados con cautela, ya que no se emple6 ChAT como marcador
citoplasmatico para localizar las motoneuronas del nA. Esto es debido a que se dieron
problemas técnicos de sefales inespecificas por la combinacion de varios fluoréforos que
imposibilitaron el triple marcaje de c-Fos, Foxp2 y ChAT. La implementacion de enfoques
metodolégicos mas avanzados, como estrategias de imagen multiplex o el uso de fluoréforos

con mayor discriminacion espectral, podria permitir en el futuro superar estas limitaciones y
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validar de manera directa la coexpresion de estos marcadores a nivel celular. A pesar de
estas limitaciones, la validez de esta aproximacién se apoya en los bloques de
inmunohistoquimica en los que si se pudieron identificar las poblaciones colinérgicas del nA.
Ademas, los tejidos usados mantuvieron la misma localizaciéon anatomica estereotaxica y

recibieron el mismo muestreo rostro-caudal a lo largo de este nucleo.

De igual modo, tal y como se ha comentado en el apartado anterior, tanto en este
trabajo como en nuestro estudio previo sobre la SGPdI (Gonzalez-Garcia, 2024a; Gonzalez-
Garcia et al.,, 2024c), hemos podido caracterizar una expresion de Foxp2 que es
independiente de actividad. Esta expresion endégena de la proteina Foxp2 en el nA sirvio
de guia en la localizacion de esta regidon y ayudo a delimitar el area para cuantificar de forma
fiable las células c-Fos*. Por tanto, a pesar de la ausencia del marcaje colinérgico, los
estudios de inmunofluorescencia demostraron que el DMH/PeF parece tener un efecto,
directo o indirecto, sobre grupos celulares Foxp2* ubicados en la formacion semicompacta
del nA.

Aunque se ha establecido de forma general una organizacién somatotopica del nA,
segun la cual las neuronas que inervan los musculos intrinsecos de la laringe se localizan
en las formaciones semicompacta (control musculo cricotiroideo) y laxa (resto musculatura
intrinseca), estos limites no estan claramente establecidos (Bieger & Hopkins, 1987). Para
algunos autores las neuronas laringeas presentan una organizacion difusa, entremezclada
en el nA (Gacek, 1975; Hinrichsen & Ryan, 1981; Pasaro et al., 1983; Davis & Nail, 1984;
Hisa et al., 1984; Basterra et al., 1987; Flint et al., 1991; Nahm et al., 1993), mientras que
para otros los grupos neuronales que controlan dichos musculos presentan una organizacion
mas definida. De acuerdo con estos autores las neuronas del cricotiroideo presentan una
posicién mas rostral y las que controlan el cricoaritenoideo posterior y el tiroaritenoideo se
distribuyen de forma progresiva hacia regiones mas caudales, ocupando el musculo
cricoaritenoideo posterior una posicion mas intermedia. Pero, incluso dentro de esta
organizacion somatotépica, se han identificado areas de solapamiento entre poblaciones

neuronales adyacentes (Hernandez-Morato et al., 2013).

Este solapamiento se ve reforzado por la forma en la que estas subdivisiones estan
inervadas. Aunque algunos autores insisten en que las motoneuronas del NLS se ubican
dentro de la formacion semicompacta y las motoneuronas del NLR dentro de la formacion
laxa (Pascual-Font et al., 2011; Weissbrod et al., 2011), otros proponen, ademas, que el
musculo cricoaritenoideo posterior esta doblemente inervado por el NLS y por el NLR tanto
en roedores como en humanos (Bieger & Hopkins, 1987; Kobler et al., 1994; Furusawa et
al., 1996; Hydman & Mattson, 2008; Bjorck et al., 2012; Berdugo-Vega et al., 2014; Uludag

et al., 2017; Martin-Oviedo et al., 2019). Esta doble inervacioén refuerza la idea de que el
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cricoaritenoideo posterior podria distribuirse de forma mas difusa entre las formaciones

semicompacta y laxa y no de forma tan definida en esta ultima subdivision.

Si bien es cierto que existen estos solapamientos, la coexpresiéon de células c-
Fos*/Foxp2* en la formacién semicompacta plantea la posibilidad de que el DMH/PeF
module la actividad de circuitos laringo-respiratorios Foxp2 dependientes que controlan la
apertura glotica. Asi, el DMH/PeF ajustaria la respiracion y la resistencia glética en funcion
del estado emocional y las demandas autonémicas. Aunque esta interpretacion es coherente
con la disminucion de la presion subglotica observada en nuestros experimentos de
estimulacion eléctrica y quimica, no deben descartarse otras explicaciones alternativas. En
especial, si se tiene en cuenta que los efectos observados a nivel bulbar, después de la
estimulacion del DMH/PeF, se dan mayoritariamente en subpoblaciones del nA

categorizadas como no-motoneuronas, cuya identidad y funcionalidad se desconocen.
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7.4. Interaccion DMH/PeF y nA: experimentos del registro de la

actividad neuronal unitaria extracelular del nA

Segun la hipétesis de este bloque experimental, se esperaba que el registro unitario
de la actividad extracelular del nA, durante la estimulacion del DMH/PeF, evidenciara un
efecto modulador de esta ultima regién sobre la actividad de las motoneuronas laringeas.
Por ello, el objetivo fue caracterizar la actividad neuronal del nA mediante el registro neuronal
unitario extracelular in vivo, comparando el patrén de disparo neuronal en reposo y tras la
estimulacion eléctrica del DMH/PeF.

Después de comprobar la posible relacion entre el DMH/PeF y el nA (formacion
semicompacta y formacién laxa) mediante la expresion de c-Fos, se estudio la relacion
electrofisiologica entre ambas zonas. Para ello, se realizo el registro de la actividad eléctrica
unitaria extracelular de motoneuronas localizadas en estas formaciones del nA. Las
coordenadas de registro abarcaron toda la estructura funcional del nA encargada de la
actividad de la musculatura intrinseca laringea. Con el fin de caracterizar el mayor niumero
de neuronas dentro de la regién de interés, se llevo a cabo un barrido de registro amplio y
sistematico. En concreto, se hizo un barrido desde —12,90 mm posterior a bregma hasta
-14,20 mm posterior a bregma en sentido rostro caudal, con una extension lateral de 1,5-2,5
mm respecto a la linea media y una profundidad de 1,8 y 2,6 mm con respecto a superficie
cerebral. Las coordenadas de registro se establecieron en base al atlas Paxinos y Watson
(2007), aunque se hicieron adaptaciones en cada experimento, tomando como referencia la
posicion del obex para establecer el punto cero de las coordenadas (referencia atlas -14,40
mm posterior a bregma). El registro también se hizo en las regiones cardiorrespiratorias
adyacentes, en concreto, en el GRVr, el grupo catecolaminérgico A1 y las células C1

adrenérgicas (A1/C1) y el bulbo ventrolateral caudal (CVLM, por sus siglas en inglés).

