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THESIS SUMMARY

1. THESIS SUMMARY

1.1. INTRODUCTION

Chemical microstimulation of the mesencephalic Periaqueductal Gray Matter
(PAG) has revealed that the different columns within the PAG coordinate different
types of responses depending on the stimulus [1, 3, 8, 24], allowing the modulation of
an autonomic response dependent on the type of stress and the individual's subjective
perception of a threat or stressful stimulus. For this purpose, the PAG presents many
afferences and efferences projections. The most important afferences have their origin
from the prefrontal cortex, amygdala and hypothalamus [7, 20, 23, 40, 46, 47]. The
PAG, in turn, projects to the pontomedullary cardiorespiratory nuclei involved in
cardiorespiratory rhythmogenesis that allows the development of different patterns of
cardiorespiratory and motor responses depending on the type of stimulus [8, 9, 21, 26].

Moreover, the PAG assumes a pivotal role in the regulation of vocalizations [18,
42]. Chemical microstimulation within the PAG (lateral or ventrolateral columns)
produces vocalisations in cats [44], monkey [19], birds [36] and humans [17]
corresponding with the sound part of human speech. This is facilitated by its
connectivity with the laryngeal motor cortex [6, 19] and with nucleus retroambiguus
(nRA) [17, 48]. The nRA is positioned caudal to the pre-Botzinger complex and
contains inspiratory premotor neurons in its rostral section called rostral ventral
respiratory group, and expiratory premotor neurons in its caudal section, called caudal
ventral respiratory group (cVRG) [21, 29]. These nRA premotor neurons are the perfect
target to convert passive breathing into active breathing to generate motor activities
that produce changes in abdominal pressure, in addition to modifying the activity of the
motor neurons that are located in the nucleus Ambiguus (nA) and that control the
patency of the pharynx and larynx [4, 12, 16, 43, 45]. In turn, the dorsolateral
Periaqueductal Gray matter (dIPAG) column controls fight/flight, or coping/fighting
behavioural responses, triggering a defence response that is haemodynamically
characterised by hypertension, tachycardia and redistribution of blood flow to the
skeletal muscles of the extremities from the abdominal and visceral area. In addition,
the response is accompanied by mydriasis, tachypnoea and increased tidal volume.
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This allows the animal to cope with environmental stress situations that require a rapid

cardiorespiratory response [26, 30, 47].

Regarding respiration and vocalization, it is important to emphasize the need for
precise control of the larynx to achieve perfect coordination between both functions.
The larynx performs three pivotal functions: respiration, protection (cough and
swallowing reflexes) and phonation. Each of these laryngeal functions involves
distinctive movements of the vocal folds [27, 34]. The contraction and relaxation of the
laryngeal muscles actively modulate the opening and closing of the vocal folds, thereby
intricately regulating the egress of air and the subglottic pressure, which denotes the
air pressure build up beneath the vocal folds within the subglottic region of the trachea.
Proper synchronization between subglottic pressure and glottic opening profoundly
influences proficient phonation and optimum vocal quality. Vocal fold movements are
characterized as adduction and abduction. Therefore, during vocal fold closure,
subglottic pressure escalates due to the muscular contraction of respiratory muscles
and vocal fold occlusion [17]. The motor neurons that govern the laryngeal musculature
primarily reside within the nA of the medulla oblongata [15]. The nA can be
anatomically partitioned into three principal domains: the compact formation, housing
motor neurons innervating the oesophagus; the semi-compact formation,
accommodating motor neurons that innervate the pharynx and the cricothyroid muscle,
the latter being supplied by the superior laryngeal nerve; and the loose formation,
harbouring motor neurons that innervate the remaining laryngeal muscles, excluding
the cricothyroid [2, 33].

In previous works, we and others have demonstrated how the parabrachial
complex (PBc) and the A5 region (A5) of the pons have a role in the defence response
evoked from dIPAG [9, 13, 26] and in modifying the activity of laryngeal motoneurons
[22]. In that latter work, the activity of the laryngeal motor neurons of nA and the reflex
mechanisms involved in respiratory laryngeal responses were characterized through
the technique of the “isolated glottis in situ”. This technique has some advantages, as
it separates the lower airways from the larynx, facilitates the evaluation of the changes
in neuro-muscular tone and abolishes the influence of the changes of airflow activating

laryngeal reflexes [5, 22]. Thus, the PAG seems to modulate the activity of several
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pontomedullary structures responsible for generating the complete array of laryngeal-

respiratory motor patterns imperative for defensive and for vocal production [12, 43].

Furthermore, some studies in animal models that communicate vocally and/or
learn to speak such as mice, birds or humans, have shown that the transcription factor
FoxP2 (Forkhead box protein P2) is involved in the acquisition of fine motor skills
necessary for the production of species-specific vocalisations. These studies show that
FoxP2 has a highly conserved role through evolution in the development of language
in these species, particularly in mammals [10, 11, 37, 38]. Although FoxP2 protein is
expressed in various body tissues during development (pulmonary, nervous,
cardiovascular and intestinal), it has a particularly strong presence in brain regions
involved in cognitive function, learning, language production and comprehension [31,
39]. A high expression of FoxP2 protein at PAG, PBc and A5 region has also been
described [41].

However, the relation between PAG and nA is not well defined. Therefore, the
main objective of this work was to characterize the anatomo-functional interactions
between mesencephalic and medullary neuronal circuits, especially from dIPAG region
that possibly control direct or indirectly the activity of nA laryngeal motor neurons in the
rat. To this end, we have analysed the pattern of double staining c-Fos or FoxP2
immunoreactivity (c-Fos-ir, FoxP2-ir) and Tyrosine Hydroxylase (TH-ir), throughout the
rostro-caudal extent of the nA region of anesthetized male Sprague—Dawley rats
during dIPAG electrical stimulation. Secondly, to confirm functional interactions
between the dIPAG and the nA, extracellular recordings of putative nA neurons were
obtained during dIPAG stimulation. Subsequently, in a final phase of our study, we
have updated the "isolated glottis in situ" technique from previous work and been able
to measure subglottic pressure by stimulating the dIPAG both electrically and
chemically. Thus, we were able to verify how dIPAG plays a role in upper airway

patency during dIPAG evoked defence behaviour in anaesthetised animals.
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1.2. MATERIAL AND METHODS

1.2.1. Animals and housing

Experiments were conducted on 31 adult male SPF Sprague-Dawley rats
weighing between 250-350 g, procured from Charles River (Barcelona, Spain). The
rats were housed in groups of six per cage, residing in a climate-controlled chamber
maintained at a temperature of 22-24° C, and adhering to a 12:12 hour light-dark cycle
with lights on at 8:00 am. These animals were maintained in the Animal House at the

University of Malaga, with unrestricted access to food and water.
1.2.2. General procedures

The surgical interventions employed in this study were based on the

methodologies described in previous publications [9, 25].

All surgical procedures were performed under anaesthesia induced by sodium
pentobarbitone (initial dose of 60 mg kg-1 i.p., supplemented with 2 mg kg-1 i.v. as
needed). Cannulation of the femoral artery and vein was carried out for the purpose of
arterial blood pressure measurement and drug administration, respectively. To enable
the measurement of respiratory flow using a Fleish pneumotachograph and pleural
pressure utilizing an air-filled catheter, both the trachea and oesophagus were
cannulated. The animals spontaneously breathed a humidified mixture of oxygen-
enriched room air. To gauge end-tidal CO2 levels during the experiment, a fast
response CO2 analyser (ADC FM1, The Analytical Development Co. Ltd., Great
Amwell, UK) was employed, and values ranged between 3 to 5%. Throughout the
experimental procedures, measures were taken to maintain the animals' body
temperature at 37°C utilizing a heated surgical table and a servo-controlled heating
pad that monitored rectal temperature, thereby reducing the risk of hypothermia.
Anaesthesia levels were continuously monitored during the procedures and throughout
the duration of the experiment. This was achieved by assessing any potential
alterations in cardiovascular variables under resting conditions and evaluating the
absence of a significant withdrawal reflex upon paw pinching. To ensure stability and
immobility, the animals' heads were securely fixed in a stereotaxic frame, with the

upper incisor bar positioned 3.3 mm below the interaural line.

4
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1.2.3. Interaction of dIPAG and nA: c-Fos/FoxP2/TH-ir experiments

In a group of 10 animals, a hole was drilled into the skull to provide access to
the right dIPAG. A concentric bipolar electrode (Rhodes Medical electrodes, SNE-100)
was positioned in the right dIPAG. The stereotaxic coordinates to locate the right dIPAG
were from -4.0 mm caudal to bregma, 0.6 lateral to midline and 4.5 to 5 mm depth from
the surface of the calota (approaching with an angle of 30°) based on the coordinates
provided by the atlas of Paxinos and Watson [35]. The right dIPAG was stimulated
once using 1 millisecond pulses, ranging from 30-50 pA, at a frequency of 100 Hertz
for a duration of 5 seconds, in order to elicit the classical defence response evoked by
this region. Following this, guanethidine (10 milligrams per kilogram intravenous) was
administered to suppress sympathetically mediated cardiovascular responses.

Following this, in one subgroup of animals (n=5), the right dIPAG was stimulated
using trains of 1 millisecond pulses, between 30-50 pA, at a frequency of 100 Hertz for
5 seconds, every 60 seconds for a period of one hour. The other subgroup of animals
(n=5) did not receive any stimulation and served as the control group.

One hour after the completion of the experiments, the animals were deeply
anesthetized and subjected to perfusion through the ascending aorta using a
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) solution, followed immediately by a solution
of 4% paraformaldehyde in 0.1M PBS (pH 7.4) to serve as the fixative. The brains were
rapidly extracted and subjected to additional fixation by immersion in the same fixative
solution for 24 hours at 4°C. Subsequently, the brains were cryoprotected using 30%
phosphate-buffered sucrose for several days. The brainstem was then sectioned into
30 um coronal sections obtained with a freezing microtome (CM 1325, Leica, Wetzlar,
Germany). Sampling was performed by selecting every fifth section with a random
starting point, and these sections were further processed to assess c-Fos/FoxP2/TH-
ir at the level of nA.

c-Fos-TH double immunohistochemistry

Sections collected from control and stimulated rats were processed under
identical free-floating immunohistochemical conditions. The sections were rinsed in 0.1
M PBS (pH 7.4) and pre-treated during 15 minutes in 3% H202to eliminate endogenous
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peroxidase activity. After a second round of washing in PBS saline, sections were
incubated overnight at room temperature (RT), using a mouse anti-c-Fos monoclonal
primary antibody (1:1000 dilution in PBS containing 0.3% Triton X-100 0.2% Azida
0.02%; Santa Cruz Biotech, ref SC-271243). A biotinylated secondary antibody (1:500
dilution; goat anti-mouse; Vector Laboratories) and ExtrAvidin Peroxidase (1:2000
dilution; Sigma-Aldrich) were used for subsequent incubations, of 1 hour at RT each.
After washing in PBS (pH 7.4), staining was carried out with 3,3’-diaminobenzidine
(DAB; 25mg in 100 ml Tris—HCI, pH 7.4 and 0.002% H20; Sigma-Aldrich) in the
presence of nickel sulphate (1%) to produce a dark reaction product. In order to locate
the nA more accurately, TH-ir was only used as a visual reference for helping to locate
the ventral medulla. The same sections were then incubated overnight at RT with a
polyclonal primary antibody against the tyrosine-hydroxylase enzyme (1:5000 dilution;
anti-rabbit; Sigma-Aldrich, ref T2928), followed by a re-incubated 1h at RT in a
biotonylated secondary antibody (1:500 dilution; goat anti-rabbit; Vector Laboratories).
The TH-ir was revealed only by reacting DAB to produce a brown labelling. Sections
were dehydrated and coverslipped with DPX mounting medium.

FoxP2 -TH double immunohistochemistry

This double labelling was performed under the same protocol as for c-Fos-TH-
ir but using a sheep anti-FoxP2 primary antibody (1:1000 dilution; RD Systems, ref
AF5647) and a biotinylated secondary antibody (1:500 dilution; rabbit anti-sheep;
Vector Laboratories).

Double immunofluorescent labelling cFos/FoxP2

To study the co-expression of cFos and FoxP2 in the nA by dIPAG stimulation,
double immunofluorescence was performed using a mouse monoclonal anti-c-Fos
primary antibody (1:250 dilution in PBS containing 0.3% Triton X-100 0.2% Azide
0.02%; Santa Cruz) and an anti-FoxP2 primary antibody (1:100 dilution in PBS
containing 0.3% Triton X-100 0.2% Azide 0.02%; made in sheep species; RD
Systems). .For cFos immunoreactivity, slices were incubated in an Alexa Fluor 488
secondary antibody conjugated with goat anti-lgG-mouse, made in goat species, and
diluted in PBS 0.3% Triton X-100 (dilution 1:250; Vector Laboratories) and with a
biotinylated anti-sheep secondary antibody for FoxP2 (1:100 dilution in PBS

6
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containing 0.3% Triton X-100 0.2% Azide 0.02%; made in rabbit species; Vector
Laboratories). As with the immunohistochemistry studies, sections obtained from both
control and stimulated rats were processed under identical conditions for free floating
double immunofluorescence. Sections were selected every 180 ym in a systematic

and random sampling.

Cell counting and statistical analysis

The rostrocaudal level of each brain section was determined using the Paxinos
and Watson rat brain atlas [40]. The cell bodies displaying c-Fos-ir or FoxP2-ir were
identified by the presence of a dark nucleus and were quantified bilaterally in the
sections containing the nA using a BX61VS optical microscope (Olympus), an
Olympus VS software for brightfield image acquisition and QuPath Software. All data
were presented as mean + SEM. To compare the differences between groups, a one-
way analysis of variance (ANOVA) was employed for statistical analyses. The

significance level was set at p<0.05.

Cell quantification along the nA was executed in accordance with the
categorization into three primary subdivisions (compact, semicompact, and loose
formation). To this end, distances from Bregma, as per the Paxinos Atlas [35], were
employed to guide the selection of slices across the three domains of the nA.
Specifically, the criterion for demarcating cells within the compact region of the nA
spanned from Bregma -12.00 mm to -12.84 mm; the semi-compact region extended
from Bregma -12.84 mm to -13.44 mm; and the /loose formation region encompassed
Bregma -13.44 mm to -14.16 mm.

To study the co-expression of cFos and FoxP2 proteins in nA, cFos-positive-
TH-negative, FoxP2-positive-TH-negative and cFos/FoxP2-positive immunolabelled
cells were quantified bilaterally in both stimulus and control rats. Sections were imaged
with a fluorescence confocal microscope (Leica Stellaris 8). Cell quantification along

the nA was performed in the same way as for the immunohistochemistry studies.
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1.2.4. Interaction of dIPAG and nA: neuronal unit recording

experiments

In 5 animals a stimulation bipolar electrode (Rhodes Medical Electrodes, SNE-
100) was stereotaxically positioned in the right dIPAG. For initial localization of the
dIPAG, 1 ms pulses, 50 pA at 100 Hz were given to evoke the characteristic
cardiorespiratory response. During neuronal recording the stimulus was reduced to
short trains of up to 10 pulses (0.1 ms given at 1 Hz). This markedly reduced or
abolished the changes in blood pressure evoked by continuous stimulation.

Extracellular recordings were taken from ipsilateral neurons in the vicinity of nA
with tungsten electrodes (A-M Systems, DC impedances between 8-10 MQ).
Extracellular potentials were amplified conventionally (Neurolog). All data were stored
and the off-line analysis was done using a computer A/D system with data capture and
analysis software (CED 1401, Spike2, Sigavg).

Extracellular recordings from single neurons were distinguished from that of
multiple neurons by analysis of spike shape, height and successive spike intervals.
The analysis of neuronal discharge was obtained with interspike interval histograms
and represented as triggered event rate histograms with or without electrical
stimulation. Neuronal cardiovascular or respiratory patterns of discharge were inferred
from trigger time histograms using systolic blood pressure or the maximum inflexion of
expiratory flow as the event markers. The recorded cells were identified as putative nA
neurons when they fulfilled the following criteria: during the experiments, stereotaxic
coordinates and the patterns of the cardiorespiratory responses to electrical stimulation
through the recording electrode was used as an index of the location of the nA. The
last recording site in each experiment was marked with an electrical lesion (250 uA DC
for 20 s); the other recording sites were deduced from their stereotaxic coordinates
relative to the marked site.
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1.2.5. Interaction of dIPAG and nA: electrical/chemical stimulation

and subglottic pressure measurement

In 21 animals, divided in 3 groups, the described general procedures were
modified. A double tracheal cannulation was carried out. One cannula was placed
upwards in direction of the glottis for the “glottis isolated in situ” technique. A second
cannula was placed downwards in the direction of the carina for measuring respiratory
flow. That allows us the recording of subglottic pressure and respiratory airflow
separately [22]. Subglottic pressure changes are related to changes in laryngeal
resistance (glottic opening and closing) because it is the only structure that can
influence this variable. In fact, to avoid subglottic pressure changes due to tongue
movements, which are possible during PAG stimulation, we fixed the tongue to rule
out this variable.

It was of our particular interest to reapply this technique to measure changes in
subglottic pressure associated with the cardiorespiratory response evoked from dIPAG
stimulation. For this purpose, we have maintained the original design, updating the
means of obtaining the subglottic pressure variable thanks to an aneroid transducer
(ADInstrument model FE141, £ 0.03 psi) that allows us pass a stream of humidified
warm medical air upwards through the larynx at a constant rate of 30-70 ml/min with a
thermal mass digital air flow meter controller (Bronkhorst Hi-Tec F-201CV-AGD-22-V).
Thus, at constant air flow, changes in pressure indicate changes in laryngeal
resistance. In addition, we have upgraded both the data processing software
(LabChartPro) and the signal acquisition hardware (PowerLab 16/30). Thanks to these
updates we have been able to improve the sensitivity and stability of the subglottic
pressure signal. In fact, in our study, we have included for statistical analysis only data
from animals in which stable recordings were observed before, during and after dIPAG

stimulation.

dIPAG electrical stimulation and subglottic pressure measurement

In a subset of 7 animals, a burr hole was drilled into the skull of each animal to
access to the right dIPAG. The right dIPAG was stimulated with 1 ms pulses, 30-50 pA
given at 100 Hz for 5 s by positioning a concentric bipolar electrode (SNE-100; Rhodes
Medical Electrodes, Summerland, CA, USA).
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dIPAG chemical stimulation and subglottic pressure measurement

In 14 animals, a burr hole was drilled into the skull of each animal to access to
the right dIPAG. Microinjections of a solution of PBS (50nl, pH 7.4+0.1, 5-s duration)
(n=7), or glutamate (0,25M, 50nl) (n=7), through a stereotaxically positioned single
glass micropipette (Hamilton 1.0puL Model 7001 Knurled Hub (KH) Neuros Syringe)
were performed in the same coordinates cited above. Evans blue was used to dissolve
all drugs and served to mark microinjection sites. Microinjections of PBS-Evans blue
alone were used for control purposes. Microinjection volumes of 50 nl were
programmed with a micropump controller (Ultra Micro Pump II, Micro 4; World
Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA), driving 1 pl microsyringes attached to

the micropump. Only one microinjection was delivered in each animal.

Electrical lesions (250 pA DC for 20 seconds) or Evans blue serve to locate
dIPAG electrical stimulation/microinjections sites, respectively. Brains were perfused
with 10 % formal saline and serially sectioned (50 pym) at the level of the midbrain. The

midbrain was counterstained with Neutral Red.

Different physiological parameters were analysed in each group of experiments
under the following protocol:

(@)  Study of laryngeal and cardiorespiratory parameters at rest.
(b)  Study of laryngeal and cardiorespiratory changes during dIPAG
stimulation (electrical/chemical).

In each animal airflow, pleural pressure (as an index of inspiratory activity),
subglottic pressure and arterial pressure were monitored and stored on PC.
Measurements were made of instantaneous respiratory frequency, subglottic
pressure, mean blood arterial pressure and instantaneous heart rate. In all
experiments baseline values of the parameters were measured immediately prior to
dIPAG electrical/chemical stimulation and after (4 min after electrical stimulation and 30
min after chemical stimulation). Changes in mean arterial blood pressure or heart rate
were assessed by measuring the peak rise in blood pressure or heart rate observed
during the 5 seconds electrical stimulation of the dIPAG or the maximum

cardiovascular response in the chemical stimulation experiments. Stimulus-evoked
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changes in respiratory parameters were measured as the average response observed
during the 5 seconds electrical stimulation of the dIPAG, or the maximum respiratory
response in the chemical stimulation experiments. The parameter monitoring and the
offline analysis was done using LabChartPro (PowerLab System, ADInstruments®/
LabChart Software, version 8.0, Sydney, Australia).

Statistical analysis

All data are expressed as mean + SEM. For statistical comparisons, once the
statistical normality (Kolmogorov-Smirnov test) and the homoscedasticity (Bartlett's
test) of the data were verified, a paired-sample test was applied to compare the control
with the evoked response period for each animal. One-way ANOVA was used to
compare different groups of animals. At each time point, p<0.05 was regarded as
significant. Only data from animals in which the histology showed that the
microelectrodes were positioned within the dIPAG were used for statistical procedures.

1.3. RESULTS
1.3.1. Interaction of dIPAG and nA: c-Fos/FoxP2/TH-ir experiments

Distribution of FoxP2-ir

Control animals

In non-stimulated animals no significant differences were observed regarding
the number of FoxP2-ir profiles between ipsilateral and contralateral sides in any of

the three principal domains of the nA (Table 1, Fig 2).
Electrically stimulated animals

Both, loose formation (p<0,001) and semicompact formation (p<0,05) presented
a significant increase in FoxP2-ir profiles in the ipsilateral side compared with the

contralateral side in electrically stimulated animals (Table 1, Figs 1, 2).
Control vs stimulated animals

No differences were found between control and electrically stimulated animals
when comparing the amplitude of the differences between the number and distribution
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of ipsilateral or contralateral FoxP2-ir neurons within any of the domains in the nA
nuclei (Table 1, Figs 1, 2).

Distribution of c-Fos-ir

Control animals

A higher amount of c-Fos-ir profiles were observed in both the loose formation
and semicompact formation in the ipsilateral side compared with the contralateral side
(p<0.01) in non-stimulated animals (Table 1, Fig 2).

Electrically stimulated animals

An significant ipsilateral predominance for c-Fos-ir staining in all the three
domains of nA were observed in electrically stimulated animals: loose formation
(p<0,001), semicompact formation (p<0,001) and compact formation (p<0,05) (Table
1, Figs 1, 2).

Control vs stimulated animals

When comparing the amplitude of the differences of the c-Fos-ir expression in
ipsilateral and contralateral sides in control and stimulated groups, a significant higher
increase was observed in both the loose formation (p=0.032) and the compact
formation (p=0.002) (Table 1, Figs 1, 2).