Las neuronas registradas se agruparon dependiendo de la descarga espontanea, la
profundidad y de si la descarga se acoplaba a la funcion cardiovascular o a la respiratoria,
propiedades que fueron evaluadas haciendo un andlisis comparativo de la descarga
mediante histogramas de frecuencia. Ademas, en esta clasificacion se considero la
localizacion anatémica, para reducir la ambigiiedad derivada del solapamiento funcional
existente entre las regiones estudiadas (neuronas respiratorias del nA, neuronas del GRVr
y neuronas cardiovasculares de los grupos A1/C1y CVLM). La localizacion de las neuronas
registradas se confirmoé mediante los estudios histolégicos que revelaban los microcoagulos
en el tejido, generados por la corriente eléctrica de alta intensidad aplicada al final de cada
experimento (250 pA durante 20 s). El resto de los puntos de registro se dedujeron tomando

como referencia el punto estereotaxico de la microcoagulacion.
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En total, se registré la actividad unitaria extracelular de 78 neuronas. De todas las
neuronas registradas, se descarto 1, ya que el estudio histoldgico reveld que la profundidad
no era la adecuada. El resto neuronas se encontraban dentro de las regiones descritas. De
estas 77 neuronas restantes, todas, menos dos que eran silentes, presentaron la actividad
espontanea tipica de las neuronas de estas regiones bulbares, con una frecuencia de
descarga variable que fueron coherentes con los datos obtenidos por otros autores y por
nuestro grupo de investigacion en estudios anteriores (Dawid-Milner et al., 1993, 1995;
Moraes & Machado, 2015).

Del total de neuronas registradas, el 41% modifico su actividad tras la estimulacion
del DMH/PeF y el 36% mostro un patrén de descarga respiratorio. En concreto, dentro de
este grupo se identificaron cuatro patrones diferentes, cuyas posiciones estereotaxicas
coincidian con la posicion clasica de las distintas neuronas respiratorias: inspiratorias
laringeas (10,26 % del total, con patrén de descarga decreciente), neuronas inspiratorias del
GRVr (12,82%, con patrén de descarga creciente), neuronas espiratorias laringeas E1y E2
(6,41% vy 6,41% respectivamente). Un alto porcentaje de este grupo de neuronas mostraron
cambios en su frecuencia de descarga en reposo tras la estimulacion del DMH/PeF,
presentando tanto aumentos como disminuciones de actividad. El grupo que mayores
cambios de actividad mostré fue el de las motoneuronas espiratorias (40% ambos tipos),
seguido de las motoneuronas inspiratorias laringeas (37,5%) y las motoneuronas
inspiratorias del GRVr (30%). Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en los
estudios de inmunohistoquimica que revelaron un aumento de la actividad neuronal de las

formaciones del nA implicados en la musculatura laringea.

Tras el analisis de los cambios de frecuencia de descarga neuronal de estos grupos
respiratorios, se observo que la estimulacion del DMH/PeF no modifico la actividad neuronal
mucho mas alla de los aumentos y disminuciones de frecuencias de descarga ya
mencionadas. Aun asi, se observd una excitacion de 200 ms en una motoneurona
espiratoria, situada en la region semicompacta y, quiza como el dato mas importante extraido
en esta seccion de registro neuronal, tres motoneuronas inspiratorias laringeas (37,5%)
vieron facilitada su actividad cuando se estimulaba conjuntamente el DMH/PeF junto con el
nervio vago. De hecho, aumentaron la actividad hasta cuatro veces durante dicha
estimulacion conjunta. Estos datos certifican que el DMH/PeF modula la actividad
inspiratoria durante la respuesta al estrés vehiculizada desde esta region hipotalamica. Esta
perspectiva coincide con lo que ya demostré nuestro grupo investigador en un estudio en
gato (Dawid-Milner et al., 1995). En dicho estudio, mediante registro intracelular, se
demostré que la estimulacion conjunta del DMH/PeF y el nervio laringeo superior facilitaba
la actividad de las motoneuronas laringeas. Esto confirma la importancia de las proyecciones
entre ambas regiones y refleja la diversidad de conexiones sinapticas que existen en esta

Zona.
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Con respecto a las neuronas registradas en regiones adyacentes a las formaciones
semicompacta y laxa del nA, se registraron neuronas inspiratorias del GRVr (12,82%) y de
la zona cardiovascular del A1/C1-CVLM (47,44%). Por otro lado, también se registré un
numero elevado de neuronas con actividad espontanea que no poseian un patron de
descarga cardiorrespiratorio claro (16,7%) pero que por posicion estereotaxica se situaban
entre el GRVr y las neuronas cardiovasculares A1/C1. De estos tres grupos neuronales, la
descarga del 51,3% de las neuronas cardiovasculares y del 23,1% de las neuronas no

moduladas cardiorrespiratoriamente se vio afectada por la actividad del DMH/PeF.

La diversidad entre las neuronas cardiovasculares en su respuesta al DMH/PeF o al
vago en cuanto a aumentos o disminuciones de actividad, refleja la dualidad funcional de las
zonas A1/C1 y CVLM, zonas de por si antagonicas. La A1/C1 vehiculiza el aumento de
actividad cardiaca desde el DMH/PeF, mientras que la CVLM tiene funcién opuesta. De
hecho, la CVLM suele ser inhibida en la respuesta de defensa del animal para el
mantenimiento de una presion arterial elevada (inhibicién del reflejo baroreceptor a nivel del
NTS) (Guyenet, 2006; Suarez-Roca et al., 2021). Por tanto, es légico encontrar neuronas
con patrén de descarga cardiovascular afectadas por la estimulacion del DMH/PeF en
ambos sentidos. Estas modificaciones de actividad no sélo afectan al aumento o disminucion
de la frecuencia de descarga en reposo, como ocurre con las neuronas inspiratorias del
GRVr, sino que afiaden también ejemplos de excitacidon (neurona cardiovascular excitada
entre 50-200 ms) y de activacion postestimulo de latencia corta (neurona no modulada
cardiorrespiratoriamente activada a los 12, 22 y 30 ms desde el DMH/PeF). Eso significa
que existe conexion (polisinaptica seguramente) desde el DMH/PeF con estas regiones

bulbares.