Distribution of co-expression of c-Fos-ir/FOxP2-ir

The co-expression of c-Fos-ir/FoxP2-ir was analysed in the loose formation, as
this was the only region containing laryngeal motor neurons where electrical

stimulation resulted in a significant increase in c-Fos-ir expression (Table 1, Figs 3).
Control animals

26.2% of the total FoxP2-positive cells had c-Fos-ir co-expression on the
ipsilateral side; while on the contralateral side 21.3% of the total FoxP2-positive cells
co-expressed c-Fos-ir.
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Electrically stimulated animals

34,35% of the total FoxP2-positive cells had c-Fos-ir co-expression on the
ipsilateral side; while on the contralateral side 25,7% of the total FoxP2-positive cells

co-expressed c-Fos-ir.
Control vs stimulated animals

When comparing the amplitude of the differences (delta) between the control
and stimulated groups with respect to co-expression between ipsilateral and
contralateral regions, significant differences (p<0.001) were observed between the two

groups.

1.3.2. Interaction of dIPAG and nA: neuronal unit recording

experiments

Extracellular unitary neuronal recording was performed in 5 adult rats in the
region of the nA and its proximity. The recording covered an area from +1.25 cm
anterior to Obex (-13.15 cm posterior to Bregma), to -0.5 cm posterior to Obex (-14.90
cm posterior to bregma) rostrocaudally, and from 1.5 cm to 2.5 cm lateral to the midline.

The results are summarised in Table 2.

160 cells were recorded extracellularly located in the different subregions of the
nA and in nearby regions that were characterised by histological study. All recorded
neurons showed a spontaneous pattern of activity, except for 1 neuron that was silent
and activated by stimulation of the dIPAG. The activity of 99/160 neurons were affected
from the dIPAG (62 %) (Table 2).

Neurons were grouped by activity and location into 6 different groups:
inspiratory neurons with increasing pattern of discharge, inspiratory neurons with
decreasing pattern of discharge, E1 expiratory neurons, E2 expiratory neurons,

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

There were 21 inspiratory neurons with a mean depth of 2226.67 £ 115.8 ym

and an anteroposterior position of +0.58 £ 0.087 mm anterior to obex and 1.83+ 0.051
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mm lateral to the midline. Its histological location corresponds to the nA, loose
formation. Its resting discharge frequency was 46.4 £ 9.91 Hz. Its discharge frequency
upon dIPAG stimulation (1 Hz) was 46.38 + 10.08, There are no significant differences
when comparing the frequency changes to the different stimulations. However, in 16
neurons we observed an increase or decrease in discharge frequency upon dIPAG
stimulation. One of them shows inhibition for the first 40 ms after dIPAG stimulation.

B. Inspiratory neurons with increasing pattern of discharge

Fifteen cells were recorded with a mean depth of 2609.80 + 132.04 um and an
anteroposterior position of +0.78 £ 0.091 mm anterior to obex and 2.05+ 0.033 mm
lateral to the midline. Its histological location corresponds to the rVRG. Its resting
discharge frequency was 34.25 + 9.59 Hz. Its discharge frequency upon dIPAG
stimulation was 33.70 + 8.89 Hz. There are no significant differences when comparing
the frequency changes to the different stimulations. However, 7 neurons modified their
discharge frequency upon dIPAG stimulation One of them presented inhibition during
the first 100 ms after dIPAG stimulation.

C. Expiratory E1 neurons.

Fifteen E1 expiratory neurons were recorded with a mean depth of 2475.33 +
91.75 ym and an anteroposterior position of +0.24 + 0.089 mm anterior to obex and
1.85+ 0.036 mm lateral to the midline. Its histological location corresponds to the Loose
formation of the nA. Its mean resting discharge frequency was 16.90 + 4.02 Hz. Its
discharge frequency upon dIPAG stimulation was 16.98 + 3.84 Hz. There are no
significant differences when comparing the frequency changes to the different
stimulations. However, 4 neurons modified their discharge frequency upon dIPAG
stimulation. This neuronal group is particularly affected by dIPAG stimulation (1 Hz): 6
neurons show a post-stimulus inhibition. In one case activation was observed at 5.6
ms. When two correction factors were used, the first depending on the approximate
position of the stimulation electrode in the SGPd| and the second also depending on
the size of the animal and the position of the recording electrode in the nA, an
approximate distance between the two study areas of 6.6 - 7.7 mm was calculated, so
that a conduction velocity of the activated axon between 1.18 and 1.37 m/s could be

calculated. Excitation is observed in 3 cases. In two of them it appears between 15
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and 75 ms and in another one between 60 and 90 ms. A conduction velocity between
0.11 and 0.13 m/s could be calculated, which could be indicative of a polysynaptic

response. In another case, a post-inhibitory activation appears at 31 ms.
D. Expiratory E2 neurons.

Seven E2 expiratory neurons were recorded with a mean depth of 2229.43 +
268.44 pm and an anteroposterior position of +0.55 £ 0.221 mm anterior to obex and
1.83+ 0.071 mm lateral to the midline. Its histological location corresponds to the Loose
formation of the nA. Its mean resting discharge frequency was 12.80 t 4.62 Hz. Its
discharge frequency upon stimulation of the dIPAG was 10.98 + 4.01. There are no
significant differences when comparing the frequency changes to the different
stimulations. However, 2 neurons showed a decrease in discharge frequency upon
dIPAG stimulation. 2 neurons show a post-stimulus inhibition with an average duration
of 135 ms. In 3 cases activation was observed at 3.3 ms (3-4 ms) with a conduction
velocity of the activated axon between 2 and 2.33 m/s. In 1 case, excitation was
observed at 12 ms, with inhibition appearing between 40 and 80 ms. An axon
conduction velocity of 0.55 - 0.64 m/s could be calculated.

E. Cardiovascular neurons.

Forty-four neurons with a clear cardiovascular profile were recorded with a
mean depth of 2955.05 + 67.1 ym and an anteroposterior position of +0.54 + 0.076
mm anterior to obex and 2.16+ 0.034 mm lateral to the midline. Its histological location
corresponds to the CVL. Its mean resting discharge frequency was 15.97 £ 2.27 Hz.
Its discharge frequency upon dIPAG stimulation was 16.43 + 2.3 + 2.3 Hz. There are
no significant differences when comparing the frequency changes to the different
stimulations. However, 21 neurons modified their discharge frequency upon dIPAG
stimulation. 10 neurons show a post-stimulus inhibition with an average duration of 105
ms. In 2 other cases inhibition starts at 20 and 60 ms after dIPAG stimulation and lasts
up to 140 ms. In 9 cases a mean activation was observed at 7.6 ms (4-15 ms). The
conduction velocity of the activated axon was between 0.87 and 1.01 m/s. In 5 of these
previously described neurons, inhibition appears after activation. In 1 case an
excitation is observed at 5 ms followed by an inhibition lasting 150 ms. In another case
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excitation appears after 15 ms. An axon conduction velocity of 0.44 - 0.51 m/s could

be calculated.
F. Neurons without cardiorespiratory modulation.

There were 54 neurons without a clearly defined profile with a mean depth of
2834.30 + 63.04 ym and an anteroposterior position of +0.55 + 0.069 mm anterior to
obex and 2.1+ 0.028 mm lateral to the midline. lts mean resting discharge frequency
was 21.82 + 2.46 Hz. Its discharge frequency upon dIPAG stimulation was 21.69 +
2.65 Hz. There are no significant differences when comparing the frequency changes
to the different stimulations. However, 25 neurons modified their discharge upon
SGPdI stimulation.

In this group, 8 neurons show a post-stimulus inhibition with an average duration
of 185 ms. In 4 other cases inhibition starts between 20 and 75 ms after the SGPdI
stimulus and lasts until 130 ms. In 6 cases a mean activation was observed at 17.4
ms (8-34 ms) with a calculated activated axon conduction velocity between 0.38 and
0.44 m/s. In 6 of these previously described neurons, inhibition appears after
activation. In 1 case an excitation is observed at 4.5 ms followed by an inhibition lasting
300 ms. In two other cases excitation appears at 4 ms, calculating an axon conduction
velocity of 1.65 - 1.9 m/s, and in another case at 20 ms (conduction velocity between
0.33 and 0.38 m/s).

G. Silent neuron

A silent neuron was recorded with a depth of 2320 ym and an anteroposterior
position of +1 mm anterior to obex and 1.85 mm lateral to the midline. The neuron
could be studied because it showed orthodromic activation from the dIPAG. The
latency of orthodromic activity from the dIPAG was 4.5 ms, so that a conduction velocity
of the activated axon between 1.47 and 1.7 m/s could be calculated.
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1.3.3. Interaction of dIPAG and nA: electrical/chemical stimulation

and subglottic pressure measurement

dIPAG electrical stimulation and subglottic pressure measurement

In all animals (n=7), the dIPAG electrical stimulation elicited a cardiorespiratory
response characterized by tachypnoea (p<0,01), a decrease in laryngeal resistance
(subglottal pressure) (p<0,01) and a pressor response (p<0,001) accompanied with
tachycardia (p<0,001) (Table 3, Fig 4).

dIPAG PBS microinjections and subglottic pressure measurement

Microinjections of PBS within the dIPAG (n=7) did not produce changes in any

of the resting cardiorespiratory parameters (Table 3, Figs 3, 5).

dIPAG Glutamate microinjections and subglottic pressure measurement

Glutamate microinjections within the dIPAG (n=7) evoked a decrease of
laryngeal resistance (subglottal pressure) (p<0,001) accompanied with an inspiratory
facilitatory response consisted of an increase in respiratory rate (p<0,001), together
with a pressor (p<0,001) and tachycardic response (p<0,001) (Table 3, Figs 3, 4, 5).

dIPAG PBS vs Glutamate microinjections and subglottic pressure measurement

When comparing the amplitude of the differences at the laryngeal and
cardiorespiratory responses between PBS and Glutamate microinjected animals,
higher values in delta heart rate (0,29 + 2,5 to 45,57 £ 3,9; p = 0,001), delta blood
pressure (0,00 £ 1,0 to 10,57 £ 0,82; p = 0,001), delta subglottic pressure (0,05 £ 0,05
to-4,60 £ 0,24; p = 0,001), and delta respiratory rate (1 + 0,69 to 29,57 £ 8,7; p= 0,001)

were observed in stimulated animals (Fig 5).
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1.4. DISCUSSION

The results of our study demonstrated, using neuromorphological and
electroneurophysiological techniques, the existence of functional interactions between
the dIPAG, a mesencephalic region known for its involvement in cardiorespiratory
regulation, and the nA, a medullary region containing the majority of the motor neurons
that govern the laryngeal musculature. Firstly, we demonstrated that electrical
stimulation of dIPAG induces a significant increase in cFos-ir expression in the /oose
formation and compact formation domains of the nA. Also, we show that the /loose
formation and semicompact formation regions are the nA subdivisions with the highest
expression of FoxP2-ir, while the compact region shows the lowest expression. No
significant changes in FoxP2 expression occur after dIPAG stimulation in either
region. Furthermore, we described that the co-expression of FoxP2/c-Fos-ir was
significant higher in the stimulated animals (37% of the cells FoxP2 positive turn to be
c-Fos-ir within the ipsilateral loose formation during dIPAG stimulation). Secondly, a
high number (62%) of extracellularly recorded neurones within the nA and vicinity
regions modified their activity on electrical stimulation of the dIPAG. Finally, using the
"isolated glottis in situ" technique together with classical electrophysiological
techniques, we demonstrate for the first time that dIPAG is involved in the control of

laryngeal resistance.

All these results suggest that, in our experimental conditions, the dIPAG
modulates, directly or indirectly, the activity of neurons located within the loose
formation of the nA, thereby influencing the striated laryngeal muscles of the upper
airway, during the concomitant cardiorespiratory changes evoked by dIPAG electrical

or chemical stimulation.
1.4.1. Interaction of dIPAG and nA: c-Fos and FoxP2 expression

The neuronal cell bodies responsible for innervating the intrinsic muscles of the
larynx are situated within nA. This cell-column comprises neurons oriented in a
rostrocaudal direction and is positioned in the ventrolateral region of the medulla
oblongata. Its spatial extent ranges from the motor nucleus of the facial nerve to at
least the level of the pyramidal decussation [2]. We could divide the nA into three main

parts or domains: the compact formation, with motor neurons innervating the
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oesophagus; the semi-compact formation, with motor neurons innervating the pharynx
and the cricothyroid muscle of the larynx, i.e. that which is innervated by the superior
laryngeal nerve; and the loose formation, with motor neurons innervating the laryngeal
muscles except the cricothyroid. It is therefore accepted that laryngeal neurons are
located the caudal part of the nA (semi-compact and loose formation). Thus, the nA,
in addition to innervating the laryngeal muscles, also provides motor innervation to the

oesophagus and pharynx [14, 33, 49].

In the present study, the guanethidine, a sympatholytic agent, was administered
to prevent secondary c-Fos expression resulting from alterations in arterial blood
pressure. Thus, despite the blockage of the cardiovascular changes, the nA presents
a significant increase of ipsilateral c-Fos-ir within the three principal domains of the nA
after electrical stimulation of the dIPAG. When comparing the differences between
stimulated and control animals in the increase of cFos-ir between ipsilateral and
contralateral side, only the loose formation and compact formation presents significant
changes in their activity

Therefore, both populations of neurons within the nA seem likely to be activated
directly or indirectly from the dIPAG and not secondarily to blood pressure changes
evoked from the dIPAG during electrical stimulation. Furthermore, the analysis of
cFOS-ir within the nRA, indicates that the dIPAG is not affecting the activity of these
NRA neurons. Thus, suggesting that the dIPAG may not play a significant role in the
vocalisations emitted during stressful or dangerous situations. Moreover, the changes
in c-Fos expression in these regions may be due to the need to maintain a tachypnoeic
response developed in the classical defence response vehiculated by this

mesencephalic region.

When examining the data of FoxP2 nuclei, we confirmed a high level of
expression at the level of semicompact formation (controls the vocal fold tension) and
loose formation (regulates the subglottic pressure during vibration) [28], giving a role
to the neurons of these domains in the production of a laryngeal-respiratory motor
patterns necessaries for the correct production of species-specific vocalisations. It
should be noticed that FoxP2 expression levels were not modified by electrical

stimulation of the dIPAG. Regarding these quantitative data from FoxP2-ir, it should
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be noted that they are in line with previous studies in which numerical approximations
were made within these domains [33], confirming that the expression of this
transcription factor is a characteristic rather than an expression of cellular activity.
Furthermore, when analysing the co-expression of c-Fos-ir/FoxP2-ir, it was observed
that during dIPAG stimulation, the 37% of neurons FoxP2 positive presented co-
expression with c-FOS-ir, while in the contralateral side was only of 25,7%. When
comparing the differences between stimulated and control animals in the increase of
co-expression between ipsilateral and contralateral side, significant differences were
observed (p<0,001).

1.4.2. Interaction of dIPAG and nA: neural recording

Once the morpho-functional relationship between the dIPAG and the nA was
analysed, we wanted to confirm the possible electrophysiological interactions between
both regions. To this end, we recorded extracellularly putative nA cells during dIPAG

electrical stimulation.

160 putative neurons from the nA and its vicinity regions were registered. All
were spontaneously active. Depending on their histological position, their discharge
pattern and their correlation with cardiovascular or respiratory function, we have
chosen to divide them into 6 different groups:

A. Inspiratory neurons with decreasing pattern of discharge (n=21) /loose
formation

Inspiratory neurons with increasing pattern of discharge (=15) /r'VRG
Expiratory E1 neurons. (n=15) /loose formation

Expiratory E2 neurons. (n=7) /loose formation

Cardiovascular neurons. (n=44) / CVL

nmmo o w

Neurons without cardiorespiratory modulation. (n= 54)

A significant number of these recorded neurones, in all 6 regions, modified their
pattern of discharge from dIPAG stimulation (62%). Thus, confirming the importance
of the connections between dIPAG and these medullary regions. 1 neuron was shown
to be orthodromically activated, on the basis of short constant latency responses and
the collision test. Antidromically activated cells were spontaneously active while
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orthodromically activated cells were silent which is an indication of the origin of the
somatas. By definition, dIPAG cells were silent. The presence of activated or facilitated
cells is an indication of the existence of polysynaptic circuits acting on the nA region.
The association of these activations with inhibitions or disfacilitations illustrates the
complexity of the different types of synaptic connections. All these data show
electrophysiological evidence of interactions between dIPAG and all these medullary

regions.

1.4.3. Interaction of dIPAG and nA: electrical/chemical stimulation

experiments and subglottic pressure

In our conditions, electrical stimulation was used primarily to locate dIPAG and
to study laryngeal patency through the measure of the subglottal pressure. In a second
group of animals, we have developed chemical microstimulation with glutamate
microinjections within dIPAG. The results obtained with electrical stimulation are
difficult to interpret in isolation. However, if we consider both, these results and the
results obtained with chemical stimulation, the effects suggested that the elicited
laryngeal and cardiorespiratory responses can be attributed to the activation of cell
bodies located within the dIPAG, but not to the activation of axons of passage. Both,
the chemical and electrical stimulation of the dIPAG produced a sympathoexcitatory
response characterized by hypertension, tachycardia and tachypnoea. All these
changes were accompanied with a reduction in subglottal pressure. The magnitude of
the changes in subglottal pressure and cardiorespiratory variables were similar, except
the arterial pressure, using both methods of stimulation

The decrease in subglottic pressure obtained in our experimental conditions
suggests that the dIPAG, through direct and indirect connections with pontine (PBc/KF,
AS5) and medullary respiratory nuclei (nRA, nA), decreases laryngeal resistance. We
can hypothesise that central respiratory mechanisms are activated during tachypnoea
evoked by the defence response. This may override any increase in laryngeal adductor
activity that would be expected if the animal intended to vocalize, resulting in a
decrease in laryngeal resistance during tachypnoea. In a recent publication [32], it
was described how the PAG could facilitate inspiration by projecting to the
preBotzinger complex and to the nRA, respectively.
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Thus, in conclusion, the dIPAG has a role in modifying the activity of laryngeal
motoneurons located within the nA and, accordingly, the striated laryngeal muscles of
the upper airway during the defence response. Future works are needed to dilucidated
if dIPAG could modify the increase of the activity of laryngeal inspiratory neurons and
reducing the activity of expiratory ones to facilitate the tachypnoeic evoked response

during the defence response evoked from dIPAG stimulation.
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Table 1

THESIS SUMMARY

Relative quantification and distribution of c-Fos and FoxP2 inmunoreactive cells

(cFos-ir and FoxP2-ir) within the nA and in not stimulated animals (control) and dIPAG

electrically stimulated animals (stimulated). Both groups are spontaneously breathing

rats in which sympathetically mediated cardiovascular changes were abolished with

guanethidine. The nA has been divided into its 3 classical domains (loose, semi-

compact and compact) and ipsilateral and contralateral sides were also analysed.

NEUROMORPHOLOGICAL STUDY

CONTROL (n=5)

STIMULATED (n=5)

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
c-Fos-ir cells 29.6 +5.1** 18.2+2.7 42.8 + 5.8*** 226+4.9
LOOSE FoxP2-ir cells 115+ 18.9 93.4+14.8 115.4 £ 15.5 88.8+17.6
FORMATION Delta c-Fos-ir 1M14+£24 20.2 + 2.4t
Delta FoxP2-ir 21.6 £8.1 26.6 £ 2.1
c-Fos-ir cells 23.6 + 3.8** 14.6 £ 3.3 31 +£3.3"* 16.8+2.4
SEMICOMPACT FoxP2-ir cells 105 + 34.8 75.3+26.6 104.5 + 26.2* 81.5+24.0
FORMATION Delta c-Fos-ir 9+17 142+18
Delta FoxP2-ir 29.8+12.6 23+54
c-Fos-ir cells 1.6+0.2 14+0.2 3.4+0.8* 04+04
COMPACT FoxP2-ir cells 10.8+2.3 45+0.9 10+4.7 6.5+3.7
FORMATION Delta c-Fos-ir 0.2+0.2 3+0.8f
Delta FoxP2-ir 6.3+1.8 356+1.2
Co-Expression
26,2% 21,3% 36,9%** 25,7%
LOOSE FoxP2/c-Fos
FORMATION
Delta 4,9 11,21t

Notes: Data are expressed as mean + SEM. Asterisks show differences between ipsilateral and

contralateral sides in control or stimulated animals. (* p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001). Daggers

show differences between the delta differences between control and stimulated groups (T p< 0.05).
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Table 2

Summary of results from extracellular neuronal recordings of putative cells located
within the nA and its vicinity during dIPAG stimulation Registered cells have been
divided into its 6 different groups.

NEUROELECTROPHYSIOLOGICAL STUDY

FREQ. FREQ. ACTIVITY
N PROF (um) POSITION (Mm) | pesT (Hz) | SGPI (Hz) MODIFIED
INSP +0,58 + 0,087 ant
21 | 2226,67 £ 115,8 46,4+9,91 | 46,38+ 10,08 76 %
DECREASE 1,83+ 0,051 lat
+0,78 + 0,091 ant
INSP 15 | 2609,80 + 132,04 34,25 33,70 + 8,89 47 %
INCREASE 2,05+ 0,033 lat 9,59
+0,24 + 0,089 16.90 +
E1 15 | 247533+ 91,75 oY= 16,98 + 3,84 67 %
1,85+ 0,036 4,02
+0,55 + 0,221 1280 +
E2 7 | 2229,43 + 268,44 ot 10,98 + 4,01 86 %
1,83+ 0,071 4,62
+0,54 £ 0,076 1597 +
cv 44 | 295505+ 67,1 i 16,43+ 2,3 52 %
2,16+ 0,034 2,27
+0,55 + 0,069 2182 +
SIM 54 | 2834,30 + 63,04 o= 21,69 + 2,65 46 %
1,8+ 0,028 2,46

Data are expressed as mean = SEM.
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Table 3

Laryngeal and cardiorespiratory parameters measured before electrical or chemical
stimulation of dIPAG (Rest), during electrical or chemical stimulation (microinjections
of PBS or Glutamate) within the dIPAG (Stimulation) and 4 minutes after electrical or
30 minutes after chemical stimulation of dIPAG (Recovery).