En el caso del grupo de neuronas que no mostraron modulacion cardiorrespiratoria
(s/m), los cambios en la actividad de descarga fueron escasos. Aun asi, se observaron
cambios puntuales en la frecuencia de disparo, con descensos en el 23% de los casos y con
aumentos en el 13% de ellos. Ademas, una de ellas presenta una activacién entre los 10—-30
ms con maximos en los 12, 22 y 30 ms tras las estimulacion del DMH/PeF. La ubicacion
anatomica de estas neuronas (entre las neuronas del GRVr y las neuronas cardiovasculares)
y los resultados obtenidos parecen indicar que se trata de un grupo de neuronas de
interconexion, o interneuronas, cuya funcién seria la de integrar la informacion aferente

vagal y descendente procedente del DMH/PeF.

Todos estos datos constituyen las primeras evidencias electrofisiolégicas de
interaccion funcional entre las neuronas del DMH/PeF y las neuronas ubicadas en las
distintas regiones del nA. Con el objetivo de profundizar ain mas en esta relacion funcional,

realizamos experimentos de activacion eléctrica y quimica el DMH/PeF para estudiar el
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posible papel que las motoneuronas laringeas tienen en el control de la presién subgldtica

durante la respuesta cardiorrespiratoria evocada desde la DMH/PeF.
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7.5. Interaccion DMH/PeF y nA: experimentos con estimulacion

eléctrica/quimica y presiéon subglética

Segun la hipdtesis planteada en este bloque experimental, se esperaba que la
activacion de estas regiones hipotalamicas indujera respuestas fisiolégicas consistentes
tanto en la dinamica cardiorrespiratoria como en la resistencia laringea, y que esta pudiera
medirse de manera fiable a través de la presion subglética. Por ello, se tuvo como objetivo
caracterizar el papel del DMH/PeF en la regulacion cardiorrespiratoria y laringea, mediante
su activacion eléctrica y quimica, y el uso de la técnica de “glotis aislada in situ” para medir
de forma precisa la presion subglética. Los resultados obtenidos en ambos tipos de
estimulacion respaldan esta hipotesis, ya que muestran una activacién simpatoexcitadora
junto a una disminucion de la resistencia laringea. A continuacion, se analizan, por separado,

los efectos observados tras la estimulacion eléctrica y quimica.

7.5.1. Efectos de la estimulacion eléctrica en el DMH/PeF sobre la presiéon

subglética

Inicialmente, los experimentos de estimulacion eléctrica se llevaron a cabo con el
objetivo de confirmar la localizacion del DMH/PeF. Para ello, se tuvieron en cuenta los
efectos cardiorrespiratorios tipicos de esta region. Asimismo, estos experimentos sirvieron
para estudiar variaciones en la presion subglética durante la estimulacion, que se interpretan
como cambios en la resistencia laringea asociados a la posicion de las cuerdas vocales.
Solo se consideraron los datos de los animales que mostraron cambios cardiorrespiratorios

caracteristicos de una respuesta de defensa.

La estimulacion eléctrica del DMH/PeF produjo respuestas fisiolégicas marcadas en
todos los parametros evaluados, tanto a nivel cardiorrespiratorio como laringeo. A nivel
respiratorio, se registré un aumento significativo de la frecuencia respiratoria, junto a una
reduccion de los tiempos inspiratorio y espiratorio. Ademas, se produjo un incremento de la
presion pleural inspiratoria que se tradujo en un aumento de la actividad frénica y, junto a la
disminucion de los tiempos inspiratorio y espiratorio, en un mayor flujo inspiratorio. Estos
resultados indican una activacion potente de los centros respiratorios y una facilitacion del

ritmo ventilatorio.

A nivel cardiovascular, los efectos observados (aumento de presion arterial y
frecuencia cardiaca) mostraron un perfil de activacion simpatica, caracteristico de una
respuesta de defensa. Todos los cambios cardiorrespiratorios en conjunto sugieren que el
DMH/PeF integra de forma coordinada funciones autondémicas para generar respuestas
adaptativas ante situaciones de alerta. Estos hallazgos son consistentes con los resultados

descritos con anterioridad por nuestro grupo de investigaciéon mediante la estimulacion
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eléctrica del DMH/PeF, que refuerzan el papel de esta regién en la coordinacién de las
respuestas cardiorrespiratorias al estrés (Diaz-Casares et al., 2009; Lopez-Gonzalez et al.,
2013).

Inicialmente, en la literatura cientifica, los estudios de estimulacion eléctrica que
identificaron el papel del DMH/PeF fueron cuestionados, ya que parecian activar tanto
somas neuronales como fibras de paso (Bandler, 1982; Tan & Dampney, 1983). Sin
embargo, los estudios de microinyeccion de glutamato revelaron respuestas
cardiorrespiratorias similares, lo que confirmé que ambos tipos de estimulacién inducen la
activacion de las neuronas del DMH/PeF (Goodchild et al., 1982; DiMicco et al., 1986; Lipski
et al., 1988; Fontes et al., 2001; DiMicco et al., 2002; Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004;
McDowall et al., 2006). Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio por la

estimulacion eléctrica del DMH/PeF se pueden considerar con mayor solidez.

Aunque los trabajos anteriores han descrito los efectos cardiorrespiratorios inducidos
por la estimulacién eléctrica de esta region, hasta la fecha ninguno habia estudiado su
influencia sobre la actividad laringea. En el presente estudio se incorporo el registro de la
presion subglotica (variable ya medida por nuestro grupo en estudios centrados en la SGPdI)
con el objetivo de analizar, por primera vez, su relacion con la activacion del DMH/PeF. En
concreto, se observé una disminucion significativa de la presién subglotica durante la
estimulacion, que refleja una disminucion importante en la resistencia laringea. Este hallazgo
sugiere una apertura activa de la glotis, probablemente mediada por proyecciones
descendentes desde el DMH/PeF hacia el nA, donde se encuentran las motoneuronas
laringeas (Hernandez-Morato et al., 2013; Fogarty, 2024). La caida de la presion subglética
es coherente con un mecanismo fisiolégico de reduccion de la resistencia al paso de aire,

facilitando un aumento rapido del flujo ventilatorio.
7.5.2. Efectos de estimulaciéon quimica en el DMH/PeF sobre la presiéon subglética

Los experimentos de estimulacién quimica con glutamato en el DMH/PeF se
realizaron para confirmar y apoyar los cambios cardiorrespiratorios y laringeos encontrados
en los estudios de estimulacion eléctrica. La estimulacion quimica aseguré que los cambios
encontrados se debian a una activacion localizada de los cuerpos celulares en el DMH/PeF

y no al reclutamiento de fibras de paso o poblaciones neuronales adyacentes.

Se utilizé glutamato para activar las neuronas en el DMH/PeF, en lugar de otros
métodos de estimulacion como la desinhibicién con bicuculina o el acido homocisteinico,
debido a que hemos demostrado con anterioridad que se trata de un método efectivo y
confiable (Dawid-Milner et al., 2001; Lara et al., 2002; Dawid-Milner et al., 2003; Gonzalez-

Garcia, 2024c). Al igual que en los experimentos de estimulacion eléctrica, solo se
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consideraron los datos de los animales que mostraron cambios cardiorrespiratorios

caracteristicos de una respuesta de defensa.

La activacion quimica del DMH/PeF mediante microinyecciones de glutamato replico
practicamente el perfil de activacion observado con la estimulacion eléctrica, aunque con
menor intensidad en algunas variables. Esta ligera diferencia en la magnitud de los
resultados podria explicarse por una diferencia en la extension de la estimulacion quimica
frente a la eléctrica. En concreto, la activacién quimica indujo una respuesta
simpatoexcitatoria caracterizada por hipertension, taquicardia y taquipnea. El aumento de la
frecuencia respiratoria se dio junto a una disminucion de los tiempos inspiratorio y
espiratorio, asi como junto a una caida moderada de la presion subglética. Asimismo, estos
cambios respiratorios se acompafaron de un aumento de la presion pleural. En comparacion
con las microinyecciones de PBS (grupo control), los efectos del glutamato fueron
significativamente mayores, tanto en variables respiratorias como cardiovasculares.
Ademas, los efectos inducidos por glutamato fueron reversibles, ya que las variables

fisioldgicas regresaron a sus niveles basales.

El perfil simpatoexcitatorio descrito en este estudio coincide con los observados en
trabajos anteriores de este equipo de investigacion, basados en la estimulacion quimica del
DMH/PeF (Diaz-Casares et al., 2012; Lépez-Gonzalez et al., 2018) y los observados por
otros autores (Fontes et al., 2001; DiMicco et al., 2002; Horiuchi et al., 2004; Fontes et al.,
2023). Estos hallazgos, en conjunto, no solo refuerzan el papel de DMH/PeF en la
coordinacion de respuestas cardiorrespiratorias al estrés, sino que ademas confirman los
resultados obtenidos por la estimulacion eléctrica de DMH/PeF en este estudio y en los

previos a este (Diaz-Casares et al., 2009; Lopez-Gonzalez et al., 2013).

Funcionalmente, este patrén de respuestas cardiorrespiratorias y laringeas podria
interpretarse como parte de una respuesta defensiva o de alerta, en la que la apertura glética
y el aumento del flujo aéreo facilitan una ventilacion rapida y eficaz. Todo ello, para mejorar
la oxigenacion y eliminar los niveles elevados de CO2 durante el estrés. La respuesta
cardiovascular simpatoexcitatoria, por su parte, parece tener como objetivo principal la
correcta perfusion de aquellos érganos con mayor demanda de oxigeno en estas
condiciones (Loewy, 1991). Esta respuesta es consistente con la conocida participacion del
DMH/PeF en el control de estados de alerta y comportamiento orientado a la accion (DiMicco
et al., 2002; Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004; McDowall et al., 2006; Fortuna et al.,
2009; ligaya et al., 2012; Bondarenko et al., 2015; Sabetghadam et al., 2017; Brasil et al.,
2020; Narai et al., 2024; Zahner et al., 2024).

En roedores, el DMH/PeF ejerce esta funcion autonomica a través de vias

neuronales que proyectan hacia centros cardiorrespiratorios ubicados en el tronco del
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encéfalo. En concreto, el DMH/PeF ejerce su influencia en la actividad cardiovascular a
través de vias que alcanzan el BVLR (Cao et al., 2004; Huang et al., 2010; Li et al., 2018),
el RP (Samuels et al., 2002; Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004) y la regién A5 (Bruinstroop
et al., 2012), involucrados en el control del tono simpatico y de la frecuencia cardiaca. Por
otra parte, la respuesta respiratoria parece estar mediada por proyecciones que reclutan
grupos de neuronas ubicados en los nucleos KF y el PBI y cuyos efectos dependen de
receptores de glutamato (Dawid-Milner et al., 2003; Diaz-Casares et al., 2009; Diaz-Casares
et al., 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2013). De igual modo, sus conexiones hacia el NTS
facilitan los reflejos barorreceptor y quimiorreceptor para mantener los niveles elevados de
presion arterial, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria (Silva-Carvalho et al., 19953;
Silva-Carvalho et al., 1995b).

De manera complementaria, los resultados de la estimulacion quimica también
muestran que la activacion del DMH/PeF produce una disminucién sélida de la presion
subglotica, que se traduce en una disminucién de la resistencia laringea y una mayor
apertura glética. El reclutamiento de grupos neuronales ubicados en el nA y el nRA
observado en el analisis inmunohistoquimico respalda fuertemente esta interpretacion, ya
que ambas estructuras estan integradas en circuitos bulbares que controlan la actividad
laringea y espiratoria. Estas observaciones también concuerdan con la organizacion
hipotalamo-bulbar descrita por Nakamura et al. (2022), en la cual el DMH/PeF transmite

comandos defensivos que sincronizan los outputs autonémicos y respiratorios.