NEUROPHARMACOLOGICAL STUDY

ELECTRICAL Rest Stimulation Recovery
dIPAG (n=7)
RR (rpm) 104 +9 145 + 15** 105+9
TE (s™) 0.343 +£0.028 0.233 £ 0.021** 0.341 +£0.025
Tl (s) 0.261 + 0.021 0.209 + 0.026* 0.259 + 0.019
SGP (cmH20) 8.1+1.3 3.3+£0.3* 81+14
BP (mmHg) 106 +3 148 + 6*** 104 +4
HR (bpm) 408 + 10 435 + 10*** 410+7
PBS Rest Stimulation Recovery
dIPAG (n=7)
RR (rpm) 85+7 86 +7 85+7
TE (s) 0.394 + 0.001 0.385 + 0.002 0.393 + 0.001
Tl (s) 0.311 + 0.001 0.312 + 0.001 0.312 + 0.001
SGP (cmH20) 104 +0.6 10.5+0.6 10.4+0.6
BP (mmHg) 103+ 3 104 +2 103+ 2
HR (bpm) 394+8 395+7 393 +10
GLUTAMATE Rest Stimulation Recovery
dIPAG (n=7)
RR (rpm) 81+5 111 £ 13%** 83+6
TE (s) 0.474 +0.038 0.346 + 0.037*** 0.472 +0.035
Tl (s) 0.287 + 0.009 0.244 + 0.023* 0.286 + 0.008
SGP (cmH20) 94+04 4.6 +£0.4%* 9.8+0.6
BP (mmHg) 105+ 3 116 + 4*** 107+ 4
HR (bpm) 391+8 436 + 8*** 393 +£10

Notes: Data are expressed as mean + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Stimulation vs Rest.
RR, Respiratory Rate; TE, Espiratory Time; Tl, Inspiratory Time; SGP, Subglottic Pressure; BP,
Blood Pressure; HR, Heart Rate.
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Figure 1

Top: Photomicrographs of coronal sections of the medulla oblongata (stimulated
animal). Down: photomicrograps showing co-expression of FoOxP2-ir/c-Fos-ir within

the Loose Formation of the nA.

500 um
—_—

Bregma -14.16 mm

Bregma -14.16 mm

Stimulated

Control

FoxP2
B2

Notes: Top: it includes the loose formation of the nucleus Ambiguus (nA) (Bregma -14.16mm),

showing immunoreactivity (ir) for Tyrosine Hydroxylase (TH) and either FoxP2 (A, A1) or c-Fos (B,
B1). A1: enlarge representative ipsilateral side FoxP2/TH-ir cells; B1: enlarge representative
ipsilateral side c-Fos/TH-ir cells. C1/A1, adrenaline/noradrenaline cells; RVRG, rostral ventral

respiratory group; AmbL, ambiguus nucleus (Loose formation); IRt, intermediate reticular nucleus.
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Figure 2

Box-Whisker graphs showing c-Fos and FoxP2-ir experiments results
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Notes: Box-Whisker graphs showing the significant delta change for the number of immunolabelled
cells for c-Fos-ir or FoxP2-ir between ipsilateral and contralateral sides, comparing control and
dIPAG stimulated (stimulated) animals within the three domains of the nucleus Ambiguus (nA).

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0.001 ipsilateral (filled box) vs contralateral (empty box).
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Figure 3

Semi-schematic line drawings of coronal sections from rostral (top left) to caudal
(bottom right) areas through the dIPAG

Bregma -6.72 mm Bregma -6.80 mm Bregma -7.04 mm

e

dIPAG dmPAG
76 .

Bregma -7.64 mm Bregma -7.80 mm
dIPlﬁ‘/\ dmPAG dIPAG 6)\.\ dmPAG
*‘ | IPAG ‘
[ e /w J
! , ;

O pPBs () Glutamate

Notes: to illustrate the arrangement for chemical microinjections of PBS-Evans Blue (blue circle) or
glutamate (black circle) within the dIPAG. dmPAG, dorso-medial periaqueductal grey; dIPAG,
dorso-lateral periaqueductal grey; IPAG, lateral periaqueductal grey; VIPAG, ventro-lateral

periaqueductal grey. (mlf) medial longitudinal fasciculus. (Pa4) paratrochlear nucleus.
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Laryngeal and cardiorespiratory response evoked to dIPAG electrical and glutamate

stimulation
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Notes: instantaneous respiratory rate (upper trace, breaths min-1), respiratory flow (mi/s), pleural

pressure (cm H20), subglottic pressure (cmH20), blood pressure (mmHg) and instantaneous heart rate

(beats min-1) in a spontaneously breathing rat showing the laryngeal and cardiorespiratory response

evoked to dIPAG electrical stimulation (A) and dIPAG glutamate stimulation (B). Black arrow shows the

onset of the dIPAG stimulation.
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Box-Whisker graphs with laryngeal and cardiorespiratory responses
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Notes: Box-Whisker graphs showing the significant delta change for laryngeal and

cardiorespiratory responses (mean blood pressure, heart rate, respiratory rate and subglottic

pressure) between Rest (empty box) and Stimulation (filled box) states comparing PBS-Evans blue

or glutamate microinjections within the dIPAG. ***p<0.001 Stimulation vs Rest.
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Supplementary material. From top to bottom: subglottic pressure (cmH20),
respiratory flow (ml/s) and pleural pressure (cm H20) in a spontaneously breathing rat
showing the respiratory modulatory effect over the laryngeal response evoked to
dIPAG electrical stimulation.
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2. INTRODUCCION

La emisién vocal en animales es un fendmeno que implica complejas
interacciones entre distintas regiones cerebrales. La capacidad de emitir sonidos y
comunicarse es crucial para el ser humano y también para la gran mayoria de las
especies. En el caso de los seres humanos, la comunicacion es excepcionalmente
compleja abarcando aspectos culturales y sociales, mientras que en los animales
esta vinculada principalmente a la supervivencia y la reproduccion. Aunque ambos
comparten la capacidad de transmitir informacion, la forma y el alcance de esta

comunicacion varian significativamente.

Es importante distinguir varios conceptos relacionados con este proceso de
comunicacioén. La fonacion se refiere al proceso de producciéon de sonidos mediante
la vibracion de las cuerdas vocales para crear sonidos basicos. La vocalizacion, por
su parte, implica la articulacibn o produccién de sonidos especificos para
comunicarse, representando una combinacion de sonidos. Por ultimo, el habla es
la expresidon mas completa y compleja del lenguaje, que abarca la comunicacion
significativa a través de palabras y frases, y representa el nivel mas alto en la

jerarquia de la comunicacion verbal.

Con el objetivo de comprender mejor el desarrollo del habla en los seres
humanos, se han estudiado diversos aspectos de la vocalizacién en diferentes
mamiferos, desde ratas hasta simios. La vocalizacion requiere de una coordinacion
exquisita entre fonacion y respiracion, en las que interviene una amplia red neuronal
incluyendo regiones anteriores del encéfalo, mesencefalicas, y pontomedulares
(Jurgens, 2009; Tschida et al., 2019) (Figura 1).

El sistema respiratorio no solo suministra el oxigeno necesario para
satisfacer las demandas metabdlicas a lo largo de la vida, sino que también
desempeiia un papel fundamental en todo este proceso de vocalizacion (Del Negro
et al., 2018). Los musculos de la caja toracica son los encargados de proporcionar
la fuerza necesaria para que se produzca, en un primer momento, la inspiracion,
siendo los principales musculos inspiratorios el diafragma y los musculos

intercostales externos (De Troyer y Estenne, 1984; De Troyer et al., 1998; De Troyer
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et al., 2005; Torres-Tamayo et al., 2018; Welch et al., 2019; LoMauro y Aliverti,
2021). Mientras que, durante la espiracion activa, son los musculos espiratorios,
concretamente, los intercostales internos y abdominales, los que se activan (De
Troyer et al., 2005; Welch et al., 2019; Krohn et al., 2023).

Figura 1
Esquema de las principales regiones mesencefalicas y pontomedulares implicadas

en el control cardiorrespiratorio y laringeo.
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Nota: la sustancia gris periacueductal (SGP) modula la actividad en curso en los circuitos
respiratorios pontomedulares en respuesta a la informacion conductual y cognitiva; el grupo
respiratorio pontino (GRP) incluye el nucleo de Kolliker-Fuse (KF) y el parabraquial medial
(PBm) y esta implicado en el control de la desconexién entre la inspiracion y la espiracion; el
grupo respiratorio dorsal (GRD) incluye el nucleo del tracto solitario (NTS), recibe informacion
sensorial de los pulmones y los quimiorreceptores e interviene en el control de la inspiracion;
el grupo respiratorio ventral (VRG) incluye el complejo pre-Botzinger (Pre-BotC) implicado en
la generacion de la respiracion ritmica, el complejo Botzinger (BotC) con neuronas espiratorias,
el nucleo retrotrapezoidal y el grupo respiratorio parafacial (RTN/pFRG) con neuronas
quimiosensibles, nucleo ambiguo (nA) donde se localizan las motoneuronas laringeas, grupo
respiratorio ventral rostral (rVRG) con neuronas inspiratorias y grupo respiratorio ventral caudal
(cVRG) con neuronas espiratorias. La region A5, el bulbo rostro-ventral-lateral (RVLM) y la

meédula caudal-ventral-lateral (CVLM) son regiones implicadas en el control cardiovascular.
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La produccion vocal se basa en movimientos respiratorios, lo que significa
que los circuitos centrales implicados en la vocalizaciéon estan acoplados a las
neuronas generadoras de patrones respiratorios, es decir, todo el circuito vocal esta
integrado en el circuito respiratorio (Riede et al., 2019). Estas conexiones centrales
responsables de la vocalizacion se encuentran altamente integradas y coordinadas,
siendo la Sustancia Gris Periacueductal (SGP) y el nacleo Ambiguo (nA) dos de las
areas mas importante involucradas. La primera de ellas se encuentra en la region
mesencefalica del tronco del encéfalo y desempefia un papel fundamental en la
regulacion e integracion de la respuesta de defensa y la vocalizacion gracias su
gran interconexion, tanto con el cerebro anterior como con la protuberancia. La
segunda se encarga de la regulacién y activacién de los musculos involucrados en

estas emisiones vocales, ya que en ella se localizan las motoneuronas laringeas.

La vocalizacion, en definitiva, es un fendmeno intrinseco a muchas especies
e implica una intricada red de conexiones cerebrales que coordinan la produccion
de sonidos caracteristicos. En este complejo sistema, la laringe desempefia un
papel crucial, siendo el 6rgano responsable de modular el flujo de aire desde los
pulmones hacia las cuerdas vocales. La comprension de las interacciones
cerebrales implicadas y el funcionamiento de la laringe durante la emision vocal es
esencial para entender los mecanismos implicados en el proceso comunicativo. En
este trabajo nos hemos centrado en el estudio de las dos regiones mencionadas
anteriormente: la SGP y el nA. Hemos estudiado la interaccion entre estas
estructuras y su influencia sobre la presion subglética, presion generada por el flujo
respiratorio por debajo de las cuerdas vocales, que es una variable fundamental

para la vocalizacion.

A continuacién, mostraremos brevemente los conocimientos actuales
existentes acerca del papel que tienen estas estructuras en distintas respuestas del

animal y como influyen en la respuesta laringea relacionada con la vocalizacion.
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2.1. LA LARINGE COMO INSTRUMENTO DE LA VOCALIZACION

La laringe es un organo tubular que se encuentra en la parte anterior del
cuello, a la altura de C4-C7 en adultos. Es un 6rgano multifuncional que no solo
participa en la respiracion, sino que también desempefia un papel crucial en la
produccion de los sonidos del habla y la comunicacion, al tiempo que protege las

vias respiratorias.

El desarrollo de la laringe podemos dividirlo en dos etapas. La primera
abarca desde el nacimiento hasta los 2 afios, momento en el que la laringe se
encuentra a la altura de las vértebras cervicales C1-C4, lo que permite una
coordinacion respiracion-deglucion correcta en los bebés. En la segunda etapa, a
partir de los 2 anos, la laringe desciende hasta C4-C7, posicion que permite
aumentar el rango fonatorio a cambio de separar las funciones de deglucién y

respiracion (Figura 2).

Figura 2
Desatrrollo de la laringe

Cartilago
tiroideo

Membrana

cricotiroidea
- Paladar

Lengua

- Epiglotis

_ Cuerdas vocales _ _ NS~

Angulo Epiglético

ifio

Nota: los recién nacidos y lactantes presentan diferencias anatomicas de la via aérea, tamafo
y posicionamiento de los cartilagos laringeos, con respecto a los adultos. De “Airway

Management: Principles and Practice” por Benumof Jonathan, L., 15t Edition 1996, Preface.
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Desde el punto de vista estructural, podemos dividir la laringe en tres areas
distintas: el area supragloética, zona que abarca desde la epiglotis hasta las bandas
ventriculares o los falsos pliegues vocales; el area glotica, donde se encuentran las
cuerdas vocales y, por ultimo, el area subglotica, formada por la parte inferior de la
laringe, desde la glotis hasta el inicio de la traquea.

En cuanto a su estructura basica, la laringe esta formada por cartilagos, por
membranas y ligamentos, por musculos laringeos, intrinsecos y extrinsecos vy, por

una mucosa que reviste todas las cavidades que forman la laringe.
2.1.1. Cartilagos laringeos

El esqueleto de la laringe esta formado por 9 cartilagos (tres de ellos
pareados) que la dotan de flexibilidad y estabilidad al mismo tiempo. Los cartilagos
tiroides y cricoides son los mas grandes y proporcionan un soporte estructural. El
primero funciona como un escudo que protege la laringe y se encuentra unido al
hueso hioides a través de ligamentos. En la zona inferior, se articula con el
cricoides, articulacién que permite la basculacion del cartilago tiroides, lo que afecta
a la elongacion de las cuerdas vocales durante la fonacion. Sobre este cartilago
cricoides se articulan también los aritenoides y, sobre éstos, los cartilagos
corniculados y cuneiformes. Esta articulacion cricoaritenoidea es la que influye en
la tensidn de los pliegues vocales, asi como su abduccion (apertura glética) o
aduccion (cierre glotico). La epiglotis es otro cartilago que forma parte de la laringe,

pero interviene solo en la proteccion de las vias aéreas (Figura 3).

Estudios anatomicos-descriptivos han revelado una gran similitud tanto en la
estructura como en la funciéon de la laringe y cuerdas vocales en humanos y
roedores, ya que ambas especies comparten los cartilagos epiglotis, tiroides,
cricoides y aritenoides. Sin embargo, los humanos cuentan también con los
cartilagos cuneiformes y corniculados y, especifico de los roedores, encontramos
el cartilago alar, el cual se encuentra por encima de la fijacion ventral de las cuerdas
vocales y, segun las ultimas investigaciones, estaria implicado en la vocalizacion
ultrasénica propia de estos roedores (Marques et al., 2007; Thomas et al.,2008,
2009; Mahrt et al., 2016; Riede et al., 2017).
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Figura 3

Cartilagos laringeos

Nota: (A) Cartilago epiglotis (B) Carillas articulares del cartilago cricoides y vista general de la
estructura cartilaginosa de la laringe (C) Cartilago cricoides (D) Cartilagos aritenoides y
articulacion cricoaritenoidea (E) Movimiento de basculaciéon del cartilago tiroides sobre el
cartilago cricoides (F) Movimiento de aduccion y abduccién de las cuerdas vocales gracias al
movimiento de la articulacion cricoaritenoidea. De “Gray. Anatomia basica” por Drake, R.L.,
Vogl, W., Mitchell, A., 32 Edicién 2023.
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2.1.2. Musculatura laringea

La laringe es una estructura movil gracias a los cartilagos descritos
anteriormente, a una musculatura extrinseca que se encarga de movilizar la laringe
en bloque (ascenso o descenso) y a una musculatura intrinseca que influye en la
apertura y cierre de las cuerdas vocales, asi como en su elongacion o acortamiento

durante la fonacion (Figura 4a y Figura 4b).

La musculatura extrinseca de la laringe se compone de musculos que estan
ubicados fuera de la misma, pero que tienen conexiones y acciones que afectan
directamente a esta estructura. Estos musculos contribuyen al movimiento y la

posicion de la laringe en el cuello.

Por encima de la laringe nos encontramos con los musculos suprahioideos,
los cuales se encargan de la elevacion de la laringe, por lo que estan involucrados
en la deglucion. Estos musculos son: musculos digastrico, milohioideo, genihioideo
y estilohioideo. Por otro lado, debajo de la laringe nos encontramos con los
musculos infrahioideos, los cuales influyen en la estabilizacion del hueso hioides y
la laringe. Estos musculos son el esternotiroideo, el tirohioideo y el omohioideo.

Aunque estos musculos no estan directamente involucrados en la fonacion
y la produccion de sonidos en la laringe, si contribuyen al control de la posicion y el
movimiento de la laringe durante la deglucién, la respiracion y otras actividades
relacionadas. Ademas, la coordinacion de esta musculatura extrinseca con la
musculatura intrinseca es esencial para mantener funciones vocales y respiratorias

adecuadas (Lungova y Thibeault, 2020).

45



INTRODUCCION

Figura 4a

Musculatura extrinseca de la laringe (musculos suprahioideos)

A B

Nota: (A) Vista lateral del cuello, se distingue el musculo digastrico. (B) Vista anterior de la
region cervical anterior, se distingue el milohioideo. (C) Vista anterior de la regién cervical
anterior, se distingue el musculo geniohioideo. (D) Vista frontal de cuello, se destaca el musculo

estilohioideo. De “Anatomia del cuerpo humano” por Gray, H., 202 Edicion 1918.
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Figura 4b

Musculatura extrinseca de la laringe (musculos infrahioideos)

Sy™Mhre;,

Nota: (A) Vista anterior del cuello, se distingue el musculo omohioideo. (B) Vista anterior del
cuello, se distingue el musculo esternohioideo. (C) Vista anterior del cuello, se distingue el
musculo esternotiroideo (D) Vista lateral del cuello, se distingue el musculo tirohioideo. De

“Anatomia del cuerpo humano” por Gray, H., 202 Edicién 1918.
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Con musculatura intrinseca de la laringe nos referimos a aquellos musculos
que se encuentran dentro de la propia laringe y que desempefian un papel crucial
en la produccién del sonido. Estos musculos son responsables de controlar la
tension, longitud y posicion de las cuerdas vocales, lo que afecta directamente a la

calidad y al tono de la voz (Figura 5).

Figura 5

Musculatura intrinseca de la laringe

A

Nota: (A) Vista superior de la laringe, se distingue el musculo tiroaritenoideo. (B) Vista lateral
de la laringe, se distinguen los musculos cricotiroideos, musculos cricoaritenoideos posterior,
musculos cricoaritenoideos lateral, musculos interaritenoideos y musculos aritenoepigloticos.

De “Anatomia del cuerpo humano” por Gray, H., 202 Edicion 1918.

Entre los musculos intrinsecos encontramos el musculo tiroaritenoideo o
musculo vocal, el cual se origina en la cara interna del cartilago tiroides y se inserta
en la apdfisis muscular del cartilago aritenoides, por lo que se encarga de acercar
los cartilagos aritenoides hace el cartilago tiroides y, por tanto, de elongar y acortar

los pliegues vocales

El musculo cricoaritenoideo lateral, el cual se inserta en las porciones
laterales del borde superior del arco del cartilago cricoides y se dirige hasta la
porcidon anterolateral de la apodfisis muscular del cartilago aritenoides. Se encarga
de ejercer traccidn sobre las apdfisis musculares de los cartilagos aritenoides y

hacen que estas apdfisis se alejen mientras que acercan las apdfisis vocales del
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cartilago, lo que hace que los pliegues vocales se acerquen y se estreche la glotis.

Es un musculo involucrado tanto en la produccion de sonidos como en la deglucién

El musculo ariaritenoideo o interaritenoideo, tiene su origen e insercion en la
cara posterior de los cartilagos aritenoides. Su contraccion acerca estos cartilagos
hacia la linea media, lo que produce un estrechamiento de la hendidura glética. En
este caso, dependiendo de la direccion de las fibras musculares distinguimos entre

musculo interaritenoideo transverso u oblicuo

El musculo cricotiroideo, el cual se origina en la cara interna del anillo del
cartilago cricoides y se inserta en el borde inferior del cartilago tiroides. Es el
musculo fundamental responsable de la tension de las cuerdas vocales, ya que su
accién provoca una basculacién del cartilago tiroides hacia delante, lo que aumenta
el diametro anteroposterior de laringe y, por tanto, incrementa la tension en las

cuerdas vocales.

Por ultimo, el musculo cricoaritenoideo posterior se origina en la cara
posterior de la lamina del cartilago cricoides y se inserta en la apofisis muscular de
los cartilagos aritenoides. Al contraer este musculo, las apdfisis musculares giran
hacia la linea media, lo que hace que las apdfisis vocales se separen y, por tanto,
se separen las cuerdas vocales. Es el unico musculo abductor, por o que es un

musculo fundamental en la respiracion (Noordzij y Ossoff, 2006).

Durante la respiracion, el aire fluye mejor durante la abduccién de las
cuerdas vocales. Por lo tanto, es razonable afirmar que el musculo cricoaritenoideo
posterior es el mayor responsable de una respiraciéon optima. Otros autores
mencionan que, durante la respiracion, los cartilagos aritenoides se encuentran
separados para mantener la dilatacion de la zona glotica y permitir el paso del aire,
por lo que se podria pensar que la apertura se mantiene por la accién del musculo
cricoaritenoideo posterior; sin embargo, también es importante pensar que, con una
contraccion continua de este musculo estriado, éste se fatigaria. Por tanto, una de
las maneras de que la glotis permanezca abierta una vez que cesa la contraccion
seria gracias a la elasticidad laringea que mencionabamos anteriormente. Esa
elasticidad volveria a abrir la zona glética sin que persista la actividad muscular

gracias a un fenomeno fisico por la fuerza descendente del peso del arbol
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respiratorio y la reaccion hacia arriba y hacia fuera del sistema elastico de la laringe.
Ambas fuerzas dan como resultado la basculacion de las aritenoides hacia abajo,
manteniendo la glotis en abduccion durante la respiracion (Regner et al., 2012;
Saran et al., 2023).

2.1.3. Diferencias interespecies

En cuanto a las diferencias y similitudes de los musculos que forman parte
de la laringe en roedores y humanos, se sabe que los musculos laringeos
intrinsecos comunes son el cricoaritenoideo posterior, el tiroaritenoideo, el
cricoaritenoideo lateral y el cricotiroideo. Los musculos interaritenoides transverso
y oblicuo son especificos de los humanos, mientras que los roedores cuentan con
un delgado par de musculos llamados cricoaritenoideos superiores, que conectan
la superficie dorsal de los cartilagos aritenoides con la prominencia de la linea
media del cartilago cricoides y ayudan en la aduccion de las cuerdas vocales, por
lo que, probablemente, cumplen la misma funcion que los musculos

interaritenoideos en humanos (Inagi et al., 1998; Thomas et al., 2008).