Por otro lado, en estudios recientes hemos demostrado que la SGPdI participa
activamente en el control del nA (Gonzalez-Garcia et al., 2024a; Gonzalez-Garcia et al.,
2024c). Por tanto, la disminucion de la presion subglética por la activacion de DMH/PeF
podria ser explicada no solo por la influencia de esta region sobre los centros respiratorios
previamente descritos, sino también por su conectividad con la SGPdl. La SGPdI
desempefa un papel clave en la respuesta de defensa y regula funciones autonémicas,
motoras y nociceptivas, que facilitan conductas activas de lucha o huida (Bandler et al.,
2000; Benarroch, 2012; Linnman et al., 2012; Dampney et al., 2013; Dampney, 2016; Deng
et al., 2016; Motta et al., 2017; Klingbeil et al., 2021; Vazquez-Leodn et al., 2023; Zhang et
al., 2024), similares a las inducidas por la activacion del DMH/PeF (Hilton & Redfern, 1986;
Yardley & Hilton, 1986). De hecho, diversos estudios han demostrado que la inhibicion de
una de ellas atenua las respuestas generadas por la otra (de Menezes et al., 2006; de
Menezes et al., 2009; Horiuchi et al., 2009).

La interconectividad entre el DMH/PeF y la SGPdI sugiere que ambas estructuras
podrian formar parte de un circuito funcional compartido no solo para la regulacion
cardiorrespiratoria, sino también para el control laringeo (de Git et al., 2018). Estos

resultados posicionan al DMH/PeF como una estructura hipotalamica critica capaz de
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modular las motoneuronas e interneuronas laringeas ubicadas en el nA, asi como
poblaciones premotoras espiratorias en el nRA. Todo ello, con la finalidad de adaptar la
actividad respiratoria a las demandas autondmicas, conductuales y emocionales de la

respuesta de defensa.

A nivel clinico, el DMH/PeF se ha relacionado con la aparicion de patologias como
la hipertension, las arritmias y las alteraciones del patron respiratorio asociadas al miedo o
al panico (Korner, 2007; Simms et al., 2009; Esler, 2010; Malpas, 2010; Fisher & Paton,
2012; Briant et al., 2015; Meuret et al., 2017; Johnson, 2019; de Silva et al., 2020). El hecho
de que numerosos trastornos de la voz tengan un origen psicobioldgico y que la produccion
de esta dependa de una coordinacion precisa entre la actividad laringea y la respiracion,
hace que no resulte extrafio que el estrés tenga un impacto significativo en la funcion vocal
(Baker, 2016). La disfonia musculotensional es un ejemplo claro de ello, caracterizada por
un aumento de la tension laringea y una descoordinacion muscular que afectan de forma
directa al control glético (Van Houtte, 2011; Fernandez et al., 2020; Garaycochea et al.,
2021).

De acuerdo con los resultados del presente estudio, el DMH/PeF esta implicado en
la funcién laringea, como sugiere la disminucion de la presion subglética y el reclutamiento
de estructuras bulbares relacionadas con el control laringo-respiratorio. No obstante, y
aunque el presente trabajo ha combinado diversas aproximaciones metodoldgicas, resulta
necesario profundizar en la caracterizacion de estos circuitos y en la naturaleza funcional de
las subpoblaciones neuronales del nA. Para avanzar en esta linea, podrian incorporarse
técnicas complementarias como la electromiografia laringea como medida independiente de
validacion funcional de la activacion motora laringea, junto con herramientas de trazado
transneuronal y aproximaciones optogenéticas en animales conscientes para definir con

mayor precision la organizacion y funcion del circuito DMH/PeF—nA.

La profundizacién en estos mecanismos abre también nuevas perspectivas de
investigacion, ya que plantea la posibilidad de que el DMH/PeF esté implicado en el
desarrollo de trastornos vocales asociados al estrés. Su papel en la respuesta autonémica
sugiere que una disfuncion en este sistema podria alterar tanto la respiracion como la
motricidad laringea, favoreciendo la aparicion de disfonias de origen psicégeno y por estrés.
En este contexto, el estudio de estas conexiones en modelos animales con lesiones o
alteraciones especificas en estas regiones permitiria establecer relaciones causales y

avanzar en la identificacion de posibles dianas terapéuticas.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. La microestimulacion eléctrica de la regién dorsomedial hipotalamica y el area
perifornical induce un aumento significativo de la actividad neuronal, medida como
expresion de la proteina c-Fos, en el lado ipsilateral a la estimulacion de poblaciones
celulares motoras y no motoras localizadas en la formacion compacta y

semicompacta del ndcleo ambiguo y nucleo retroambiguo.

2. La expresion del factor de transcripcion Foxp2 a lo largo de todo el nicleo ambiguo
y nucleo retroambiguo muestra predominancia ipsilateral, con una expresion
especialmente destacada en las poblaciones celulares no motoras de las
formaciones semicompacta y laxa, relacionadas con el control laringeo. La
microestimulacién eléctrica de la region dorsomedial hipotalamica y él area

perifornical no induce cambios en la expresion de esta proteina.

3. La microestimulacién eléctrica de la regiéon dorsomedial hipotalamica y el area
perifornical induce un aumento de la actividad neuronal en poblaciones que

coexpresan c-Fos/Foxp2 en la formacion semicompacta del nicleo ambiguo.

4. Mediante el registro de la actividad unitaria extracelular de neuronas localizadas en
el nucleo ambiguo y zonas adyacentes durante la microestimulacién eléctrica de la
region dorsomedial hipotalamica y area perifornical, se han caracterizado hasta 6
grupos neuronales distintos: inspiratorias decrecientes, inspiratorias crecientes,
espiratorias E1 (postinspiratorias), espiratorias E2, cardiovasculares y no

moduladas.

5. La microestimulacion electrica de la region dorsomedial hipotalamica y el area
perifornical modifica la actividad del 41% del total de neuronas registradas
unitariamente. Se observan aumentos o disminuciones en la frecuencia de descarga,
asi como la presencia de activaciones, excitaciones y facilitaciones, lo que
demuestra la gran complejidad de las interacciones existentes entre las dos regiones

del estudio.