Estos musculos trabajan en conjunto para controlar la posicion, la tensién y
la longitud de las cuerdas vocales, lo que afecta directamente a la produccién del
sonido y a la calidad de la voz. La coordinacién precisa entre los musculos
implicados permite ajustes finos en la apertura glética. Durante la fonacién y la
respiracion, esta coordinacion se adapta para controlar el flujo de aire a través de

la laringe y regular la produccién de sonido.
2.1.4. Inervacién de la laringe

Esta actividad y coordinacién entre los musculos implicados en la emision
vocal depende de la inervacion de los distintos sistemas involucrados (Figura 6).
En un primer lugar, el fuelle es proporcionado por el sistema respiratorio,
musculatura que esta controlada por las motoneuronas del asta anterior de la
meédula espinal toracica (musculatura inspiratoria) y lumbar superior (musculatura
espiratoria). En segundo lugar, la actividad laringea esta controlada tanto por el
nervio vago (musculatura intrinseca) como por el nervio hipogloso, el plexo faringeo

y los nervios cervicales (musculatura extrinseca).
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Figura 6

Inervacion de la laringe

Nota: vision lateral region de la laringe. En la parte superior de la imagen se puede ver el nervio
laringeo superior, mientras que en la parte inferior encontramos nervio laringeo recurrente. De
“Altas de anatomia humana” de Netter, F.H., 42 Edicion 2007.

En el caso del nervio vago, es un par nervioso que forma parte del sistema
nervioso autonomo, pero sus motoneuronas también estan sujetas a cierto grado
de influencia cortical, permitiendo una regulacién voluntaria de algunas funciones
laringeas, como la fonacion. Es un nervio que vehiculiza informacioén, tanto
sensitiva como motora, de la musculatura intrinseca a través de los nervios
laringeos superiores y los laringeos recurrentes. Concretamente, la rama externa
del nervio laringeo superior proporciona la inervacion motora del musculo
cricotiroideo y esta involucrado en el control de la tension de las cuerdas vocales
afectando, por tanto, a la frecuencia y tono del sonido durante la fonacién (Uludag,
2017). Por otra parte, la rama interna proporciona inervacion somatosensorial de
supraglotis y glotis, funcion relacionada con la proteccion de las vias aéreas. Los
nervios laringeos recurrentes proporcionan inervacion motora del resto de
musculatura intrinseca (tiroaritenoideo, cricoaritenoideo lateral, cricoaritenoideo
posterior e interaritenoideos) e inervacion sensorial de la traquea superior y la
subglotis (Allen, 2023).
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Un ultimo elemento importante dentro de la vocalizacién seria la articulacion,
a traveés de la cual tanto los animales como el ser humano pueden realizar distintos
tipos de emisiones vocales. Esta articulacion esta regulada por motoneuronas del
nucleo facial y trigémino, asta ventral de la médula espinal cervical superior, nA

rostral y nucleo del hipogloso (Jurgens, 1982).
2.1.5. Cuerdas vocales

Las cuerdas vocales son una estructura fundamental en la produccion de
sonidos. Se extienden desde el cartilago tiroides hasta los aritenoides (Figura 7).
La porcién mas profunda esta formada por el musculo tiroaritenoideo o musculo
vocal, el cual permite un control preciso de estos pliegues vocales. Después del
musculo encontramos la lamina propia, que podemos subdividirla en 3 capas:
superficial (espacio de Reinke), intermedia y profunda. Estas dos ultimas capas
forman el ligamento vocal. La capa mas externa esta formada por epitelio
escamoso, células que estan adaptadas para soportar la vibracion fonatoria y que
forman una barrera protectora contra lesiones e irritantes externos (Miri, 2014;
Levendoski et al., 2014).

Figura 7
Esquema de las cuerdas vocales

Median glosso-epiglottic fold
Vallecula / Epiglottis

Tubercle of epiglottis e
/ SUPERFICIAL
Vocat fold INTERMEDIATE

Aryepiglottic fold (]

Cuneiform cartilage
EPITHELIUM

Corniculate cartilage B

Trachea

Nota: (A) Esquema de la vista de las cuerdas vocales con un laringoscopio. (B) Dibujo
esquematico de las capas que forman parte de las cuerdas vocales. Adaptada de “Anatomia
del cuerpo humano” por Gray, H., 202 Edicidon 1918 y “Cellular physiology of the vocal folds”.
Por Gray, S.D., 2000.
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Esta diferencia en la composicidn de las diferentes capas que conforman las
cuerdas vocales es fundamental para entender su funcionamiento dentro de la
vocalizacién. Las cuerdas vocales estan controladas por la musculatura que se ha
mencionado anteriormente, de manera activa, por la contraccién del musculo
tiroaritenoideo y, de forma pasiva, con el resto de los musculos laringeos (Lungova
y Thibeault, 2020).

Uno de los modelos animales mas utilizados en estudios relacionados con
la laringe es el de rata y raton. Ademas, se considera un buen modelo para el
estudio de las cuerdas vocales, ya que tienen una composicion similar a las del
humano, pudiéndose dividir en las mismas capas y recubriéndolas una mucosa con
composicion similar. La dificultad de usar este tipo de modelos animales radica en
el tamafo tan pequefio de una estructura como es la laringe, lo que dificulta
cualquier intervencion y procedimiento quirurgico (Fernandes et al., 2022). Ademas,
el modelo de rata es también una herramienta util para comprender los mecanismos

periféricos y centrales de la fisiologia laringea (Lenell et al., 2021).

Durante una respiraciéon normal y no forzada, la glotis adopta una forma
triangular y no hay movimiento de las cuerdas vocales ni de laringe. Sin embargo,
hay estudios con electromiografia que han demostrado que, en los momentos en
los que la respiracién es mas forzada por un aumento en la demanda de oxigeno,
es necesario un aumento también de la actividad del musculo cricoaritenoideo
posterior y que esta actividad del musculo se da con anterioridad a la contraccion
diafragmatica (Sasaki et al., 1973; Kirchner, 1994).

El ciclo vibratorio se divide en las fases abierta y cerrada. La fase abierta
indica el momento en que las cuerdas vocales estan parcialmente abiertas. Esta
fase se divide a su vez en apertura y cierre. La fase de apertura coincide con el
momento en el que los pliegues vocales se alejan entre si, mientras que la fase de
cierre es el momento en el que los pliegues vocales comienzan a juntarse. En
condiciones normales, las cuerdas vocales suelen separarse a una velocidad

mayor que a la que se aproximan (Noordzij y Ossoff, 2006).

La fase cerrada del ciclo vibratorio indica el momento en que los pliegues

vocales membranosos estan completamente cerrados y comprende dos fases: fase
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de preparacion, momento en el que no se llega a producir un cierre completo de la
glotis, pero hay una reduccion progresiva del flujo de aire y un aumento de presion
subgldtica y de velocidad del flujo; la segunda es la fase de ejecucion o ataque,
momento en el que hay un cierre glético completo (o casi completo) porque el
musculo cricoaritenoideo posterior cesa su actividad junto con la activacion del
resto de musculos aductores. Este cierre glético provoca un aumento de la presion
subglatica y del flujo aéreo, por lo que, por el efecto Bernouilli, succiona el borde
libre de la cuerda vocal y aumenta la aduccion (Sasaki, 1988; Chanaud y Ludlow,
1992; Garcia-Tapia, 1996).

Existen otros parametros fisioldgicos importantes de los pliegues vocales: la
onda mucosa del pliegue vocal, que representa una ondulacion de la membrana
mucosa durante el ciclo glotal. Durante la fonacion normal, la onda mucosa se
desplaza en direccion inferior-superior. La velocidad de la onda oscila entre 0,5 y 1
m/s. La simetria del comportamiento vibratorio de las cuerdas vocales es otro
parametro importante ya que cualquier asimetria representa un proceso patologico.
Por ultimo, también hay que tener en cuenta la periodicidad de los ciclos gldticos,
que denota una repeticion regular de los ciclos vibratorios de forma que cada ciclo
tiene la misma amplitud y duracion. Cualquier desviacion de los ciclos vibratorios

periodicos se conoce como aperiodicidad (Svec et al., 2007).
2.1.6. Presién subglética

No cabe duda de que el sistema respiratorio desempefia un papel
fundamental en la vocalizaciéon (Del Negro et al., 2018). Sin embargo, estas
emisiones vocales no dependen de un flujo de aire normal utilizado durante la
respiracion, sino que requieren una mayor presion de aire para que puedan

generarse dichos sonidos (Riede et al., 2019).

La presion subglotica es aquella que se ejerce dentro de la traquea, por
debajo de la glotis, por la acumulacién de aire que proviene de los pulmones. Es
un factor primordial para controlar el inicio, el desplazamiento y la intensidad de la
voz. Viene determinada por la fuerza con la que se contraen los musculos

respiratorios y, por tanto, expande o comprime la cavidad toracica durante la
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inspiracion y la espiracion, y esta determinada también por el espacio glotico, de
manera que esta presidn subglotica aumenta con el incremento de la presion

pulmonar y con la aduccion de las cuerdas vocales (Titze, 1988; Riede et al., 2020).

Esta presion subglética va aumentando contra las cuerdas vocales cerradas
hasta que acaba abriendo la glotis. En su apertura maxima, el labio superior del
pliegue vocal continua moviéndose lateralmente, mientras que el labio inferior
comienza a moverse medialmente. Finalmente, el labio superior también comienza
a moverse medialmente. El movimiento medial de los pliegues vocales es el
resultado de una fuerza pasiva de retroceso (debido a la elasticidad innata de los
pliegues vocales), una caida de la presion subglética y la presion negativa causada
por el efecto Bernoulli. Esta presién negativa empuja las cuerdas vocales una hacia
otra. El contacto inicial se produce en el labio inferior de las cuerdas vocales. El
area de contacto de los pliegues vocales aumenta hasta que la presion subglética
es lo suficientemente alta como para separar los pliegues vocales (Riede et al.,
2020).

Este ciclo aeromecanico se repite una y otra vez, dando lugar a la fonacion
y a la apariciéon de una onda que viaja a través de la mucosa desde la superficie
inferior a la superior de los pliegues vocales, conocida como onda mucosa de la
que hemos hablado anteriormente. Esta onda mucosa solo esta presente si hay
una membrana mucosa flexible que cubra el pliegue vocal. La velocidad a la que
se desplaza la onda mucosa aumenta con el alargamiento de las cuerdas vocales
(Titze et al.,1993; Jiang et al., 1998;), con un mayor flujo de aire (Jiang et al., 1998),
con una mayor presion subglética y con la contraccion de los musculos laringeos,

lo que se asocia a un aumento de la frecuencia fundamental (Nasri et al., 1994).
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2.2. PRODUCCION VOCAL

La voz surge por un flujo de aire continuo generado durante la espiracion y
que proviene de los pulmones. Existen diferentes teorias que explican el
mecanismo a través del cual se produce la voz a través de las cuerdas vocales. La
primera teoria la introdujo Husson en 1953, quien consideraba el musculo
tiroaritenoideo como el principal motor de la fonacion, sin embargo, se rechazé por
falta de fundamento y se aceptaron otras dos teorias, la teoria mioelastica-
aerodinamica de Van den Berg en 1958 y la teoria mucoondulatoria de Perellé en
1962 (Garcia-Tapia, 1996). Los principios de ambas teorias son similares: la
frecuencia fundamental a la que vibran las cuerdas vocales esta determinada por
la masa de la cuerda vocal, la viscoelasticidad de la cuerda vocal y la presion
subglatica; la vibracion vocal se explica por el principio de Bernouilli, segun el cual,
la presion de un fluido incompresible disminuye con el aumento de velocidad de
sus moléculas y la velocidad de ese ese fluido confinado aumenta en funcién del
estrechamiento del area de su seccion (ecuacion de continuidad). Ademas, el aire
fluye desde la zona de altas presiones hasta la zona de bajas presiones (Nasri et
al., 1994).

Otra teoria surgio en 1975, cuando Hirano dividio la cuerda vocal en tres
planos con propiedades mecanicas diferentes que permiten el deslizamiento de una
sobre otra, produciéndose la onda mucosa. La cubierta es flexible, no se contrae y
tiene gran elasticidad, no obstante, el cuerpo es mas rigido y posee propiedades
contractiles. La tensién depende del acoplamiento de una capa sobre otra y su
rigidez varia segun la contraccion del musculo tiroaritenoideo (Hirano y Bless, 1993).

Durante la fonacién, las cuerdas vocales actuan como un transductor de
energia que convierte la energia aerodinamica que proviene de los pulmones en
energia acustica. Esta transformacion se produce en la regién de la glotis, sin
embargo, en la produccion vocal tiene una gran influencia otras estructuras tanto
subgldticas como supragléticas. Para una fonacion normal, se requiere un apoyo
respiratorio adecuado, un cierre glético apropiado, una cobertura normal de las
cuerdas vocales y un control adecuado de la longitud y tension de éstas. Con la
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apertura y cierre glotico conseguimos modular esa corriente de aire durante la

fonacién, lo que da lugar a la voz (Titze, 1988; Hirano et al., 1999).

Para la produccién vocal son fundamentales tres aspectos: la respiracion, el
movimiento de las cuerdas vocales y la postura del tracto vocal superior. Todas
estas acciones deben coordinarse para producir una adecuada vocalizacion en el
ser humano (Titze et al., 2000). Una respiracion disfuncional o dificultades para
integrarse en el proceso de la vocalizacion puede afectar negativamente a la
produccion de sonido en humanos y roedores (Riede et al. 2015; Hulsmann et al.
2019).

Segun algunos estudios, la velocidad de la onda mucosa aumenta cuando
las cuerdas vocales se elongan, cuando hay un incremento en el flujo y en la
presion subglotica, asi como una contraccion de la musculatura laringea. Ese
aumento de velocidad se relaciona con un aumento también de la frecuencia
fundamental (Titze et al., 1993; Nasri et al., 1994; Jiang et al., 1998).

Las cuerdas vocales normales pueden producir tres patrones vibratorios
tipicos: falsete, voz modal y aleteo glético. En el falsete o voz ligera, no se produce
el cierre glotico completo. Durante esta voz aguda, sélo vibra el borde superior de
la cuerda vocal. En la voz modal, se produce un cierre glético completo y da lugar
a la mayor parte de la gama de frecuencias medias de la voz. Durante este patron
vibratorio la mucosa del pliegue vocal vibra independientemente del musculo vocal
subyacente. El aleteo glético, o fonacion de muy baja frecuencia, se caracteriza por
una fase cerrada, que es relativamente larga en comparacion con la fase abierta.
En este caso, la cubierta mucosa y el musculo subyacente vibran como una unidad
(Noordzij y Ossoff, 2006).

La frecuencia fundamental de las vocalizaciones humanas es mas reducida
que en roedores. Esta frecuencia se encuentra entre 100 y 3.000 Hz (Mahrt et al.,
2016; Titze et al.,, 2016). En los humanos, esta frecuencia fundamental viene
determinada por la masa (que puede cambiar segun la composicion de la lamina
propia), la tension de las cuerdas vocales (regulada por la contraccion y relajacion
de los musculos laringeos tiroaritenoideo, cricoaritenoideo posterior y el

cricotiroideo) y la presion subglotica durante la vibracion. Esta frecuencia
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fundamental pasa por el tracto vocal supralaringeo (formado por las vias
respiratorias orales y nasales), que actua como filtro acustico variable en el tiempo
que suprime el paso de la energia sonora a determinadas frecuencias, mientras
que permite el paso de otras, dando lugar a los formantes. Estos formantes estan
determinados por la forma, longitud y volumen del tracto vocal (Riede et al., 2017,
Zhang et al., 2020).
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2.3. PRODUCCION VOCAL EN ROEDORES

Al igual que los humanos, los roedores utilizan la laringe para la produccion
de sonidos, aunque de forma diferente, de modo que es posible la produccion de
ultrasonidos. Ambos tienen un control preciso y unas propiedades de cuerdas
vocales similares. Las vocalizaciones audibles de las ratas son el resultado de la
vibracion de las cuerdas vocales, con un funcionamiento similar al del ser humano.
Con vocalizaciones audibles nos referimos a aquellas que estan constituidas por
una frecuencia fundamental y multiples armonicos. Mientras que las vocalizaciones
ultrasénicas consisten en un sonido de una sola frecuencia y pocos o ningun
armonico (Mahrt et al., 2016).

Los roedores producen vocalizaciones ultrasonicas que oscilan entre 100 y
120.000 Hz, vocalizaciones que tienen un papel crucial en comportamientos
sociales como el apareamiento o la defensa territorial. A pesar de las
investigaciones que se han hecho hasta ahora, todavia se conoce poco acerca de
como afecta el control nervioso y la aerodinamica a la produccion de ese tipo de
sonidos. La desaparicion de las vocalizaciones ultrasénicas tras la interrupcion de
la inervacién a los musculos laringeos (Roberts, 1975; Thiessen et al., 1980) y la
generacion de ultrasonidos a partir de laringes extirpadas (Johnson et al., 2010;
Berquist, 2013; Mahrt et al., 2016) indican que la laringe es el lugar de produccién
del sonido. Sin embargo, la comprension de la evolucion y los mecanismos
fisiologicos de como la energia aerodinamica se convierte en sonido sigue siendo
controvertida y, a menudo, desvinculada de los detalles anatomicos (Riede et al.,
2017).

Se sabe que los ultrasonidos que emiten los roedores se emiten durante la
fase espiratoria del ciclo respiratorio (Roberts, 1975; Frysztak y Neafsey, 1991;
Hofer y Shair, 1992; Hegoburu et al., 2011). La duracion de la fase espiratoria esta
correlacionada con la duracion de este tipo de vocalizaciones y es
significativamente mas larga que las fases espiratorias silenciosas (Hegoburu et al.,
2011; Boulanger-Bertolus et al., 2017), lo que sugiere que la emision de
ultrasonidos alarga la fase espiratoria y es posible que la duracion de éstos esté
limitada por la necesidad fisioldgica de respirar (Lungova y Thibeault, 2020).
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Se ha investigado acerca de la estructura anatomica responsable de la
produccion de esos ultrasonidos y se ha encontrado que la seccién de los nervios
que inervan la laringe afecta a su emision (Roberts, 1975; Wetzel et al., 1980).
Ademas, gracias a observaciones endoscopicas de las cuerdas vocales se ha
podido comprobar que durante la emisién de ultrasonidos las cuerdas vocales no
vibran, sino que dejan una apertura de 1-2 mm en la parte posterior (Boulanger-
Bertolus y Mouly, 2021). Estas observaciones llevaron a los investigadores a sugerir
que las vocalizaciones ultrasénicas se producen a través de un mecanismo similar
a un silbato en la laringe. El flujo de aire se perturba al pasar por un primer orificio,
formado por la parte posterior de las cuerdas vocales y, cuando este flujo de aire
perturbado pasa por el segundo orificio, formado por la epiglotis y la base de la
lengua, estas inestabilidades crean voértices responsables de la onda sonora
(Riede, 2013; Henrywood et al., 2013). Esta hipétesis fue muy aceptada hasta que
mediante estudios en laringes extirpadas de ratones demostraron que podian
seguir generando ultrasonidos cuando se extirpaba la epiglotis (Mahrt et al., 2016).
Estos mismos autores sugirieron entonces que la vocalizacion de ultrasonidos
podria producirse entonces por un chorro de aire procedente de la glotis que
incidiera en la pared interna del cartilago tiroideo (Boulanger-Bertolus y Mouly,
2021).

Por otro lado, hubo autores que rechazaron esta hipdtesis por su
improbabilidad, ya que no existe esa superficie plana en la laringe de la rata, por lo
que propusieron que el chorro de salida podria proyectarse sobre otra estructura
que permitiese la generacion de ultrasonidos a través del mecanismo “edge tone”
con la bolsa ventral que se forma entre las cuerdas vocales y el borde alar. Esta es
la teoria mas aceptada hasta el momento (Lungova y Thibeault, 2020). A pesar de
esto, Hakansson et al. (2022) volvieron a confirmar la hipétesis previa del chorro de
aire sobre la pared tiroidea en rata utilizando laringe in vitro y reconstrucciones
tridimensionales de vias respiratorias con simulaciones de dinamica de fluidos,
demostrando, ademas, que el relleno de la bolsa ventral con esferas de aluminio

no impedia la produccién de ultrasonidos.

En ambos modelos la frecuencia del sonido emitido dependia de la distancia
entre la glotis y el cartilago: a mayor distancia, menor era la frecuencia. Esto es
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coherente con la disminucién de frecuencia fundamental a medida que la rata crece.
Ademas, esa frecuencia también dependia de la velocidad del flujo de aire y del
diametro de este, algo que el animal puede modular con su respiracion y con los

musculos laringeos (Boulanger-Bertolus y Mouly, 2021).

Segun las ultimas investigaciones de la morfologia funcional de la anatomia
laringea de los roedores, hay al menos seis estructuras unicas en las laringes de
roedores que comunmente producen ultrasonidos, todas ellas en la region
supraglodtica. (1) La presencia de una bolsa ventral soportada por (Il) un margen
rostro-ventral dorsalmente doblado del cartilago tiroides; (lllI) los bordes laterales
caudales anchos de la epiglotis que rodean la region supraglotica, (IV) el cartilago
alar, (V) una amplia apdfisis rostral del cartilago tiroides y (VI) una protuberancia en
la superficie medial del cartilago tiroides, que también sirve de anclaje para las
cuerdas vocales (Riede et al., 2017).

Otros estudios recientes han comprobado la existencia de una pequena
porcidn del musculo tiroaritenoideo que se une a los extremos del cartilago alar, lo
que sugiere la posibilidad de un control activo de la posiciéon del borde alar. La
contraccion de la porcion alar del musculo tiroaritenoideo moveria el borde alar
hacia la glotis y reduciria la distancia entre el borde alar y el glético. Este
movimiento también afectaria probablemente al tamafio de la cavidad de la bolsa
ventral. Como es bien sabido en la interpretacion de la flauta, la frecuencia
fundamental esta determinada no solo por la velocidad del flujo de aire, sino
también por la distancia entre la salida del chorro (glotis) y el borde (borde alar).
Ajustar la distancia entre la glotis y el borde alar ayuda a producir condiciones
optimas para notas de mayor frecuencia (Coltman, 1976). Las altas frecuencias de
llamada podrian verse favorecidas por una menor longitud glotal o distancia entre
el borde glotal y el alar, y/o por un menor volumen de la bolsa ventral (Riede et al.,
2017).
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2.4. CONTROL CENTRAL DE LA VOCALIZACION

La produccién del habla en los seres humanos comparte una base fisioldgica
y acustica comun con la emision vocal de otros vertebrados. Sin embargo, tiene
caracteristicas especificas debido a que la estabilidad de las oscilaciones en las
cuerdas vocales laringeas, responsables de regular el flujo de aire desde los
pulmones, resulta de un control neural mejorado y altamente especializado de estos
musculos en los humanos (Jurgens, 2002a). La investigacion indica que la
estabilidad mejorada en la fonacion humana resulta de una reduccién evolutiva en
la complejidad anatémica. A diferencia de los simios y primates, los humanos han
experimentado una pérdida de estructuras como sacos laringeos o0 membranas
vocales, que contribuyeron a la inestabilidad vocal en primates no humanos
(Nishimura et al., 2022).

Una contraccidon secuencial precisa de los musculos respiratorios es crucial
y requiere control desde los nucleos ubicados en el tronco del encéfalo, control que
es necesario para optimizar el flujo de aire mediante la adaptacién del control
muscular satisfaciendo los requisitos respiratorios o de vocalizacion. Es necesario
que se produzca una espiracion meticulosa y prolongada para establecer una
presion de flujo de aire adecuada y suficiente, asegurando una presion subglética
propicia para la vocalizacién, para lo cual es necesario un control del patron e
intensidad de la activacion de las motoneuronas en estructuras respiratorias,
laringeas, orofaringeas y craneofaciales (Ellenberger and Feldman, 1988; Ludlow,
2011; Butler et al., 2014; Shinozaki et al., 2019; Jensen et al., 2020).

La coordinacién de todos estos procesos del habla se lleva a cabo gracias a
una red que se origina en la corteza motora laringea y que se extiende hasta la
region mesencefalica conocida como la SGP en mamiferos. La SGP es la
encargada de modificar la actividad de las estructuras pontomedulares,
responsables de generar patrones motores esenciales para el control de la laringe

durante la respiracion y la vocalizacion.

A continuacién, haremos un repaso por los principales nucleos implicados

en el control central de la vocalizacion, muchos de ellos compartidos, como ya
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hemos dicho anteriormente, con el control de la respiracién. Nos centraremos en
los nucleos situados en el tronco del encéfalo. Concretamente, empezaremos con
el mesencéfalo (SGP), continuaremos con la protuberancia (Grupo Respiratorio
Pontino) y finalizaremos describiendo las regiones mas importantes del bulbo
(Grupos Respiratorios Dorsal y Ventral).

2.4.1. Sustancia Gris Periacueductal

La SGP es una interfaz tanto anatdmica como funcional entre el prosencéfalo
y la protuberancia, con los cuales presenta una gran interconexién que le permite
integrar las respuestas activas y pasivas ante estimulos internos o externos.
Desempefia un papel fundamental en la regulacidn e integracion en el
comportamiento defensivo en mamiferos, en su respuesta autonémica y en el
procesamiento de estimulos dolorosos. Coordina diferentes patrones de respuestas
cardiorrespiratorias, motoras y nociceptivas que varian en funcion del tipo de estrés
y de la percepcién subjetiva del propio individuo ante la supuesta amenaza
(Carvalho et al., 1987; Mortensen et al., 1994; Keay y Bandler, 2001; Dampney,
2016). Gracias a sus conexiones con centros superiores, es un area que participa
en el control de comportamientos defensivos, emocionales, sociales, sexuales y
autondmicos, asi como en la integracion y modulacion de sensaciones
desagradables, como el dolor, la picazon o el impulso de toser (Bandler et al., 2000;
Linnman et al., 2012; Motta et al., 2017; Klingbeil et al., 2021; Vazquez-Lebn et al.,
2023; Zhang et al., 2024) (Figura 8).

En un principio, la division de la SGP se baso6 en una organizacion columnar
formada por la SGP dorsal, lateral y ventral. Hoy en dia, y a gracias a estudios
realizados en primates y roedores, se ha demostrado que la SGP podemos dividirla
en 4 columnas longitudinales principales: dorsomedial (SGPdm), dorsolateral
(SGPdI), lateral (SGPI) y ventrolateral (SGPvl), y que cada una de ellas tiene
propiedades quimicas, funcionales y de conectividad diferentes (Carrive, 1993;
Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2001; Vianna y Brandao, 2003). La columna
ventrolateral es la encargada de los comportamientos defensivos, la
hipersensibilidad, la hipotension, la bradicardia y la analgesia mediada por

opiaceos. Por el contrario, la columna dorsal promueve conductas activas de
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afrontamiento y lucha, hipertension, taquicardia y analgesia no opiacea (Linnman
et al., 2012; Vaughn et al., 2022).

Se han llevado a cabo estudios que confirman la participacién de la SGP en
el control de la vocalizacion en mamiferos. En estos estudios se describen lesiones
bilaterales en la SGP que causan mutismo, no solo en animales sino también en
humanos (Esposito et al., 1999; Jurgens, 1994, 2002b, 2009; Kittelberger et al.,
2006). Otros demuestran que estimulaciones eléctricas o quimicas de la misma
zona producen emisiones vocales (Bandler y Carrive, 1988; Schuller y Radtke-
Schuller, 1990; Lu y Jurgens, 1993; Zhang et al., 1994; Kyuhou y Gemba, 1998).
Es, por tanto, un area fundamental para el control de la vocalizacién (Magoun et al.,
1937; Zhang et al., 1994; Esposito et al., 1999; Jurgens, 2002a; Subramanian et al.,
2021), sobre todo por su fuerte proyeccion a la parte caudal del Grupo Respiratorio
Ventral (GRV), unica area del cerebro que se dirige directamente a todas las areas
motoras necesarias para la vocalizacion (VanderHorst et al., 2000; Holstege y
Subramanian, 2016). Esta via es especialmente relevante para las vocalizaciones
emocionales, como llorar y reir, que no dependen del area de Broca, como lo hace

el habla humana (Holstege y Subramanian, 2016).

A nivel clinico, se sabe que su funcionamiento esta afectado en distintos
desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer y la atrofia
multisistémica. Ademas, la estimulacion de la SGP ha sido utilizada para controlar
el dolor neuropatico y existen evidencias recientes que sugieren que podria ser util
para reducir o aliviar la hipertension refractaria (Carrive, 1993; Bandler y Shipley,
1994; Behbehani, 1995; Bandler et al., 2000; Keay y Bandler, 2001; Haxhiu et al.,
2002; Holstege, 2005; Zhang et al., 2007; Heinricher et al., 2009; Jurgens, 2009;
Chung et al., 2020)

Todas estas funciones descritas tienen su origen en la gran capacidad de
integrar y modular la informacion, tanto aferente como eferente, que recibe esta

area desde muy distintas localizaciones, las cuales describimos a continuacion.
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2.4.1.1. Aferencias de la SGP

A nivel general, la SGP es un area que recibe numerosas aferencias desde
el prosencéfalo (corteza prefrontral, amigdala e hipotalamo), protuberancia,
bulbo y neuronas sensitivas del asta dorsal y nucleo del trigémino (Holstege,
1996; Faull et al., 2019; Subramanian et al., 2008; Subramanian y Holstege, 2009)
(Lavezzi et al., 2021; Gonzalez Garcia et al., 2023).

Aferencias desde regiones superiores

Desde zonas superiores, la SGP recibe inputs de informacion con diferentes
patrones de entrada a las distintas columnas que la forman. De manera mas
concreta, recibe inputs tanto corticales como subcorticales que envian informacion
de entrada de diversas modalidades (sensoriomotora, nociceptiva, emocional,
homeostasis...) que permiten a la SGP patrticipar en la modulacion e integracion de
diferentes funciones (Trevizan-Bau et al., 2021a).

Se han descrito entradas muy potentes desde el cortex prefrontal, mas
concretamente, a pared media del cértex prefrontal conecta con la columna
dorsolateral de la SGP, las cortezas pre e infralimbicas proyectan de manera
profusa hacia las columnas lateral y ventrolateral, el cortex cingulado anterior
alcanza la columna lateral, ventrolateral y dorsomedial. Las aferencias desde la
amigdala se originan desde el nucleo central y la porcion ventrolateral del nucleo
basal. Las aferencias desde el hipotalamo se originan desde el nucleo predptico
medial, nucleo anterior, nucleo paraventricular, nucleo ventromedial, nucleo
dorsomedial, nucleo posterior, nucleo supramamilar y areas laterales hipotalamicas
(Benarroch 2012; Trevizan-Bau et al., 2021a; Schottelkotte y Crone, 2022).

Dentro de estas proyecciones corticales y subcorticales que recibe la SGP,
hay algunas que son exclusivas de la SGPdI. Se han descrito proyecciones directas
desde la corteza auditiva primaria y el area 18 (area cortical visual secundaria en
rata) (Benzinger y Massopust, 1983). Otros inputs exclusivos hacia la sGPd| desde
nucleos con un papel importante en el control de los movimientos oculares son los
provenientes del nucleo praepositus hypoglossi y el nucleo periparabigeminal (Klop
et al., 2005, 2006). En rata se han descrito proyecciones directas de las neuronas
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del cortex prefrontal medial (PFC), en particular desde su porcién caudodorsal
(cortex cingulado anterior y prelimbico caudal) (Gabbott et al., 2005). Estas
regiones corticales también proyectan al nucleo hipotalamico anterior y al VMH
(Keay y Bandler, 2001), por lo que también pueden influir indirectamente sobre las
neuronas de la SGPdI a través de estas regiones hipotalamicas. Se cree que el
cortex prefrontal medial, incluyendo aquellas subregiones que proyectan hacia la
SGPdI, esta implicado en el razonamiento cognitivo complejo y la interpretacion de
los estimulos estresantes (Bandler et al., 2000). En primates, las regiones corticales
que son homologas a la porcién caudodorsal del cortex prefrontal medial son las
zonas 10, 25y 32, y los estudios anatomicos han demostrado que estas areas son
el origen de una proyeccion densa a la SGPdIl. Asimismo, dafios en el cortex
prefrontal en humanos afectan su capacidad para predecir las consecuencias de
las conductas de riesgo y también reduce las respuestas autonomicas que
normalmente se asocian con el estrés emocional en los comportamientos de riesgo
(Bandler et al., 2000).

Una de las proyecciones subcorticales mas importantes que recibe la SGPdI
proviene de zonas del hipotalamo (lateral, dorsomedial y ventromedial) (Motta y
cols., 2009; Dampney 2015; Trevizan-Bau et al., 2021a). Lesiones o bloqueos del
nucleo dorsal premamilar (PMD) reducen la respuesta defensiva ante la presencia
de un depredador o su olor (Markham et al., 2004; Blanchard et al., 2005; Do Monte
et al., 2008; Motta et al., 2009). EI PMD ventrolateral recibe, por un lado, entradas
de informacién desde el nucleo hipotalamico ventromedial (VMH) que, a su vez,
recibe proyecciones desde la amigdala (parte posteroventral del nucleo medial y
parte posterior de nucleo basomedial), que se activan ante el olor y la presencia de
depredadores (McGregor et al., 2004; Motta et al., 2009). Por otro lado, recibe una
entrada importante del area hipotalamica anterior (AHA) (Risold et al., 1994), que
junto con el PMD y VMH, son parte del sistema que genera la respuesta de defensa
desde el hipotalamo medial (Swanson, 2000). Esta AHA también tiene una
proyeccion directa hacia la SGPdl (Semenenko y Lumb, 1992). La activaciéon de
ésta evoca la tipica respuesta cardiovascular asociada a la respuesta de defensa
(Lumb y Lovick, 1993). Se sabe también que las conexiones bilaterales que
establece con el DMH-PeF median las respuestas cardiovasculares evocadas
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desde esa area hipotalamica ademas de ser necesarias para una completa
expresion de la respuesta de defensa evocada desde la SGPdl. De hecho, la
inhibicion de las neuronas del DMH-PeF suprime la respuesta cardiorrespiratoria
evocada desde el SGPdI. Por tanto, las interacciones bilaterales entre esas dos
regiones son puntos clave para la reaccion de defensa del animal, convergiendo
ambas vias en neuronas cardiorrespiratorias del tronco del encéfalo implicadas en
estas respuestas (Horiuchi et al., 2009; Dampney et al., 2013; Lopez-Gonzalez et
al., 2013, 2020).

Aferencias desde regiones inferiores

La SGP también recibe informacion sensoriomotora, cardiorrespiratoria y
nociceptiva desde distintas regiones inferiores. Concretamente, la informacion
nociceptiva llega hasta la SGPI y SGPvl, organizadas somatotopicamente, desde
la lamina | superficial del asta posterior y desde el nucleo caudal del trigémino
contralateral. Por su parte, la zona rostral de la SGP recibe proyecciones
trigeminales, mientras que a los niveles mas caudales le llegan proyecciones

cervicales y lumbares (Chung et al., 2020).

Son muy importantes también las aferencias provenientes desde centros
bulboprotuberanciales que aportan informacion cardiorrespiratoria como por
ejemplo desde el Nucleo del Tracto Solitario (NTS), principal receptor de la entrada
sensorial vagal, el cual proyecta a la SGPvl y medial (Herbert y Saper, 1992; Kawai,
2018), el rafe caudal y los complejos Botzinger y pre-Botzinger, que mandan
informacion a la SGPI y SGPvl. Ademas, la SGP recibe abundantes conexiones,
tanto noradrenargicas (grupos A1 y A2) como adrenérgicas (grupos C1-C3)
(Herbert y Saper, 1992; Trevizan-Bau et al., 2021b).

Las conexiones desde regiones protuberanciales provienen principalmente
desde el nucleo Kolliker-Fuse (KF) (Yang y Feldman, 2018; Trevizan-Bau et al.,
2021b). Aunque también se han descrito desde el locus coeruleus (Jones y Moore,
1977; Jones y Yang, 1985), el Complejo Parabraquial (cPB) (desde sus regiones
lateral y medial) (Bianchi et al., 1998) y el Area A5 (Lopez-Gonzélez et al., 2020;
Gonzalez-Garcia et al., 2023).
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2.4.1.2. Eferencias de la SGP

La SGP emite proyecciones hacia una gran diversidad de regiones, tanto
superiores como inferiores, que estan involucradas en el control de los patrones de
respuestas motoras, emocionales, cardiorrespiratorias, nociceptivas y de emision
vocal (Holstege et al., 1996; Subramanian et al., 2008; Subramanian y Holstege,
2010; Faull et al., 2016; Faull et al., 2019).

Proyecciones hacia centros superiores

Las proyecciones hacia centros superiores se dirigen a diversas regiones del
prosencéfalo, entre las que se encuentran: cortex, ganglios de la base, sistema
limbico, talamo e hipotalamo. Entre las proyecciones que se dirigen al talamo e
hipotalamo (Herbert y Saper, 1992; Yezierski, 1988), destacan aquellas existentes
con los nucleos intralaminar y medial del talamo. Dichas conexiones podrian servir
como una via de entrada con el cértex prefrontal, amigdala y ganglios basales
(Krout y Loewy, 2000). Las proyecciones que emite hacia el hipotalamo se dirigen
concretamente a las zonas anterior, medial y posterior de éste (Mantyh, 1983).

En humanos, han sido muy estudiadas las conexiones de la SGP vy, en
estudios realizados en pacientes que han recibido estimulacion profunda de la SGP
por dolor neuropatico, se han demostrado conexiones ascendentes de la SGP
dorsal con la parte posterior ventral del tadlamo y la corteza primaria
somatosensorial, ademas de conexiones de la SGP ventral con las cortezas
cinguladas prefrontal ventromedial y anterior, amigdala y nucleo accumbens (Sillery
y cols., 2005).

Proyecciones hacia centros inferiores

Las proyecciones hacia centros inferiores se dirigen hacia otras regiones
mesencefalicas, protuberancia y bulbo. La mayoria de estos destinos se trata de
centros premotores que, a su vez, contactan con otros centros sensitivos, motores
0 nucleos autondmicos de esas regiones (Holstege et al., 1996; Dampney et al.,
2013).
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Las proyecciones eferentes a diferentes nucleos pontinos le permiten
coordinar diferentes patrones de respuestas cardiorrespiratorias y motoras ante
diferentes tipos de estimulos. Por ejemplo, es capaz de modular, ante estimulos
dolorosos y gracias a su conexion con el locus coeruleus y el bulbo rostro ventro
medial, la excitabilidad nociceptiva del asta posterior y, por tanto, el nivel de
excitabilidad de los reflejos espinales (Holstege et al., 1996; Subramanian et al.,
2008; Subramanian y Holstege, 2010; Faull et al., 2016; Faull et al., 2019;).

Todas las columnas de la SGP proyectan hacia el cPB, especificamente
hacia su nucleo lateral, siendo la SGPdI la unica region que proyecta de manera
exclusiva hacia subnucleo parabraquial lateral superior (Krout et al., 1998). Las
regiones SGPI y SGPvlI mantienen densas proyecciones hacia el KF (Trevizan-Bau
et al., 2021b). Otros nucleos pontinos con los que mantiene conexion directa son el
locus coeruleus (Luppi et al., 1995; Schwarz et al., 2015) y el area A5 (Lopez-
Gonzalez, 2020; Gonzalez-Garcia, 2023; Rocha et al., 2024), todas ellas regiones

cardiorrespiratorias implicadas en el control autonémico.

Si atendemos a las proyecciones bulbares, hay fuertes proyecciones hacia
la linea media del bulbo raquideo (Dampney et al., 2003; Guyenet, 2006), asi como
al GRV desde SGPdm, SGPI y SGPvI (Cowie y Holstege, 1992; Gaytan y Pasaro,
1998). Las neuronas de la SGPdI proyectan, por su parte, al nucleo Cuneiforme
(CnF) (Redgrave et al., 1988). Las cuatro columnas, pero en particular el SGPI y
SGPvI, proyectan al complejo pre-Botzinger y al nucleo parafacial lateral (Yang y
Feldman, 2018; Biancardi et al., 2021; Trevizan-Bau et al., 2021b). Las conexiones
ipsilaterales con el nucleo parafacial son predominantemente glutamatérgicas,
mientras que las proyecciones contralaterales tienen una mezcla de fibras
glutamatérgicas y GABAérgicas (Biancardi et al., 2021). La SGP también manda
proyecciones al complejo Postinspiratorio (PiCo) (Oliveira et al., 2021), al nucleo
retrotrapezoide (Rosin et al., 2006), al NTS (VanderHorst et al., 2000; Chen et al.,
2021), a los nucleos del rafe dorsal y caudal (Hermann et al., 1997; Ogawa et al.,
2014; Pollak-Dorocic et al., 2014; Peyron et al., 2018; Trevizan-Bau et al., 2021b) y
a la oliva inferior (Swenson y Castro, 1983; VanderHorst et al., 2000).
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Figura 8

Aferencias y Eferencias de las diferentes subregiones de la SGP
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Sustancia Gris Periacueductal dorsomedial; DLPAG: Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral; LPAG: Sustancia Gris Periacueductal lateral; MPA: area predptica medial;
mPFC: cortex prefrontal medial; M1: corteza motora primaria; NPH: nucleus praepositus
hypoglossi; NTS: nucleo del tracto solitario; PMD: dorsal premammillary nucleus; PB:
complejo parabraquial; PBG: periparabigeminal nucleus; RVLM: médula rostral
ventrolateral; RAmb: nucleo retroambiguo; SC: coliculo superior; Sp5: nucleo trigémino
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Wang, Y. Q. (2024). Frontiers in neuroscience, 18, 1380171.
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2.4.1.3. Organizacion anatomico-funcional de la SGP

Basandonos en todo el esquema de aferencias y eferencias descritas
anteriormente, podemos afirmar que la SGP es un componente esencial de una red
neuronal que se activa en respuesta tanto a estimulos internos (v.g. estimulos
dolorosos) como a amenazas externas (v.g. presencia de un depredador). Esta red
neural incluye varias areas del cortex prefrontal, el cortex cingulado anterior, la
amigdala y el hipotalamo, que conectan especificamente con las distintas columnas
que conforman la SGP. Estas conexiones forman circuitos paralelos que son
activados en funcidén de las caracteristicas de los estimulos recibidos e inician
diferentes respuestas moduladoras, ya sean dolorosas, autonomicas o motoras.
También esta involucrada en la termorregulacion, los mecanismos de vigilia y
suefo, la modulacién del dolor neuropatico, la miccion y la vocalizacion (de
Menezes et al., 2009; Holstege, 2005; Kuner y Kuner, 2021; Subramanian et al.,
2021). Ademas, clinicamente se sabe que es un area que participa en diferentes
procesos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer o la atrofia
multisistémica (Benarroch et al., 2010; Parvizi et al., 2000).

Los animales han desarrollado varios tipos de estrategias para defenderse
de los diferentes tipos de estimulos que suponen una amenaza o estrés. Segun
Bandler et al., (2000) y Keay y Bandler (2001), estas estrategias pueden ser de
afrontamiento activo o pasivo. EI comportamiento defensivo activo se caracteriza
por un aumento de la actividad somatomotora junto a cambios cardiovasculares y
respiratorios que consiguen un aumento en el flujo sanguineo y del suministro de
oxigeno a los musculos esqueléticos. Esta respuesta puede ser activada por
estimulos de los que se puede huir y, por tanto, que activen la huida o escape del
animal, tales como la presencia de un depredador o dolor cutaneo. Por el contrario,
el comportamiento defensivo pasivo se caracteriza por una disminucién de la
actividad somatomotora, acompanada por cambios cardiovasculares con el
descenso de la presion arterial y de la frecuencia cardiaca. Esta respuesta es
provocada por estimulos que son ineludibles, tales como dolor de origen profundo
en los musculos o visceras, o hemorragias (Carrive, 1993; Bandler et al., 2000;
Keay y Bandler, 2001).
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Estudios previos han descrito el papel fundamental de la SGP en la
generacion de respuestas defensivas innatas. Se ha observado que la estimulacion
de la SGP en ratas, gatos y ratones mediante métodos eléctricos, quimicos y
optogenéticos provoca reacciones defensivas (Deng et al., 2016), y que las distintas
columnas de la SGP coordinan diferentes tipos de respuestas en funcién del
estimulo (Carrive, 1993; Bandler y Shipley, 1994; Bandler et al., 2000; Keay y
Bandler, 2001; Heinricher et al., 2009).

La SGPI y SGPdI participan en la organizacion de la respuesta de defensa
(huida o lucha), la cual se caracteriza hemodinamicamente por hipertension,
taquicardia y redistribucién del flujo sanguineo a los musculos esqueléticos de las
extremidades desde la zona abdominal y visceral (Linnman et al., 2012; Faull et al.,
2019; Bandler et al., 2000; Lopez-Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Garcia et al.,
2023). Ademas, la respuesta viene acompafnada de midriasis, taquipnea, aumento
de volumen corriente y de vocalizaciones. Ademas, la SGPdI esta involucrada en
la modulacién del dolor, inhibiendo la respuesta ante un estimulo doloroso (Bandler
y Keay, 1996, Xie et al., 2022). Esto permite al animal afrontar situaciones de estrés
ambiental y que necesitan una respuesta rapida (Lopez-Gonzalez, 2020).

Para demostrar lo anterior, se realizaron estudios en rata en los que se
provocaron lesiones citotoxicas o inhibiciones farmacogenéticas de la SGPdI. En
ellos se produce una disminucion de la respuesta de defensa ante depredadores o
amenazas, lo que demuestra que estamos ante un area importante en la integracion
de este tipo de respuesta defensa innata (Gross y Canteras, 2012; Tsang et al.,
2023). Estas respuestas simpatoexcitadoras son mediadas por las neuronas del
bulbo rostro-ventral-lateral, que activan neuronas preganglionares simpaticas que
controlan efectores cardiovasculares (Bandler et al., 2000; Keay y Bandler, 2001,
Hayward, 2007; de Menezes, 2009).