6. La coestimulacion del nervio vago y de la regiéon dorsomedial hipotalamica y el area
perifornical produce una respuesta de facilitacion en el 38% de las motoneuronas
vagales inspiratorias registradas, en las que la actividad de descarga se incrementa
hasta cuatro veces. Este efecto sugiere un papel modulador la regién dorsomedial
hipotalamica y el area perifornical sobre la actividad glética durante la respuesta de

defensa.
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7. La microestimulacién eléctrica y quimica con glutamato de la region dorsomedial
hipotalamica y el area perifornical induce una respuesta cardiorrespiratoria clasica

de defensa, caracterizada por hipertensién, taquicardia y taquipnea.

8. Bajo nuestras condiciones experimentales, la estimulacion eléctrica y quimica con
glutamato en la regién dorsomedial hipotaldmica y el area perifornical induce una

disminucion de la resistencia laringea, medida en forma de presién subgldtica.

9. Nuestro estudio sugiere que la activacion de la regiéon dorsomedial hipotalamica y el
area perifornical activa mecanismos centrales que aumentan la actividad de
motoneuronas laringeas inspiratorias. Al mismo tiempo disminuye la actividad de las
espiratorias, lo que parece facilitar el incremento de la frecuencia respiratoria

evocada durante la respuesta de defensa del animal.

CONCLUSION GENERAL

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral en rata,
mediante el uso de técnicas neuromorfologicas, electroneurofisiolégicas vy
neurofarmacoldgicas, aportan las primeras evidencias funcionales que apoyan el papel
modulador de la regién dorsomedial hipotalamica y area perifornical sobre la actividad de
las motoneuronas laringeas del nucleo ambiguo y de las neuronas premotoras del nucleo

retroambiguo durante la respuesta de defensa evocada por la estimulacion de esta area.
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VIIl. CONCLUSIONS

1. Electrical microstimulation of the dorsomedial hypothalamic region and the
perifornical area induces a significant increase in neuronal activity, measured as c-
Fos protein expression, on the ipsilateral side of stimulation in motor and non-motor
cell populations located in the compact and semicompact formations of the nucleus

ambiguus and the retroambiguus nucleus.

2. The expression of the transcription factor Foxp2 throughout the ambiguus and the
retroambiguus nuclei shows an ipsilateral predominance, with particularly prominent
expression in non-motor cell populations of the semicompact and loose formations
associated with laryngeal control. Electrical microstimulation of the dorsomedial
hypothalamic region and the perifornical area does not induce changes in the

expression of this protein.

3. Electrical microstimulation of the dorsomedial hypothalamic region and the
perifornical area induces an increase in neuronal activity in cell populations co-
expressing c-Fos and Foxp2 within the semicompact formation of the nucleus

ambiguus.

4. Extracellular unit recordings obtained during electrical microstimulation of the
dorsomedial hypothalamic region and the perifornical area allowed the
characterization of up to six distinct neuronal populations within the nucleus
ambiguus and adjacent regions: decrementing inspiratory, augmenting inspiratory,
expiratory E1 (postinspiratory), expiratory E2, cardiovascular, and non-modulated

neurons.

5. Electrical microstimulation of the dorsomedial hypothalamic region and the
perifornical area modifies the activity of 41% of the total neurons recorded using
extracellular single-unit recordings. Increases or decreases in firing rate are
observed, as well as the presence of activations, excitations, and facilitations,

demonstrating the great complexity of the interactions between both regions.

6. Co-stimulation of the vagus nerve and the dorsomedial hypothalamic region and
perifornical area produces a facilitatory response in 38% of the recorded inspiratory
vagal motoneurons, in which firing activity increases by up to fourfold. This effect
suggests a modulatory role of the dorsomedial hypothalamic region and perifornical

area on glottic activity during the defensive response.
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7. Electrical and chemical microstimulation with glutamate of the dorsomedial
hypothalamic region and the perifornical area induces a classical cardiorespiratory

defensive response, characterized by hypertension, tachycardia, and tachypnea.

8. Under our experimental conditions, electrical and chemical stimulation with glutamate
of the dorsomedial hypothalamic region and the perifornical area, induces a decrease

in laryngeal resistance, measured through subglottic pressure.

9. Our study suggests that activation of the dorsomedial hypothalamic region and the
perifornical area triggers central mechanisms that increase the activity of inspiratory
laryngeal motoneurons, while decreasing the activity of expiratory motoneurons,
which may facilitate the increase in respiratory frequency evoked during the animal’s

defensive response.

GENERAL CONCLUSION

Overall, the results of this study, obtained in rat using neuromorphological,
electroneurophysiological, and neuropharmacological techniques, provide the first functional
evidence supporting the modulatory role of the dorsomedial hypothalamic region and the
perifornical area on the activity of laryngeal motoneurons of the nucleus ambiguus and
premotor neurons of the nucleus retroambiguus during the defensive response evoked by

stimulation of this area.
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X. ANEXOS
Anexo |. Material y equipamiento para técnicas de inmunomarcaje

Agitador basculante: modelo Polymax 1040 (angulo de inclinacion de 5°). Peso: 8
kg. Rango de velocidades de rotacion: 2 - 50 rpm. Dimensiones (An./P./Al.) 320 x 375 x 195
mm.

Agitador magnético: modelo Agimatic-N con calefaccién. J.P. SELECTA®.
Velocidad (rpm): 60 - 1.600. Vol. agitacion (I): Hasta 10. Temp. (°C): Hasta 350. Material:
Acero inoxidable. @ plato (mm): 145. Dimensiones (mm): 190x145x260. Consumo (W): 550.
Peso (Kg): 3,2

Balanza: modelo: PL 202-S (Mettler Toledo). Peso maximo: 210 gramos, d = 0.01
gramos repetible (desviacion est.) = 0.008 mg. Dimensiones: 19.4 cm de ancho x 22.5 cm
de profundo x 6.7 cm de alto. Peso: 3 1/2 Ibs.

Bomba peristaltica: modelo G628-1 (alimentacion 100-240V), equipada con un
cabezal de tres rodillos y un sistema de dosificacion de velocidad ajustable, con un rango de
flujo de 4 a 18 ml/min (modelo G628-1-1). Este dispositivo permitid un control preciso y
continuo del volumen perfundido.

Cabina de filtracion de gases: modelo CRUMA 990 Clase 2. Volumen interior:
0.361m3. Volumen medio de aire tratado/hora: 160 m3/h.