Por su parte, la SGPdm esta relacionada con el sistema de recompensa y
motivacion, con la modulacién de la respuesta emocional y de la presion arterial.
Interviene también en la respuesta de defensa ante una situacion peligrosa, de
manera que se producen los cambios cardiorrespiratorios necesarios para provocar

la respuesta de huida (Bandler y Keay, 1996).
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La SGPvl también interviene en esta respuesta de confrontacion, pero en
este caso se encarga de generar una respuesta de congelacion/inmovilidad
(Bandler y Keay, 1996; Hermans et al., 2013) cuando, segun las circunstancias, lo
que el animal busca es la evitacion, de manera que es la encargada de generar
respuestas pasivas como la paralizacion (freezing) o la disminucion profunda del
dolor (Motta et al., 2017). Las neuronas de esta zona inician respuestas
simpatoinhibitorias, caracterizadas por disminucion de presion arterial y frecuencia
cardiaca, asociadas con inmovilidad e hiporeactividad al entorno. Estas respuestas
vasodepresoras son mediadas por neuronas del bulbo ventromedial y el nucleo del
rafe palido, que inhiben a las neuronas simpatoexcitadoras del bulbo
rostroventrolateral (Vagg et al., 2008).

A nivel respiratorio, se sabe que la SGP es un area que integra y adapta la
respiracion a diferentes situaciones ambientales, respuestas que son mediadas
gracias a las proyecciones que presenta con interneuronas premotoras a nivel de
la protuberancia (cPB, KF y A5) y bulbo (nucleo pre-Botzinger, nA y nucleo
Retroambiguo (nRA)), como hemos descrito anteriormente (Holstege, 1989;
Holstege et al., 1997; Vanderhorst et al., 2000; Subramanian y Holstege, 2013;
Subramanian et al., 2008; Lopez-Gonzalez, 2020; Trevizan-Bau et al., 2021a,b;
Rocha et al.,, 2024). En este sentido, hay estudios que demuestran que la
estimulacién quimica de la SGPdlI desencadena una respiracion activa, como
ocurre durante situaciones de lucha y huida, mientras que, la estimulacion de la
SGPdm y SGPm, produce bradipnea y apneas inspiratorias, respectivamente.
Finalmente, la estimulacion de la SGPI y la SGPvl induce patrones respiratorios
asociados con vocalizaciones (Subramanian et al., 2008).

2.4.1.4 Propiedades neuroquimicas de la SGP

La SGP contiene diferentes tipos de neuronas que utilizan diferentes tipos
de neurotransmisores. Se ha descrito la expresion de receptores de todo tipo, como
son NMDA (Siegfried y Souza, 1989), GABAA (Behbehani et al., 1990), y-opioides
(Fields, 2004), neuroquinina-1 (Gregg y Siegel, 2003) y TRPV1 (Palazzo et al.,
2010). Cada una de las columnas que componen la SGP utiliza un sistema u otro
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de neurotransmisién en funcién de la informacion integrada y la respuesta que

module.

Por ejemplo, con respecto a la modulacion del dolor, son varios los tipos de
neurotransmisores utilizados por la SGP. Entre ellos el glutamato, acido g-
aminobutirico (GABA), opioides, cannabinoides, dopamina y serotonina (5-HT),
participan en el ajuste del fino equilibrio entre la facilitacion y la inhibicion
descendente de la nocicepcion. Los agonistas del glutamato o de los receptores
ionotropicos del glutamato microinyectados en el SGPvl elevan los umbrales
sensoriales, mientras que los antagonistas glutamatérgicos inducen hiperalgesia.
Por el contrario, la inyeccion de agonistas GABA en el SGPvI produce hiperalgesia,
mientras que la inyeccién de sus antagonistas produce efectos antinociceptivos
(Samineni et al., 2017; Nguyen et al., 2023). Ademas, se han identificado ocho
subtipos de receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR1-8) en la SGP, de los
cuales mGIuR1 y mGIuRS causan hiperalgesia y mGIluR2-4 y mGIuR6-8 inducen
analgesia (Peng et al., 2023).

Con respecto a los opioides, la inyeccidén de agonistas del receptor m-opioide
en la SGPvl genera antinocicepcion, y los opioides inducen principalmente
analgesia a través de la inhibicion presinaptica de las proyecciones GABAérgicas y
serotoninérgicas de la RVM (Vazquez-Leodn et al., 2023).

El receptor cannabinoide 1, que se expresa ampliamente tanto en el SGPdI
como en la SGPVvI, activa el circuito modulador descendente del dolor. Su activacion
en la SGPvl induce antinocicepcion y antihiperalgesia, mientras que su activacion
en la SGPdI media en la analgesia inducida por estrés independiente de opioides
(Bouchet e Ingram, 2020).

Respecto a la modulacion de las respuestas de ataque/defensa moduladas
por la SGP, se ha visto como neurotransmisores como el glutamato, el GABA, la
serotonina y los opioides opioides enddgenos estan presentes en la SGP, donde
interactuan de forma compleja para regular dichas respuestas defensivas. Se ha
demostrado que la alteracion de estos sistemas neurotransmisores dentro de la
SGP influye en los comportamientos defensivos. Por ejemplo, la inyeccién de

semicarbazida, un inhibidor de la glutamato deshidrogenasa, en la SGPdI induce
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comportamientos de inmovilidad, mientras que la administracion de bicuculina, un
antagonista del receptor GABA-A, en la misma zona provoca respuestas de escape
significativas (Borelli et al., 2005). Se ha observado que la activacion de los
receptores 5-HT1A y p-opioides en la SGPd produce respuestas de escape
significativas.Ademas, se ha observado que aumenta el umbral de intensidad de
corriente eléctrica necesario para evocar la respuesta de escape (Roncon et al.,
2017). Por otro lado, las inyecciones de agonistas de receptores cannabinoides en
la SGPdI disminuyen el comportamiento de congelacion asociado al miedo
contextual (Resstel et al., 2008). Todos estos hallazgos enfatizan la intrincada
interaccidon entre los neurotransmisores y sus receptores en el GAP, destacando
sus importantes contribuciones a la modulacion de los comportamientos

defensivos.

Para finalizar, al igual que sucede con las conexiones anatomicas, hemos de
enfatizar que las propiedades quimicas de la SGPdI son claramente distintivas
respecto de las otras subregiones de la SGP. Esto queda patente, sobre todo, en la
diferente expresividad de distintas enzimas involucradas en la sintesis de diferentes
neurotransmisores. Destacamos el caso de la NADPH diaforasa o la 6xido nitrico
sintasa (NOS), marcadores de las neuronas que sintetizan o6xido nitrico (Herbert y
Saper, 1992; Bandler y Shipley, 1994) que limitan su presencia a la subregion de la
SGPdl. Del mismo modo, se ha demostrado la presencia exclusiva de la enzima
acetilcolinesterasa en la SGPdI (llling y Graybiel, 1986). Por contra, la enzima
citocromo oxidasa no esta presente en la SGPdI, pero si lo esta en el resto de
subregiones de la SGP (Conti et al., 1988). Otra caracteristica distintiva de la SGPdI
es que contiene una densidad mucho mayor de neuronas y terminales GABA que
la SGPdm adyacente y la SGPI (Barbaresi, 2005, 2010). También hay una mayor
densidad de receptores ionotropicos y metabotropicos de glutamato en la SGPdI en
comparacion con las otras subregiones de la SGP aunque, en este caso, la
diferencia es menos marcada que en las neuronas y terminales GABA (Albin et al.,
1990; Azkue et al., 1997).

Por ultimo, hay que afiadir que se describe una densidad muy baja de
terminales inmunorreactivos para la dopamina-B-hidroxilasa en la SGPdl y SGPdm
en comparacion con la SGPI y SGPvI (Herbert y Saper, 1992), lo que indica que
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estas subregiones no reciben una inervacion adrenérgica significativa. La SGPvI
contiene un grupo de neuronas dopaminérgicas (Lu et al., 2006). Recientemente,
se ha demostrado que la SGPdI presenta proyecciones excitatorias, ya que éstas
presentan terminales axonicas inmunopositivas (+) para el transportador vesicular
de glutamato tipo 2 (VGLUT- 2) (Evans et al., 2018; Lefler et al., 2020).

2.4.1.5. SGP y control de la actividad laringea y la vocalizacién

Una actividad motora crucial en el contexto de la supervivencia basica es la
respiracion. Es necesario un aporte constante de oxigeno, por lo que la respiracion
tiene que ser continua, aunque su frecuencia y profundidad dependan de la
situacion del individuo. Durante el reposo, por ejemplo, esta respiracion es tranquila
(eupnea), pero en circunstancias peligrosas, cuando el individuo tiene que luchar o
huir, necesita cantidades mucho mayores de oxigeno, producidas por frecuencias
y profundidades de respiracion mucho mayores (Holstege, 2014).

La SGP, a través de sus proyecciones descendentes hacia centros del tronco
del encéfalo, interviene en los sistemas motores involucrados en la respiracion.
Aunque no tiene proyecciones directas a las motoneuronas preganglionares
somaticas o0 autondmicas, puede modificar su actividad mediante circuitos
relacionados con la modulacion de interneuronas premotoras (Holstege, 2014).
Estudios en los que se realizaron microestimulaciones quimicas de la SGP
demostraron la produccién de vocalizaciones (Bandler et al., 1988; Carrive et al.,
1989; Zhang et al., 1994; Subramanian et al., 2008, 2014), mientras que otros
estudios en los que se lesionaba esta misma zona producen mutismo, incluso
estando intactas las estructuras del cerebro anterior. Esto demuestra que la SGP
es un area critica en la expresion vocal, tanto en gatos como en humanos
(Alexander, 2001; Holstege et al., 2016; Subramanian et al., 2021).

La estimulacion eléctrica de otras regiones muy interconectadas con la SGP
como son el hipotalamo, la amigdala, la corteza prefrontal y el cortex cingulado
anterior, también producen vocalizaciones en primates (Holstege et al., 1985;
Holstege, 1987; Holstege, 1991; Kuipers et al., 2006). Mientras que, las
estimulaciones desde la corteza motora o premotora, las cuales no tienen

conexiones directas con la SGP, no producen dichas vocalizaciones (Jurgens,
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1974; Kirzinger y Jurgens, 1982). Otros estudios demuestran que las conexiones
existentes con el nRA son fundamentales en este papel de coordinacién en la
generacion de vocalizaciones por parte de la SGP (Schadt et al., 2006;
Subramanian y Holstege, 2009).

2.4.2. Grupo Respiratorio Pontino

Como se ha demostrado histéricamente, la ritmogénesis respiratoria esta
orquestada por circuitos neuronales de premotoneuronas y motoneuronas situadas
en la region caudal del tronco del encéfalo. No obstante, las zonas anteriores
también desempefian un papel fundamental en la modulacion respiratoria
indispensable para la vocalizacion. El cPB-KF, también considerado como el Grupo
Respiratorio Pontino (GRP), esta reconocido como un componente central dentro
de estos circuitos respiratorios.

2.4.2.1. Complejo parabraquial

El cPB es una region cerebral muy interconectada con la SGP y que esta
implicada en la regulacion de las funciones cardiovasculares y respiratorias. Este
complejo funciona como un nucleo intermedio de informacion propioceptiva que
proyecta a la corteza motora laringea y al nA (Geerling et al. 2017; Farley, 1992).
Se ha demostrado con registros electrofisioldgicos la actividad neuronal de esta
zona durante la vocalizacidén y es un area involucrada en la coordinacion motora
laringea. Ademas, es una zona que, junto con la SGP, presenta una alta
inmunorreactividad a la expresion del gen foxP2, lo que demuestra que son
regiones involucradas en la produccion de vocalizaciones por su implicacion en la

modulacion del flujo espiratorio (Stani¢ et al. 2018).

La subdivision lateral del cPB (cPBI) es una region integradora a nivel
protuberancial, contribuyendo a establecer la duracién de la inspiracion y la
espiracion (Navarrete-Opazo et al., 2020). Esta funcion se hace posible gracias a
sus proyecciones, tanto aferentes como eferentes. Algunas de estas conexiones
son con la amigdala central (Moga et al., 1990; Bianchi et al., 1998; Bienkowski and
Rinaman, 2013; Yang et al., 2020), al complejo pre-Botzinger y Botzinger (Yang et
al., 2020; Yu et al., 2022; Tan et al., 2010; Yang and Feldman, 2018), al nucleo
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parafacial lateral (Biancardi et al., 2021), al KF (Song et al., 2012; Geerling et al.,
2017), al GRVc (Gerrits and Holstege, 1996), al rVRG (Holstege, 1989), al nA
(Ribsamen and Schweizer, 1986), al nucleo retrotrapezoide (Rosin et al., 2006), al
NTS (Bianchi et al., 1998), al locus coeruleus (Robertson et al., 2013; Yang et al.,
2020), al rafe dorsal y caudal (Hermann et al., 1997; Bianchi et al., 1998; Lee et al.,
2003; Peyron et al., 2018; Kaur et al., 2020), al nucleo paraventricular (Moga et al.,
1990; Singh et al., 2022; Geerling et al., 2010) y a la SGP (Bianchi et al., 1998).

La subdivision medial (PBm) trabaja en conjunto con la regién vecina KF,
modulando la duracion los tiempos inspiratorios y espiratorios. Concretamente, el
PBm contiene mas neuronas espiratorias que el nucleo KF, el cual tiene mas
neuronas inspiratorias y de fase (Song et al., 2006). Por tanto, su funcion principal
es modular la duracién de la espiracion (Zuperku et al., 2017). Al igual que el PBI,
el PBm presenta aferencias y eferencias con centros con control cardiorrespiratorio
como son los complejos pre-Botzinger y Botzinger (Yang y Feldman, 2018; Yang et
al., 2020), el KF (Song et al., 2012; Geerling et al., 2017), el nucleo parafacial lateral
(Biancardi et al., 2021), Grupo Respiratorio Ventral rostral (GRVr) (Holstege, 1989)
y Grupo Respiratorio Ventral caudal (GRVc) (Gerrits and Holstege, 1996; Yokota et
al., 2016), nA (Guo et al., 2020), nucleo retrotrapezoide (Rosin et al., 2006), NTS
(Herbert et al., 1990; McGovern et al., 2015), amigdala central (Moga et al., 1990;
Yang et al., 2020) y SGP (Bianchi et al., 1998),

2.4.2.2. Nucleo Kolliker-Fuse

Otra area implicada en la respiracién ritmica es el nucleo KF, el cual influye
en el cambio de la inspiracion a la espiracion (Damasceno et al., 2014; Dutschmann
et al., 2021). Estas neuronas muestran actividad relacionada con fases especificas
de la respiracion, estando activas durante la inspiracion y dejando de disparar
abruptamente al final de la misma, marcando la transicidn inspiracion-espiracion
(Ezure and Tanaka, 2006; Dutschmann et al., 2021). Un bloqueo bilateral de esta
zona prolonga la actividad inspiratoria del nervio frénico, pero sin bloquear
completamente la finalizacion de la actividad inspiratoria (Dutschmann et al., 2021),
por lo que no es un nucleo exclusivo en la terminacion de la inspiracién, sino que

hay otras areas que también influyen en esa actividad. El KF modula la actividad
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del nucleo frénico (Ellenberger et al., 1990b; Yokota et al., 2007; Song et al., 2012;
Geerling et al., 2017), del nA, hipogloso y facial (Nufiez-Abades et al., 1990; Yokota
et al.,, 2007; Song et al., 2012; Yokota et al., 2015; Geerling et al., 2017). Estas
conexiones permiten que las neuronas premotoras del KF activen los musculos
implicados en la regulacion del flujo de aire, reduciéndolo durante la post-

inspiracion (Dutschmann and Herbert, 2006).

El KF presenta conexiones tanto aferentes como eferentes con el complejo
pre-Botzinger y Botzinger (Ezure et al., 2003; Tan et al., 2010; Yang and Feldman,
2018; Yang et al., 2020), el GRVr (Lipski et al., 1994; Yokota et al., 2016), el GRVc
(Holstege, 1989; Jones et al., 2016; Song et al., 2012), el cPB (Song et al., 2012;
Geerling et al., 2017), PiCo (Oliveira et al., 2021) y nucleo parafacial lateral
(Biancardi et al., 2021), el nucleo retrotrapezoide, el NTS y la SGP (Song et al.,
2012; Geerling et al., 2017; Trevizan-Bau et al., 2021b; Rosin et al., 2006;
Bochorishvili et al., 2012; Silva et al., 2016a; Herbert et al., 1990; McGovern et al.,
2015).

2.4.3. Complejo Post-inspiratorio (PiCo)

Recientemente, se ha identificado una segunda regién cerebral involucrada
en el control de la postinspiracion en la zona ventral de la formacion reticular
intermedia: el complejo postinspiratorio (PiCo) (Anderson et al., 2016; Toor et al.,
2019; Oliveira et al., 2021). Se trata de unas neuronas que pueden generar una
actividad ritmica que alcanza su punto maximo durante la postinspiracién y que
actuan junto con el complejo pre-Botzinger y el nucleo parafacial (Anderson et al.,
2016; Anderson and Ramirez, 2017). La estimulacién optogenética in vivo confirmo
que la actividad del PiCo puede prolongar la postinspiracion (Oliveira et al., 2021).
Parece probable, por tanto, que el PiCo esté involucrado en el control neural de la
postinspiracidon, pero probablemente mas como parte de una red integrada que
como generador de patrones primarios (Hulsmann, 2021; Ashhad et al., 2022;
Dhingra et al., 2020; Toor et al., 2019).

En cuanto a sus conexiones, el PiCo recibe una fuerte entrada de
informacion desde el KF, la SGP, el NTS caudal e intermedio y el nucleo
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paraventricular del hipotalamo (Oliveira et al., 2021) y también recibe proyecciones
del complejo pre-Botzinger (Yang and Feldman, 2018). De las eferencias todavia
se sabe poco, pero si se han demostrado proyecciones hacia el complejo pre-
Botzinger y el nucleo retrotrapezoide (Lima et al., 2019; Yang et al., 2020).

2.4.4. Nucleo parafacial lateral

El nucleo parafacial lateral puede desencadenar la expiracién activa al final
del ciclo respiratorio reclutando los musculos abdominales expiratorios a través del
GRVc (Janczewski y Feldman, 2006; Huckstepp et al., 2015; Silva et al., 2016b;
Pisanski y Pagliardini, 2019).

Es un area que recibe proyecciones de los complejos pre-Botzinger y
Botzinger, el GRVr, el KF, la formacion reticular, el rafe caudal, los nucleos
parabraquiales lateral y medial, la SGP y los nucleos vestibulares (Biancardi et al.,
2021). Este nucleo, en embriones de roedores o recién nacidos, es ritmicamente
activo en reposo (Onimaru y Homma, 2003; Thoby-Brisson et al., 2009), mientras
que disminuye su actividad a medida que va desarrollandose (Oku et al., 2007; van
der Heijden y Zoghbi, 2020) hasta que, en adultos, se mantiene silente durante la
eupnea, pero se activa ritmicamente durante la hiperpnea (Pagliardini et al., 2011;
Huckstepp et al., 2015; de Britto y Moraes, 2017). Esta inactividad puede deberse
a la inhibicién ténica desde el NTS medial (Silva et al., 2019), mientras que la
entrada excitatoria desde el NTS comisural, que transmite la entrada
quimiosensible de los cuerpos carotideos, puede activar neuronas en el nucleo
parafacial lateral cuando los niveles de CO2 en la sangre se encuentran elevados
(Morris et al., 2018; Silva et al., 2019).

2.4.5. Grupo Respiratorio Dorsal (GRD)

El GRD esta situado en el bulbo dorsomedial, perteneciente a un subnucleo
del NTS, que contiene un grupo clasicamente definido de neuronas con modulacion
respiratoria, principalmente inspiratorias. Este subnucleo especifico del NTS sirve
de punto de entrada donde fibras aferentes de los nervios glosofaringeo y vago
convergen transmitiendo informacion sensorial desde quimiorreceptores periféricos

(que controlan los niveles de gases en sangre) y los mecanorreceptores
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pulmonares (que controlan el movimiento muscular y articular). En el GRD
establecen sinapsis con neuronas premotoras inspiratorias, la mayoria de las
cuales se proyectan hacia las motoneuronas frénicas predominantemente

contralaterales (Feher, 2017).

El DRG desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de un ritmo
respiratorio estable activando los musculos inspiratorios a intervalos regulares tras
la espiracion pasiva, permaneciendo inactivo durante ésta. Dentro de esta region
existen neuronas tipo “ritmicas”; reciben entradas excitatorias monosinapticas de
receptores de estiramiento pulmonar de adaptacién lenta, que sefalan el volumen
pulmonar. Una sefial adecuadamente programada para los musculos inspiratorios
da lugar a una frecuencia respiratoria que suele oscilar entre 12 y 15 respiraciones
por minuto en los seres humanos. Ademas, recibe sefiales del Grupo Respiratorio
Pontino (PBm-KF), que recibe informacion de quimiorreceptores vy
mecanorreceptores centrales, junto con sefales de regiones cerebrales superiores.
Esta informacion se evalua y a continuacion se envian sefiales al GRV, que ajusta
sus acciones de ventilacion -aumentando la frecuencia o la profundidad o
disminuyéndolas- en funcién de las necesidades musculares y corporales (Bautista
el al., 2014; Feher, 2017).

2.4.6. Grupo Respiratorio Ventral

El GRV comprende una columna ventrolateral de neuronas respiratorias, que
se subdivide rostrocaudalmente en el nA, nRA, complejo pre-Botzinger y Botzinger
(Del negro et al., 2018; Dhingra et al., 2020). En el VRG se encuentran tanto
neuronas espiratorias como inspiratorias, cuyas proyecciones se extienden a otras
neuronas del tronco del encéfalo o sirven como como neuronas premotoras que
proyectan a neuronas motoras respiratorias. Las neuronas espiratorias e
inspiratorias estan claramente localizadas en el GRVc y en el GRVr
respectivamente. El segmento caudal del VRG, junto con el cercano complejo
Botzinger, forma el "centro espiratorio” (Bautista el al., 2014).
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2.4.6.1. Complejos Pre-Botzinger y Botzinger

El complejo pre-Botzinger esta constituido por una red neuronal que aporta
la actividad ritmica necesaria para generar inspiracion (Smith et al., 1991; Ramirez
etal., 1998; Tan et al., 2008; Schwarzacher et al., 2011; Ashhad and Feldman, 2020;
Dhingra et al., 2020). En roedores, este complejo neuronal troncoencefalico consta
de unas 3000 neuronas, localizadas bilateralmente, tanto inspiratorias como
espiratorias (Wallen-Mackenzie et al., 2006; Tan et al., 2008; Yackle et al., 2017),
aunque también se han descubierto neuronas inspiratorias similares en las
regiones circundantes, por lo que podria suponer una red neuronal mas difusa de

lo que se habia descrito en un principio (Baertsch et al., 2019).

Aunque hay proyecciones directas desde el complejo pre-Botzinger a
multiples nucleos motores respiratorios, las proyecciones indirectas parecen ser
mas frecuentes. Por ejemplo, modula al nucleo frénico a través de neuronas
situadas en el GRVr (Wu et al., 2017) y a las neuronas motoras toracicas que
controlan los musculos abdominales a través del GRVc (Yang and Feldman, 2018).
Ademas, tiene conexiones con el nucleo hipogloso a través de la region
parahipoglosal de la formacion reticular (Chamberlin et al., 2007; Tan et al., 2010;
Yang and Feldman, 2018) y con el nucleo facial a través de la formacion reticular
intermedia (Moore et al., 2004; Koshiya et al., 2014; Yang and Feldman, 2018; Guo
et al., 2020). Ademas, otras regiones importantes en el control central
cardiorrespiratorio como el nucleo retrotrapezoide, el NTS, el hipotalamo lateral y
dorsomedial, los nucleos parabraquial lateral y medial y la SGP también reciben
aferencias de este complejo (Tan et al., 2010; Koshiya et al., 2014; Yang and
Feldman, 2018; Biancardi et al., 2021; Trevizan-Bau et al., 2021b).

En definitiva, el control del diafragma se realiza por motoneuronas del nucleo
frénico, mientras que los musculos intercostales y abdominales estan inervados
desde la médula espinal toracica y lumbar (Wu et al., 2017). La actividad ritmica
necesaria para impulsar la inspiracion es llevada a cabo por esta red neuronal
situada en el complejo pre-Botzinger (Smith et al., 1991; Tan et al., 2008;
Schwarzacher et al.,, 2011; Ashhad and Feldman, 2020; Dhingra et al., 2020).
Dichas neuronas disparan en la fase de inspiracién e impulsan indirectamente a los

musculos inspiratorios (Smith et al., 1991; Guyenet and Wang, 2001; Moore et al.,
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2013; Del Negro et al., 2018; Yang and Feldman, 2018). Su actividad depende de
las presiones parciales de O2 y CO2 en el torrente sanguineo, asi como de
propioceptores y receptores de distension e irritaciéon del pulmon y caja toracica.
Esta informacion sensorial se transmite al tronco del encéfalo a través del nervio
vago hacia el NTS lateral, lugar donde terminan las fibras aferentes del nervio vago
(Holstege,1991; Yokota et al., 2001). La inspiracion esta también modulada por la
activacion del KF (Dutschmann and Herbert, 2006; Anderson et al., 2016).
Finalmente, el nucleo parafacial lateral se activa durante la espiracion activa
(Pagliardini et al., 2011; Huckstepp et al., 2015; Del Negro et al., 2018).

El complejo Botzinger, situado en la parte mas rostral del GRV, alberga
neuronas que inhiben la mayoria de las neuronas inspiratorias durante la
espiracion, desempefando un papel importante en el control de la espiracion (Smith
etal., 2007). El complejo Botzinger incluye neuronas inhibitorias, caracterizadas por
propiedades GABAérgicas y glicinérgicas, que presentan patrones de disparo
decrecientes (postinspiratorios, post-l) o crecientes (aug-E) durante la espiracion
(Tian et al., 1998). Se cree que estas neuronas establecen conexiones sinapticas
reciprocas con las neuronas del complejo re-Botzinger (Smith et al., 2007). La
supresion de la actividad del Botzinger o la interrupcion de sinapsis inhibitorias tanto
en el complejo Botzinger como en complejo pre-Botzinger deprime
significativamente la respiracion, lo que subraya el papel critico de la inhibicion
reciproca entre complejo Botzinger y complejo pre-Botzinger en la regulacion del
ritmo respiratorio y la generacion de la eupnea (Ausborn et al., 2018). En
consecuencia, se ha propuesto que las neuronas del complejo Botzinger y pre-
Botzinger constituyen el nucleo esencial de la red respiratoria (Richter y Smith,
2014).

2.4.6.2. Nucleo ambiguo

El nA en rata contiene motoneuronas tanto laringeas como faringeas y
esofagicas. Es un area que recibe aferencias tanto del GRP como del GRD, los
cuales desempenan un papel modulador (Nufiez-Abades et al., 1990). Estas
motoneuronas se distribuyen con cierta somatotopia desde la region caudal del

tronco del encéfalo hasta el limite con la médula espinal. Concretamente, las
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motoneuronas situadas en el nA controlan la musculatura intrinseca de la laringe.
Estas motoneuronas laringeas forman wuna columna neuronal orientada
rostrocaudalmente y situada en la porcion ventrolateral del bulbo (Ramon y Cajal,
1909; Lawn, 1966) e inervan la laringe a través del nervio vago. Concretamente a
través de sus dos ramas: el nervio laringeo recurrente y el nervio laringeo superior.
Sin embargo, para la vocalizacion no solo es importante controlar la laringe, sino
que también es necesario controlar el resto de elementos que intervienen en la

emisidn vocal, como son la respiracion o la articulacion (Jurgens, 2009).
Organizacion anatoémico-funcional del nA

Algunos autores sostienen que las motoneuronas laringeas que inervan los
musculos laringeos estan distribuidas de manera difusa a lo largo del nA, mientras
que otros sostienen que se puede observar una clara organizacion somatotopica.
Segun estos ultimos, podriamos dividir el nA en tres partes principales: la
formacion compacta, con motoneuronas que inervan el esofago; la formacién
semicompacta, con motoneuronas que inervan la faringe y el musculo cricotiroideo
a través del nervio laringeo superior; y la formacién dispersa, con motoneuronas
que inervan el resto de musculos laringeos, excepto el cricotiroideo, a través del
nervio laringeo recurrente (Bieger y Hopkins, 1987) (Figura 9). Se acepta, por tanto,
que las motoneuronas laringeas se localizan en la parte caudal del nA (formacion
semicompacta y dispersa). Pero el nA, ademas de inervar los musculos laringeos,
también proporciona inervacion motora al eséfago y faringe (Lawn, 1966; Bieger y
Hopkins, 1987).

La posicidn de estas poblaciones neuronales se ajusta a la observada en las
proyecciones descritas en la rata para el nervio laringeo superior y el laringeo
recurrente (Pascual-Font et al., 2011; Weissbrodet al., 2011) y concuerdan también
con algunos estudios previos que muestran que en la rata las motoneuronas que
inervan los musculos laringeos intrinsecos constituyen una columna continua con
una organizacion somatotépica rostrocaudal (Portillo y Pasaro, 1988; Van Daele y
Cassell, 2009), como también se ha descrito en otros modelos animales (Yoshida
et al., 1982, 1985; Davis y Nail,1984; Okubo et al., 1987). Tomando el obex como

referencia (Hamilton & Norgren, 1984), encontramos que las motoneuronas del
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nervio laringeo superior se extienden rostrocaudalmente entre 2590 y 1230 um
dentro de la formacién sempicompacta y las motoneuronas del nervio laringeo
recurrente se extienden entre 1800 y 900 um dentro del formacion dispersa,
solapandose asi en un territorio rostral al obex. Hay consenso general en que los
somas de las motoneuronas del nervio laringeo superior estan situados
rostralmente con respecto a las del laringeo recurrente y que ambas poblaciones
se solapan (Pascual-Font, 2011).

Figura 9

Ubicacion de las motoneuronas laringeas y faciales dentro del tronco encefalico

A B

VIl Facial

Obex
|

LS
RIN VIl Facial

Vagus n.

Nota: Ubicacién de las motoneuronas laringeas y faciales dentro del tronco
encefalico resumida en una vista sagital (A) y horizontal (B). X, nervio vago; VIl Facial,
Nucleo Facial; NLR, Nervio Laringeo Recurrente; SLN, Nervio Laringeo Superior; PCA,
Musculo Cricoaritenoideo Posterior; TA, Musculo Tiroaritenoideo. De “Muscle specific
nucleus ambiguus neurons isolation and culturing” por Hernandez-Morato, 1., Pitman, M. J.,
& Sharma, S. (2016). Journal of neuroscience methods, 273, 33-39.
https://doi.org/10.1016/j.jneumeth.2016.07.014

El grado de conservacion entre especies de la organizacion somatotdpica de
las neuronas laringeas en el nA también es controvertido. Algunos sostienen que el
patrén esta fuertemente conservado entre especies (Yoshida et al., 1982, 1985,
1998; Okubo et al., 1987). Sin embargo, debido a las incertidumbres en la
homologia entre los musculos laringeos en diferentes especies, esta conservacion
del patrén somatotdpico no siempre es facil de establecer. En la rata, por ejemplo,

la morfologia de la laringe es diferente porque no cuentan con el musculo
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aritenoideo y su funcion la desempefia el musculo cricoaritenoideo superior, un
musculo que soélo se encuentra en rata (Kobler et al., 1994; Inagi et al., 1998). Esta
es una de las diferencias que podrian explicar las diferencias en la organizacion
somatotopica de las motoneuronas laringeas en rata (Portillo y Pasaro, 1988;
Hirasugi et al., 2007). Se han hecho estudios en gato que demuestran que los
somas de las motoneuronas que inervan los musculos cricotiroideo,
cricoaritenoideo posterior y tiroaritenoideo se localizan en wuna columna
rostrocaudal continua dentro del nA ipsilateral, dispuestas somatotopicamente
desde la poblacién mas rostral (motoneuronas del cricotiroideo), hasta la poblacion
mas caudal (motoneuronas del tiroaritenoideo). Hay también pequefas areas de
solapamiento entre poblaciones de neuronas adyacentes (Hernandez-Morato et al.,
2016).

En trabajos anteriores de nuestro grupo de investigacion, se ha
caracterizado la actividad de las motoneuronas laringeas del nA'y los mecanismos
reflejos implicados en las respuestas laringeas respiratorias, sugiriendo que el cPB
y la region A5 tienen un papel en la modificacion de la actividad de las
motoneuronas laringeas localizadas en el nA'y, en consecuencia, modifican el tono
y la actividad de la musculatura estriada laringea de la via aérea superior (Dawid-
Milner et al. 1993; Lara et al. 2002). Estudios actuales demuestran que los patrones
motores laringeos y respiratorios se sincronizan de manera precisa, siendo el
patron dominante el respiratorio (Tschida et al. 2019). Esta sincronizacion garantiza
que los patrones motores vocales laringeos coincidan con la fase postinspiratoria o

espiratoria del ciclo respiratorio (Riede et al., 2020).
Caracteristicas de las neuronas del nA

Con respecto a la forma que tienen estas neuronas del nA, suelen ser
estrelladas, sin embargo, en las poblaciones del musculo cricotiroideo y
cricoaritenoideo posterior se observan algunos somas fusiformes. Las
motoneuronas que corresponden al musculo tiroaritenoideo son de mayor tamano,
las del musculo cricotiroideo son de tamafo intermedio, siendo las mas pequefas
las del musculo cricoaritenoideo posterior. Esta variabilidad en el tamafo se ha

relacionado con el papel que desempefian estas neuronas en la fisiologia laringea.
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El mayor tamafio de las motoneuronas del musculo tiroaritenoideo se asocia a la
rapida actividad aductora durante el ciclo respiratorio, mientras que la menor
velocidad de contraccidén de los musculos cricotiroideo y cricoaritenoideo posterior
podria estar relacionada con el menor tamafo de sus motoneuronas (Hinrichsen y
Ryan, 1981; Davis y Nail, 1984; Patrickson et al., 1991; Yoshida et al., 1998). A su
vez, Hayakawa et al. (1999) identificaron dos tipos de neuronas que participan en
el control del musculo cricoaritenoideo posterior. Las mas grandes, motoneuronas,
probablemente, reciben sefales excitatorias y, las mas pequefas, interneuronas,

sefales inhibitorias.
2.4.6.3. Nucleo Retroambiguo

El nRA es una regidon del tronco del encéfalo que desempefia un papel
fundamental en la regulacién de la respiracidon. Hay estudios en gatos que muestran
que una activacion de regiones especificas dentro del nRA induce vocalizaciones
sin alteraciones concomitantes en la inspiracion. Por otro lado, la estimulacion en
otras areas del nRA no logra provocar emision vocal, pero si aumenta la frecuencia
respiratoria al acortar las duraciones tanto de la inspiracion como de la espiracion.
Esto sugiere la existencia de diversos subconjuntos neuronales dentro del nRA que
regulan tanto la vocalizacion como las funciones respiratorias (Subramanian &
Holstege, 2009).

Es una zona que se encuentra caudal al complejo pre-Botz y contiene tanto
neuronas premotoras inspiratorias como espiratorias (Merrill, 1970).
Histéricamente, ha habido controversia a la hora de denominar sus diferentes
regiones. Hay autores que han denominado VRG a todas las neuronas respiratorias
del nRA (Shannon and Freeman, 1981), mientras que otros se refieren al nRA
especificamente como GRVc (Subramanian y Holstege, 2009) o consideran el nRA
y GRVc como areas superpuestas dentro de la formacion reticular medular caudal
(Jones et al., 2016). Actualmente, hay mas autores que utilizan los términos GRVr
para la zona que alberga neuronas premotoras inspiratorias y GRVc para aquella
que incluye neuronas premotoras espiratorias (Krohn et al., 2023).

El GRVr esta constituido por premotoneuronas que proporcionan una

entrada monosinaptica a las motoneuronas del nucleo motor frénico. Actua como
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el intermediario mas importante entre el complejo pre-Botzinger y las motoneuronas
diafragmaticas (Ellenberger and Feldman, 1988; Boulenguez et al., 2007; Buttry
and Goshgarian, 2015). Este grupo esta asociado especificamente con la fase
inspiratoria. Sus premotoneuronas parecen desempefiar un papel dando forma al
patréon de salida motora respiratoria, procesando y transmitiendo informacion
sensorial de entrada y coordinando la ventilacion con la actividad motora al regular

la actividad de los musculos respiratorios (Jensen et al., 2020).

Estas funciones se basan en sus conexiones tanto aferentes como
eferentes. El GRVr recibe entradas del complejo Boétzinger (Bryant et al., 1993;
Ezure et al., 2003), del nucleo KF (Ellenberger and Feldman, 1990a; Zheng et al.,
1998; Yokota et al., 2016), del GRVc (Zheng et al., 1998), del NTS (Ezure and
Tanaka, 1996; Zheng et al., 1998), del nucleo retrotrapezoide (Rosin et al., 2006;
Bochorishvili et al., 2012; Silva et al., 2016a) y del nucleo parabraquial medial
(Yokota et al., 2016).

También tiene eferencias que se dirigen hacia el GRVc (Ellenberger and
Feldman, 1990a; Gerrits and Holstege, 1996), el nucleo KF (Ellenberger et al.,
1990b; Lipski et al., 1994; Yokota et al., 2016), el nA'y los nucleos hipogloso y facial
(Zheng et al., 1998; Tschida et al., 2019) y, en menor medida, al nucleo parafacial
lateral (Biancardi et al., 2021), la formacion reticular (Zheng et al., 1998), el nucleo
retrotrapezoide (Rosin et al., 2006), el NTS y el nucleo parabraquial lateral
(Ellenberger et al., 1990a; Zheng et al., 1998), el nucleo espinal del trigémino
(Zheng et al., 1998), el cerebelo (Gaytan and Pasaro, 1998) y la oliva inferior

(Swenson and Castro, 1983a).

En segundo lugar, el GRVc alberga neuronas premotoras espiratorias
(Merrill, 1970) vy, por lo tanto, es crucial en el control de cualquier actividad
relacionada con la espiracion, como la vocalizacion y reflejos como el vomito, la tos

y el estornudo (Umezaki et al., 1997; Subramanian and Holstege, 2009).

El GRVc es la diana perfecta para convertir la espiracion pasiva en
espiracion activa y generar actividades motoras que produzcan cambios en la
presion abdominal, ademas de modificar la actividad de las motoneuronas que se

localizan en el nA'y que controlan el calibre de la faringe y la laringe. Todo esto es
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posible gracias a las conexiones que establece con las motoneuronas que inervan
el paladar blando, la faringe y la laringe, asi como el diafragma y los musculos
intercostales, abdominales y pélvicos, los cuales se encargan de controlar y
modificar la presion intraabdominal, intratoracica y subglética. Todo este control que
ejerce sobre toda esta gama de motoneuronas es esencial para el control

respiratorio y la vocalizacion (Boers et al., 2006)

El GRVc recibe tanto entradas excitatorias como inhibidoras del complejo
pre-Botzinger (Gerrits and Holstege, 1996; Tan et al., 2010; Yang and Feldman,
2018) y del complejo Botzinger, el nucleo KF, el nucleo parafacial lateral y el GRVr
(Gerrits and Holstege, 1996; Ezure et al., 2003; Song et al., 2012; Silva et al.,
2016a). También recibe entradas directas desde el NTS (Gerrits and Holstege,
1996), el nucleo retrotrapezoide (Gerrits and Holstege, 1996; Rosin et al., 2006;
Bochorishvili et al., 2012; Silva et al., 2016a), los PBl y PBm (Gerrits and Holstege,
1996) y desde la SGP (VanderHorst et al., 2000; Oka et al., 2008; Subramanian and
Holstege, 2009; Holstege and Subramanian, 2016).

A diferencia del GRVr, las neuronas del GRVc no proyectan hacia el nucleo
frénico, sino que en su lugar modula a las motoneuronas de los musculos
abdominales en la médula espinal toracica y las de los musculos de las vias
respiratorias superiores en el nA, hipogloso, trigémino y facial (Holstege, 1989;
VanderHorst et al., 2001; Ezure et al., 2003; Boers et al., 2006; Holstege and
Subramanian, 2016; Jones et al., 2016). Mientras que la vocalizacién depende de
las proyecciones hacia el nA 'y la médula espinal, los reflejos expulsivos como la
toso el estornudo utilizan principalmente solo esta ultima via espinal sobre
motoneuronas abdominales (Holstege, 1989; Umezaki et al., 1997). Otras
eferencias se dirigen a los complejos pre-Botzinger y Botzinger, el nucleo KF, el
GRVr, el nucleo retrotrapezoide, el PBly la SGP (Holstege, 1989; Gang et al., 1995;
Zheng et al., 1998; Rosin et al., 2006; Jones et al., 2016).

A modo de resumen, el nRA (GRVr y GRVc) esta involucrado en la
vocalizacidn, la inspiracién, la espiracion forzada, la tos o el estornudo, el vomito,
el parto y el comportamiento de apareamiento, incluso tiene un papel importante en

la miccion y la eyaculacion. Aun no esta claro si las interneuronas premotoras de la
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nRA sélo se proyectan a un grupo especifico de motoneuronas o si se proyectan a
varios grupos de motoneuronas, implicadas en una de las actividades motoras

especificas mencionadas anteriormente (Holstege, 2014).
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25. FoxP2 COMO MARCADOR RELACIONADO CON
RESPIRACION Y VOCALIZACION

FoxP2 (Forkhead box protein P2) es un factor de transcripcion muy
relacionado con la respiracion y la vocalizacién, ya que es fundamental para el
desarrollo de cerebro. Concretamente, esta relacionado con en el lenguaje y el
habla, asi como con el desarrollo de los pulmones. Es por ello por lo que presenta

una elevada expresion en todas estas zonas descritas anteriormente.

Este gen fue descubierto por primera vez en 1998 en un pedigri de tres
generaciones de una familia britanica asociado a un trastorno del desarrollo del
lenguaje que se denomind trastorno especifico del lenguaje (TEL) (Vargha-Khadem
et al., 1998). Se observé que diversos miembros de la familia presentaban
dificultades en la produccién de secuencias orales complejas y gramaticalmente
correctas (apraxia del lenguaje) asociadas con una mutacion en el gen FoxP2 (Lai
et al., 2001; Turner et al., 2013). Dicha mutacion es una mutacion heterocigética sin
sentido que produce una sustitucion de arginina por histidina (R553H). Esto afecta
a la estructura de la proteina FoxP2, alterando su funciéon normal, asociandose con
problemas en el desarrollo del lenguaje, incluyendo dificultades en la coordinacién
motora orofacial, la produccién de sonidos y la comprension del lenguaje. Desde
entonces, se han descrito casos similares e independientes. Se han definido varias
alteraciones en el gen FoxP2 vy, las afecciones causadas por dichas alteraciones
suelen incluir un amplio espectro de déficits, entre ellos: problemas del habla y el
lenguaje, dispraxia verbal, bajo coeficiente intelectual, retraso en el desarrollo y

anomalias cerebrales (Reuters et al., 2017; Morgan et al., 2023).

El gen FoxP2 codifica una proteina que pertenece a la familia de los factores
de transcripcion FoxP. La proteina FoxP2 se expresa en diversos tejidos
corporales durante el desarrollo (pulmonar, nervioso, cardiovascular e intestinal) y
tiene una presencia particularmente fuerte en regiones cerebrales involucradas en
la funcidn cognitiva, el aprendizaje, produccion y comprension del lenguaje (Shu et
al., 2001; Nudel et al., 2013). Estas regiones incluyen la corteza frontal, corteza
motora, los ganglios basales (caudado), el cerebelo y el talamo, lo que sugiere que

FoxP2 desempefia un papel en el control fino de la coordinacion de la produccién
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del habla. De hecho, en las patologias asociadas a fallos de la proteina FoxP2,
como es el caso de los miembros afectados de la familia KE (FoxP2R553H), se
encontré una reduccion de la SGP en las regiones cerebrales relacionadas con el
movimiento, incluyendo la cabeza del nucleo caudado, la circunvolucion frontal
inferior (area de Broca), la circunvolucion precentral, el polo temporal y los I6bulos
VIIB y VIIIB del cerebelo ventral (Enard et al., 2009; Usui et al., 2017; Chen et al.,
2016).

Los factores de transcripcidon son moléculas clave en la regulacion de la
expresion génica, ya que se unen a regiones especificas del ADN y controlan la
expresion de otros genes. Como factor de transcripcion, la proteina FoxP2
contiene una serie de dominios de union al ADN que le permiten fijarse a regiones
especificas del ADN (region promotora o potenciadora) que se encuentran cerca de
sus genes diana. Una vez unida al ADN, FoxP2 puede modular la transcripcién de
estos genes diana, es decir, controlar su nivel de expresion. FOxP2 se asocia con
genes co-reguladores y remodeladores de la cromatina, o que sugiere su papel en
la modificacion de la estructura de dicha cromatina y, por tanto, modifica la
accesibilidad del ADN a otros factores de transcripcion (Hickey et al., 2019).
Ademas, se ha observado que FoxP2 interactua con componentes del complejo
de la ADN polimerasa Il y las vias de sefalizacion celular, lo que sugiere su
implicacion en la regulacion de la transcripcidn y la respuesta celular a estimulos
externos (Li et al., 2004). A nivel celular y funcional, se ha descubierto que FoxP2
regula directamente la expresién de genes implicados en la regulacion de la
morfologia neuronal, afectando a la formacion y extension de las prolongaciones
neurales, dendritas y axones, gracias a que controla la organizacion del
citoesqueleto y el transporte a través del mismo y las cascadas de sefalizacion
celular, modificando la maduracién y estabilizacion de las sinapsis dentro de las
regiones que expresan dicha proteina (Kosubek et al., 2020; Horch et al., 2002;
Vernes et al., 2011; Hirokawa et al., 2010; Kuo et al., 2023).