Camara: modelo VS-XM10 (monocromo, CCD 2/3”, 1376 x 1032 pixel, tamafio de
pixel 6,45 x 6,45 micras, 14 bits por canal, conexion Firewire)

Estufa de calentamiento y secado: modelo: UN30 Memmert®. Medidas: 400 x 320
x 250 mm. Voltaje: 230 V, 50/60 Hz aprox. 1600 W.

Medidor pH: modelo BASIC 20 (CRISON). Peso: 800 g. Dimensiones: 325 x 155 x

98 mm.
Microbalanza: modelo AB54-S/FACT (Mettler Toledo), Classic Plus.

Microscopio Confocal de fluorescencia: Leica TCS SP5 (Leica Microsystems,

Alemania)

Objetivos: PLAN AP 2x/0.08, UPLSAPO10x/0.4, UPLSAPO20x/0.75,
UPLSAPO40x/0.9, UPLSAPO60x/1,35 inmersion en aceite.
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Pletina motorizada X, Y: rango de movimiento:155.5mm(X)x 85.5mm(Y), Pitch

4mm.
Revolver motorizado, set de polarizaciéon, condensador motorizado.
Sistema 6ptico: BX61VS.

Software ImagedJ (NIH): analizador de bioimagenes utilizado para el procesamiento,

analisis y cuantificacion de imagenes en campo claro y oscuro.

Software Leica LAS X LS (Leica Microsystems): para la captura y analisis de

imagenes en campo 0scuro.

Software VS (Olympus): para la adquisicion y procesamiento de imagenes en

campo claro.

Vibratomo (5100mz Campdent Instrument): Microtomo de cuchilla vibrante de

corte automatico.

Vértex: MS2 (minishaker) IKA®. Voltaje: 230V, 50-60Hz. Potencia: 31W. Frecuencia
de agitacion: 0 — 2500 1/min. Dimensiones plato (@): 7 cm. Dimensiones (w) x (D) x (H): 11.5

X 23 x 8cm.
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Anexo Il. Material y equipamiento para estudio neurofuncional

Amplificador de audio: modelo NL 120 (Neurolog). Se utilizé para convertir las
sefales de las descargas de potenciales de accion extracelular (PAE) y el ritmo cardiaco en
sonidos audibles, facilitando su observacion en tiempo real en los estudios de registro de la

actividad neuronal.

Amplificador diferencial: modelo DP-311-00 (ADInstruments). Preamplificador de
sefial con un cabezal que se uso para la adquisicion y monitorizacion detallada de sefales

neuronales durante la experimentacion.

Amplificadores: para la medicién de la presion pleural y el flujo respiratorio, se empled
el amplificador modelo S72-25 de Coulbourn Instruments, con un rango maximo de entrada de
10 mV, una resistencia de entrada de 1010 Q, y una impedancia de salida de 50 Q. Por otro
lado, para registrar la presion arterial, se usd el bioamplificador modelo FE117 de

ADinstruments, que presentaba una impedancia de entrada mayor a 10k Q a 400 Hz AC.

Bomba microinyectora: modelo micro4™ (World Precision Instruments, Inc.,
Sarasota, FL, EE.UU.). Ofreci6 la posibilidad de realizar microinyecciones precisas de 50 nL,

usando para ello una jeringa Hamilton 1.0 yl 7001 Knurled Hub (KH) Neuros Syringe

Convertidor analdgico/digital: modelo ML870 Powerlab 8/30 (ADInstruments). Un
sistema avanzado con 8 canales de entrada, resolucion de 16 bits y capacidad de muestreo de
hasta 200.000 muestras por segundo, con 4 entradas diferenciales POD/BNC y 4 entradas

BNC de un solo extremo.

Electrodos de estimulacion bipolares: SNE 100 (Rhodes Medical Electrodes). Se

usaron para llevar a cabo los experimentos de estimulacion eléctrica.

Electrodos de plata: modelo ESW-F15N (Warner Instruments). Se usaron para el

registro neuronal.

Electrodos de tungsteno: modelo 5760 (A.M. System) con una impedancia D.C. 8-11

M). Se usaron para el registro de la actividad neuronal.

Generador de onda cuadrada: modelo SEN-3201 (Nihon). Proporcionaba impulsos
eléctricos con el fin de estimular células neuronales mediante el uso de microelectrodos de

estimulacion.

Grabador-reproductor de senales digitales: modelo D211EM (JVC-VHS) disefiado
para trabajar con cintas E-180 VHS de TDK. Este dispositivo permitié tanto la grabacion como

la reproduccioén de sefiales digitales en formato VHS.
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Medidor/controlador de caudal masico de gas por efecto térmico: modelo Hi-Tec
F-201CV-AGD-22-V (Bronkhorst). Se utilizé para asegurar un flujo constante de aire artificial,
a una temperatura de 36-37°C y a un rango de caudal de 30 a 70 ml/min, a través de la
canula laringea y en direccion de la glotis. Todo ello, con la intencion de garantizar las

condiciones fisiologicas.

Mesa antivibratoria de gas: modelo TMC sys 63530. Absorbe vibraciones mecanicas
del entorno que pueden interferir en el correcto registro de las variables electrofisiologicas

durante el registro neuronal.

Microposicionador electrohidraulico: modelo 607-W (David Kopf Instruments), con
un recorrido minimo de 1um. Fue fundamental para la insercién de los microelectrodos y

microjeringas en las regiones encefélicas que se querian estimular.

Microscopio quirargico: modelo M-300 (Leica). Se utilizo para garantizar una correcta

visualizacion durante todo el procedimiento quirurgico.

Neumotacografo: modelo Fleisch (00) (sensibilidad de 11.25 ml/s equivalente a 1
mmH20). Se usé para medir el flujo respiratorio al conectarse directamente con la canula
traqueal en una direccion caudal. Este dispositivo estaba acoplado a un transductor de presion
diferencial que convertia el gradiente de presion en una medida del flujo de aire. A través de
este sistema, se obtuvieron variaciones ciclicas que reflejaban las fases de la respiracion,
incluyendo dos puntos de flujo cero (final de la inspiracion y de la espiracién) y dos puntos de

maxima deflexion (flujo maximo inspiratorio y espiratorio) en cada ciclo respiratorio.

Osciloscopio analégico: modelo 5112 (Tektronik). Al ser capaz de operar con hasta
cinco canales simultaneamente, se utilizd para observar en tiempo real el flujo respiratorio, la
presion arterial y la presion pleural. Ademas, el dispositivo facilitd la visualizacion simultanea

del flujo respiratorio y los Potenciales de Accién Eléctrico (PAE).

Osciloscopio digital: modelo VC-6023 (Hitachi). Este equipo ofrecia la posibilidad de
manejar dos canales de manera simultanea, digitalizar las sefales, calcular sus caracteristicas
y exportar los resultados a un ordenador. En el experimento, una unidad se dedico a la
visualizacion del flujo y la presidn pleural, mientras que la otra se empled para monitorear en

tiempo real la intensidad de la estimulacion eléctrica.

Panel de conexiones multiples: dispositivo con 28 entradas intercambiables y 45

salidas, desarrollado por el prof. Marc Stefan Dawid-Milner y producido por Alava Ingenieros.
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Torreta de estereotaxia: modelo SM-11 (Narishige). Facilité la microinyeccion precisa
en las zonas especificas al ofrecer un soporte estable para el microposicionador durante el

experimento.

Transductor de presion diferencial con amplificador operacional: transductor
aneroide modelo FE141 (ADInstrument). Este dispositivo se utilizé para medir los cambios
en la resistencia laringea. Con un flujo de aire constante, la diferencia entre la presion

subglotica y la presidn supraglética indicaban cambios en la resistencia laringea.

Transductores de presion: para medir la presion pleural de manera indirecta, se utilizd
un transductor de presién aneroide, especificamente el modelo T41-05 de Coulbourn
Instruments. El flujo respiratorio fue evaluado mediante un transductor de presion diferencial
del modelo SP-2040D. En cuanto a la presion arterial, se hizo uso del transductor MP-15D de
Coulbourn Instruments, que tiene un rango operativo de -50 a 300 mmHg y una sensibilidad de
50 pV/V/icmHg.

Unidad de aislamiento: modelo SS-302J (Nihon). Se us6 para minimizar la generacion

de artefactos y asegurar la integridad de las sefiales en el proceso de adquisicion de datos.
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Anexo IV. Articulos que avalan la tesis

PUBLICACION N°1

Gonzalez-Garcia, M., Carrillo-Franco, L., Peinado-Aragonés, C. A., Diaz-Casares, A.,
Gago, B., Lopez-Gonzalez, M. V., & Dawid-Milner, M. S. (2023). Impact of the glutamatergic
neurotransmission within the A5 region on the cardiorespiratory response evoked from the
midbrain dIPAG. Pflugers Archiv: European journal of physiology, 475(4), 505-516.
https://doi.org/10.1007/s00424-022-02777-6

Abstract: Stimulation of the dorsolateral periaqueductal grey matter (dIPAG) in rats evokes
an active defensive behaviour together with a cardiorespiratory response characterised by
tachypnoea, tachycardia and hypertension. The dIPAG neurons involved in these responses
are excitatory, resumably glutamatergic, due to the presence of vesicular glutamate
transporter VGLUT2 within their axon terminals. Previously, our group described a functional
interaction between dIPAG and the pontine A5 region. Accordingly, in the present work, in
order to characterize the role of glutamate within this interaction, experiments were carried
out in spontaneously breathing anaesthetized rats (sodium pentobarbitone 60 mg/kg i.p.,
suplemented with 20 mg/kg i.p.). The cardiorespiratory response evoked by electrical
stimulation of the dIPAG (1 ms pulses, 20-50 pA, given at 100 Hz, during 5 s) was analysed
before and after the microinjection, within the A5 region, of either kynurenic acid (nonspecific
glutamate receptor antagonist; 5-10 nmol), DAP-5 (NMDA antagonist; 1 pmol), CNQX (non-
NMDA antagonist; 1 pmol) or MCPG (metabotropic antagonist; 0,1 nmol). Kynurenic acid
decreased the intensity of both the tachypnoea (p < 0,001) and tachycardia (p < 0,001)
induced by dI-PAG stimulation. Blockade of no-NMDA receptors reduced the increase of
respiratory frequency, heart rate and pressor response to dI-PAG stimulation (p < 0,01, p <
0,001, p < 0,05 respectively). Blockade of either NMDA or metabotropic receptors reduced
the dIPAG-evoked tachycardia and pressor response (p < 0,01; p < 0,05 respectively). These
results suggest a neuromodulatory role for A5 region via glutamate neurotransmission of the
dIPAG-evoked cardiorespiratory response, confirming the role of the ventrolateral pons in the

neuronal circuits involved in respiratory and heart rate control.

Keywords: Central cardiorespiratory control; Dorsolateral periaqueductal grey matter
(dIPAG); Glutamate; Pontine A5 region; Rat.
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PUBLICACION N°2

Carrillo-Franco, L., Gonzalez-Garcia, M., Morales-Luque, C., Dawid-Milner, M. S., & Lopez-
Gonzalez, M. V. (2024). Hypothalamic Regulation of Cardiorespiratory Functions: Insights
into the Dorsomedial and Perifornical Pathways. Biology, 13(11), 933.
https://doi.org/10.3390/biology 13110933

Abstract: The dorsomedial hypothalamus nucleus (DMH) plays a pivotal role in the
orchestration of sympathetic nervous system activities. Through its projections to the
brainstem and pontomedullary nuclei, it controls heart rate, contractility, blood pressure, and
respiratory activity, such as timing and volumes. The DMH integrates inputs from higher brain
centers and processes these signals in order to modulate autonomic outflow accordingly. It
has been demonstrated to be of particular significance in the context of stress responses,
where it orchestrates the physiological adaptations that are necessary for all adaptative
responses. The perifornical region (PeF), which is closely associated with the DMH, also
makes a contribution to autonomic regulation. The involvement of the PeF region in
autonomic control is evidenced by its function in coordinating the autonomic and endocrine
responses to stress, frequently in conjunction with the DMH. The DMH and PeF do not
function in an isolated manner; rather, they are components of a comprehensive
hypothalamic network that integrates several autonomic responses. This neural network

could serve as a target for developing therapeutic strategies in cardiovascular diseases.

Keywords: autonomic nervous system; cardiorespiratory control; defense response;

dorsomedial hypothalamic nucleus and perifornical area; stress.
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