Los estudios en modelos animales que se comunican vocalmente y/o que
aprenden a hablar, como ratones y aves, han demostrado que FoxP2 esta
involucrado en la adquisicion de habilidades motoras finas necesarias para la
produccion de vocalizaciones propias dentro de cada especie. Estos estudios
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muestran que FoxP2 tiene un papel muy conservado a través de la evolucion en el
desarrollo del lenguaje en dichas especies, sobre todo en mamiferos (Haesler et
al., 2004, 2007; Schulz et al., 2010; Shu et al., 2005).

La evolucion del gen foxP2 resulta especialmente interesante al analizarla
en paralelo a la evolucién humana. Tras la separacion del linaje humano del linaje
del chimpancé, se produjeron 2 sustituciones de nucledétidos en las posiciones 911
y 977 del exdn 7 del gen FoxP2, generando un cambio de los residuos treonina por
acido aspartico y arginina por serina, respectivamente, en la proteina FoxP2
(T303N y N325S) (Enard et al., 2002). Esto significa que, en seis millones de afios,
no solo aparecieron, sino que se fijaron en las poblaciones humanas dos
mutaciones en la region codificante, una tasa de evolucién mas acelerada de lo
normal, teniendo en cuenta la conservacién del resto de la proteina lo que, ademas,
apunta a la existencia de seleccion positiva para los cambios. Todo ello dentro del
contexto historico en el que aparecio el lenguaje oral como forma de comunicacion
de la especie humana. A lo largo de la evolucion humana reciente, el gen FoxP2 no
ha experimentado cambios en la secuencia de nucleotidos, siendo la proteina

FoxP2 comun a humanos modernos y a Neandertales (Krause et al., 2007).

Otros estudios han demostrado que FoxP2 tiene un papel muy importante en
la plasticidad neuronal al afectar a la neurogénesis y la supervivencia neuronal,
afectando directamente a la organizacion de circuitos neurales, el desarrollo, la
diferenciacion y migracion neuronal. Todo esto sugiere que FoxP2 puede influir en
la capacidad del sistema nervioso para modelar el cerebro para adaptarlo a la
adquisicidon del lenguaje, adaptarse y responder a cambios en el ambiente o las
experiencias vitales de la persona (Spiteri et al., 2007; Oswald et al., 2017; Druart
et al., 2020).
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2.6. ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS

Un mejor conocimiento de las relaciones entre estas regiones que expresan
FoxP2, permitira comprender mejor los mecanismos de control laringeo y los
diferentes tipos de alteraciones asociados a estos mecanismos. Ejemplos de estas
alteraciones son la disfonia espasmodica o distonia laringea, los movimientos
paradodjicos de aduccion laringea y la disfonia musculo tensional secundaria al

estrés. También son de especial relevancia las apneas respiratorias.

La disfonia espasmaddica, una forma focal de distonia, es una alteracion
neurologica de la voz que se manifiesta con “espasmos” involuntarios de las
cuerdas vocales, los cuales resultan en interrupciones del habla y afectan la calidad
de la voz. Existen dos tipos reconocidos de disfonia espasmaddica, la disfonia
espasmodica aductora (cierre excesivo intermitente de las cuerdas vocales) y la
disfonia espasmddica abductora (apertura prolongada de las cuerdas vocales). La
causa de la disfonia espasmaodica es desconocida, aunque existe cierto consenso
en que tras ella hay una alteracién del sistema nervioso central, sobre todo a nivel
del control motor. Se asocian con alteraciones en el circuito de los ganglios de la
base, cerebelo, corteza sensoriomotora, y alteraciones estructurales en los tractos
corticobulbares y corticoespinales, tractos nerviosos que proyectan a las
motoneuronas bulbares responsables de la fonacion (Creighton et al., 2015).

Los movimientos paradoéjicos de aduccién laringea se caracterizan por la
aduccién o aproximacion de las cuerdas vocales durante el ciclo respiratorio
(especialmente durante la fase inspiratoria), lo que ocasiona una obstruccion de la
via aérea a nivel laringeo. La disnea y estridor consiguientes son frecuentemente
confundidos con asma, pero sin embargo no responden al tratamiento con
esteroides y broncodilatadores, ya que el estrechamiento glético es independiente
del calibre de la luz bronquial. El origen de esta intermitente interrupcion del flujo
aéreo transglodtico debido a la aduccién laringea paraddjica permanece aun por
dilucidar. Se ha relacionado con la irritacion laringea por agentes como el reflujo

gastroesofagico o el estrés severo agudo (Christopher and Morris, 2010).
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La disfonia musculotensional corresponde a un trastorno vocal provocado
por un uso muscular laringeo inadecuado. Esta patologia presenta un aumento de
la tensidn muscular en la laringe y mas especificamente una relajacion insuficiente
del musculo cricoaritenoideo posterior controlado desde el nA (abductor de las
cuerdas vocales) durante el proceso de fonacion. También existe un desbalance de
fuerzas musculares sinérgicas y antagonicas, cuya permanencia produce
alteraciones organicas a nivel de la cuerda vocal agravando el cuadro de esta
patologia asociada al estrés (Van Houtte 2011; Fernandez et al., 2020;

Garaycochea et al., 2021).

La apnea respiratoria laringea constituye, con frecuencia, una manifestacion
clinica de especial gravedad, como ocurre en la apnea del recién nacido o en las
apneas centrales del suefio, causadas por inmadurez o anormalidades del control
central respiratorio en dichos individuos, causando una respuesta exagerada del
reflejo de adduccion laringeo (Drager et al., 2010; Wang et al., 2016).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las hipotesis de este proyecto se derivan de los trabajos anteriores de
nuestro grupo de investigacion en los que demostramos que hay regiones
protuberanciales (complejo Parabraquial-Kolliler-Fuse vy region A5) que
modifican la resistencia laringea y, por tanto, la actividad de motoneuronas
laringeas del nucleo ambiguo (Lara et al.,, 2002). Dichas regiones
protuberanciales participan y modifican, a su vez, la respuesta cardiorrespiratoria
evocada desde regiones hipotalamo-mesencefalicas (DMH-PeF y PAG), siendo
el glutamato uno de los neurotransmisores implicados (Diaz-Casares et al.,
2009, 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2013,2018,2020; Gonzalez-Garcia et al.,
2023). La estimulacion de la PAG y del nucleo retroambiguo generan
vocalizacién (Subramanian, 2021) y la destruccién de la PAG genera mutismo
en humanos (Jurgens, 2009). La expresion de FoxP2, factor de transcripcion
necesario para el desarrollo cerebral y pulmonar que esta intimamente
relacionado con la vocalizacion, se produce en la mayoria de estas regiones
(Stanic et al., 2018). Estudios previos demuestran que el disefio de la “glotis
aislada in situ” permite un registro continuo y estable de la presion subglética
en rata anestesiada, y que este registro se puede correlacionar con el registro
neuronal unitario y con el resto de parametros cardiorrespiratorios. De aqui se
han derivado las hipotesis y los objetivos del estudio que planteamos a

continuacion.

Las HIPOTESIS de partida que nos planteamos conociendo todo lo

anterior son:

H1: se producira un aumento de la expresion de c-Fos (marcador de
actividad neuronal) en regiones bulpoprotuberanciales (nA) que expresan
FoxP2 ante la estimulacion eléctrica continuada (1h) de regiones
mesencefalicas (SGPdI) involucradas en el control central cardiorespiratorio y

vocalizacion.
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H2: el registro unitario extracelular del nA durante la estimulacion eléctrica
de la SGPdI permitira demostrar como la SGPdl modifica la actividad de las

motoneuronas laringeas del nA.

H3: la microestimulacion eléctrica y quimica de la SGPAdI modificara los
niveles de presion subglotica y, consecuentemente, la actividad de las

motoneuronas laringeas.

Una vez planteadas las hipotesis de nuestro trabajo, los OBJETIVOS que

nos marcamos son los siguientes:

Como objetivo general de esta tesis doctoral, se pretende describir el
posible papel modulador de la SGPdI sobre el nA en el control central de la
funcion laringea para mejorar la comprension de los mecanismos

neurofisiolégicos subyacentes implicados en el control de la vocalizacion.
En cuanto a los objetivos especificos marcados han sido:

I. Caracterizar, en rata, la interaccion morfofuncional entre la SGPdl y el nA
a través de la expresion de las proteinas c-Fos y FoxP2 en las neuronas de las
distintas de subdivisiones de este nA por la microestimulacion eléctrica de la
SGPdI.

Il. Caracterizar la actividad neuronal del nA mediante el registro neuronal
unitario extracelular “in vivo” en reposo y después de la microestimulacion eléctrica
de la SGPdI.

llla. Recuperar y actualizar la técnica de “glotis aislada in situ”, ya descrita y
utilizada por nuestro grupo de investigacion, para realizar mediciones de presién
subgldtica y resistencia laringea, utilizando esta variable como indicador de la
actividad laringea.

llib. Caracterizar, en rata, la respuesta laringea y cardiorrespiratoria a la
estimulacion eléctrica y quimica de la SGPdI, utilizando la variable de presion
subglotica como indicador de los cambios en la actividad laringea.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Los experimentos han sido realizados en 41 ratas macho no consanguineas
SPF (Specific-pathogen-free) del tipo Sprague-Dawley (cepa OFA-SD IOPS Caw),
con una edad de 3 a 6 meses y un peso medio entre 300 y 350 gr, procedentes de
la casa CRIFFA. Han sido estabuladas durante un minimo de dos semanas en el

Centro de Experimentacion Animal de la Universidad de Malaga.

Para llevar a cabo todo el trabajo experimental se ha tenido en cuenta la
normativa establecida por la directiva 2010/63/EU de la Unién Europea recogida
en el Art. 34 del RD 53/2013 del 1 de febrero. El estudio experimental cuenta con
la aprobacion del Comité Etico para la Experimentacion Animal de la Universidad
de Malaga y de la Junta de Andalucia en noviembre de 2016 (57-2016-A) y abril
de 2017 (30/03/2017/054) respectivamente y con una duracion total de 5 afios.
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4.2. PREPARACION QUIRURGICA

Anestesia del animal

El anestésico utilizado ha sido el pentobarbital sédico, con una dosis de
ataque de 60 mg/kg y por via |.P. Para la dosis de mantenimiento se ha utiliz6 una
dosis de 2 mg/kg administrado por via |.V. El nivel de anestesia se valoré por la
ausencia reflejos durante la cirugia (v.g. reflejo de retirada de la pata o reflejo
palpebral). El animal se mantiene con ventilacién espontanea o asistida, con un

CO2 espiratorio que se mantendra al 5% y una temperatura rectal a 37°C.

Con el fin de reducir la estimulacién nociceptiva del animal a la hora de
realizar las distintas incisiones durante la cirugia, tras la preparacién del campo
quirurgico de cada una de las zonas, se realiza una administracion topica de

lidocaina 100 mg/ml (Xilonibsa Aerosol 50 ml) como anestésico local.
Canulacioén de la vena y arteria femoral izquierda

En la zona del triangulo de Scarpa de la extremidad posterior izquierda se
palpa el pulso femoral y se realiza una incision para, mediante diseccién roma,
dejar al descubierto vena y arteria femoral. A continuacién, se pasa un hilo de
sutura (calibre 2/0, métrica 3) por debajo de la parte distal y proximal de la vena
femoral. Después se pinza la parte proximal de la vena con unas pinzas
hemostaticas miniaturizadas tipo bulldog (Aesculap), favoreciendo la retencion
del retorno venoso y aumentando el calibre de la vena para facilitar su
canulacion, una vez aumentado el calibre anudamos el hilo situado en la zona
distal de la vena. Se realiza una pequefa incision transversal y se introduce un
catéter de 0,4 mm de diametro interior y 0,8 de diametro exterior purgado con
suero salino. Se fija con hilos de sutura (calibre 2/0, métrica 3).

Para la canulacion de la arteria femoral pasamos dos hilos de la misma
manera que se ha hecho en la vena, se anuda el hilo de la zona distal antes de
poner la pinza hemostatica para favorecer el relleno arterial y aumentar el calibre
de la arteria. Una vez puesta la pinza, procedemos a realizar una pequefia

incision en la arteria e introducimos el catéter de 0,4 mm de diametro interior y
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0,8 de diametro exterior purgado con suero heparinizado al 5%. Se fija con hilos

de sutura (calibre 2/0, métrica 3).

La herida se cierra con grapas (12 x 2.5 mm de Medicon Instruments). El
catéter venoso se conecta a una llave de tres vias para la administracion de

farmacos y el catéter arterial se conecta al transductor de presion.
Traqueotomia y canulacién traqueal

Se practico una incision cutanea longitudinal medial desde 1 cm por encima
del cartilago cricoides hasta la insercion de los musculos esternocleidomastoideos.
Se realizé diseccion por planos musculares hasta visualizar la traquea. Se tuvo
especial cuidado con los nervios laringeos recurrentes y, para evitar su lesion, se
aislaron y se pasaron dos hilos de sutura (calibre 0, métrico 3.5) por debajo de la
traquea, dejando ambos nervios fuera del hilo. A continuacion, se realizdé una
incision trasversal de la traquea con un termobisturi entre el séptimo y el octavo
anillo traqueal y se introdujo una canula metalica (diametro interno 2.5 mm) en

direccion caudal que se fijo a la traquea con hilo de sutura.
Canulacién esofagica

Se aislo el eséfago del animal con hijo de sutura y se ligo la porcion mas
craneal. Se realizé una incision longitudinal media con termobisturi y se introdujo
una canula de propileno rellena de aire (0.8 mm de diametro externo y 0.6 mm
de diametro interno) hasta 1 cm por encima del limite esternal caudal
aproximadamente. Se fijo la canula al es6fago con hilo de sutura. Por ultimo, se
fija la canula a la piel del animal con hilo de sutura (calibre 0, métrico 3.5).

Diseccion y aislamiento del nervio vago y/o laringeo recurrente

Se procede a la localizacion y diseccion del nervio vago y/o laringeo
recurrente. Posteriormente, se colocan sobre electrodos bipolares Ag/AgCl
aislados con parafina filante.

Técnica de “glotis aislada in situ”

Se realiza una segunda incision en la traquea con el termobisturi a la altura
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del tercer anillo traqueal y se introduce una canula de DEHP (18G x 3/4” 1.25 x 20
mm) en direccion cefalica hasta la altura del cartilago cricoides. Esta canula se
conecta a una llave de tres vias para poder conectar un controlador de caudal de
aire digital de masa térmica (Bronkhorst Hi-Tec F-201CV-AGD-22-V) y un
transductor aneroide (ADInstrument modelo FE141, + 0,03 psi). El primero permite
pasar un flujo de aire caliente humidificado hacia la glotis a una velocidad constante
(30-70 ml/min). El segundo mide los cambios de presién a nivel subglético, ya que
con un flujo de aire constante, los cambios de presion indican cambios en la
resistencia laringea. Se fija la canula a la piel del animal con hilo de sutura (calibre
0, meétrico 3.5). Se fija también la lengua con hilo de sutura (calibre 0, métrico 3.5)
para evitar que durante la estimulacidon se produzcan retracciones que influyan

en los cambios de presion subglotica.
Parietostomia bilateral posterior

Se situa al animal en posicion decubito prono en el aparato de
estereotaxia (Kopf Instrument) situado en una mesa antivibratoria, con la barra
superior 3.3 mm por debajo de la linea interaural (Paxinos y Watson, 2007). Se
fija el hocico, la boca y la cabeza del animal con barras laterales en los conductos
auditivos externos. Para mantener constante la temperatura del animal (37
0.5°C), se colocod sobre un sistema de manta termostatica homeotérmica

controlada con una sonda rectal.

Se prepard el campo quirdrgico y se realizd una incision longitudinal
medial en la cabeza del animal, dejando al descubierto la calota con una
diseccidon roma con espatula de la aponeurosis y planos musculares. Se cubre
con cera 6sea el diploe para evitar hemorragias. Una vez visualizadas las zonas
de bregma y lambda, con la ayuda de un taladro quirurgico, se realiza una
parietostomia posterior bilateral de 4 mm de diametro en la zona de la SGPdI
(4.0 mm posterior a bregma y 0.6 mm lateral a la linea media, teniendo en cuenta
que el electrodo se introduce con un angulo de 30°).

Para los experimentos de registro neuronal se aspird el cerebelo del
animal para dejar expuesto el tronco del encéfalo, concretamente la zona del

obex, la cual se tomara como referencia para situar el nA.
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4.3. VARIABLES REGISTRADAS, ALMACENAMIENTO Y
ESTUDIO DE SENALES

En los experimentos se realizé un registro de las siguientes variables:

- Flujo respiratorio

- Presion pleural

- Presion arterial

- Frecuencia cardiaca

- Presion subglética

- En algunos experimentos se registro la Actividad Neuronal Unitaria

A partir de éstas se obtuvieron las siguientes variables: la frecuencia
respiratoria instantanea, el tiempo inspiratorio/espiratorio y la frecuencia cardiaca

instantanea.

Las sefales de estas variables se enviaron tras su obtencion y
amplificacion a un panel de conexiones multiples. Desde este panel se envian
las sefiales a un sistema de almacenamiento digital (Neurocorder de Neuro-
Data, modelo DR-890) y a un convertidor analégico-digital multiplexado
(PowerLab 8/30). La frecuencia de muestreo fue de 11 KHz y el rango de trabajo

de + 8 voltios.

Las variables registradas se almacenan en un PC para su posterior
analisis con el software LabChartPro (PowerLab System, ADInstruments®/
LabChart Software, version 8.0, Sydney, Australia).

Sistema de registro de la actividad eléctrica neuronal

En un esquema por bloques, se establecen los siguientes elementos:

A. Sistema de captacién de la sefal formado por microelectrodo, etapas
amplificadoras, medidor de impedancia, actuador, sistema electrohidraulico para el
microposicionamiento del microelectrodo y transformacion de la sefial en impulsos
TTL.

B. Sistema de activacion antidromica con electrodos de estimulacion,

osciloscopio digital para control del potencial antidrémico y técnica de “colision”. El
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disparo del generador de pulsos esta gobernado por el generador de rampa
(dispara cuando detecta un potencial de accion, en base a valores de amplitud
reflejados).

Al mismo tiempo, el generador de rampa envia la senal al generador de
barrido del osciloscopio digital mediante la conexion al “trigger out” y al

integrador.
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4.4. MATERIAL TECNICO PARA EL REGISTRO DE VARIABLES

Transductores de presion: para la medicidn indirecta de la presion pleural
se utiliz6 un transductor de presion aneroide modelo T41-05 (Coulbourn
Instruments). Para la medicion del flujo respiratorio se utilizé un transductor de
presion diferencial modelo SP-2040D. Para la medicién de la presion arterial se
empleo un transductor modelo MP-15D (Coulbourn Instrument). Presenta un rango
de actividad de -50 a 300 mmHg y una sensibilidad de 50 uV/V/cmHg.

Medidor/controlador de caudal masico de gas por efecto térmico:
modelo Hi-Tec F-201CV-AGD-22-V (Bronkhorst). Permite el paso de un flujo de
aire constante (30-70 ml/min) artificial caliente y humidificado (36-37°C) a través
de la canula laringea en direccion a la glotis.

Espirometro: transductor aneroide modelo FE141, %+ 0,03 psi
(ADInstrument). Con un flujo de aire constante, los cambios de presion indican

cambios en la resistencia laringea.

Neumotacografo: modelo Fleisch (00) (sensibilidad de 11.25 ml/s
equivalente a 1 mmH20). Se conectd directamente con la canula traqueal en

direccion caudal para el registro del flujo respiratorio.

El gradiente de presion, directamente proporcional al flujo de aire, se obtuvo
conectando el neumotacografo a un transductor de presion diferencial. Se obtienen
variaciones ciclicas relacionadas con las fases respiratorias. En cada ciclo, se
pueden definir dos puntos de flujo cero (final de la inspiracion y de la espiracion), y

dos puntos de deflexion maxima de registro (flujo maximo inspiratorio y espiratorio).

Amplificadores: para el registro de presion pleural y flujo respiratorio se
utilizé el modelo S72-25 (Coulbourn Instruments). Nivel maximo de entrada de 10
mV, con una resistencia de entrada de 10'° Q y una impedancia de salida de 509.
Para el registro de la presion arterial de utilizo el bioamplificador modelo FE117

(ADinstruments) con una impedancia de entrada de >10kQ a 400Hz AC.

Osciloscopio digital: modelo VC-6023 (Hitachi). Permite trabajar con dos

canales simultaneos, digitalizar la sefal, calcular dimensiones y exportar
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resultados a un ordenador. Se utilizé una unidad para visualizar flujo y la presion
pleural, y otra para visualizar la intensidad de la estimulacién eléctrica a tiempo

real.

Osciloscopio analégico: modelo 5112 (Tektronik). Permite trabajar con 5
canales simultaneos. Se utilizé para visualizar el flujo respiratorio, presion pleural y
presion arterial a tiempo real. Permite también la presentacion simultanea y en

tiempo real de los PAE y el flujo respiratorio.

Electrodos de estimulacion bipolares: SNE 100 (Rhodes Medical
Electrodes).

Microposicionador electrohidraulico: modelo 607-W (David Kopf

Instruments), con un recorrido minimo de 1um.
Mesa antivibratoria de gas: modelo TMC sys 63530.
Microscopio quirurgico: modelo M-300 (Leica).

Torreta de estereotaxia: modelo SM-11 (Narishige). Soporta al

microposicionador para la microinyeccion en la zona de estudio.

Amplificador diferencial: modelo DP-311-00 (ADInstruments).
Preamplificador de sefial con un cabezal que permite adquirir y monitorizar sefales

neuronales.

Amplificador de audio: modelo NL 120 (Neurolog). Para hacer audibles

las descargas de PAE vy el ritmo cardiaco.

Generador de onda cuadrada: modelo SEN-3201 (Nihon). Fuente de

impulsos para estimular a través de los microelectrodos de estimulacion.

Electrodos de tungsteno: para el registro neuronal. Modelo 5760 (A.M.

System) con una impedancia D.C. 8-11 M).

Electrodos de plata: para el registro neuronal. Modelo ESW-F15N (Warner

Instruments)
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Unidad de aislamiento: modelo SS-302J (Nihon). Para evitar la aparicion

de posibles artefactos en la seial.

Convertidor analégico/digital: modelo ML870 Powerlab 8/30
(ADInstruments) con 8 canales y una resolucion de 16 bits, capaz de grabar a
velocidades de hasta 200.000 muestras por segundo. Este sistema incorpora 8
canales de entrada, 4 de ellos con conectores diferenciales POD y BNC de un

solo extremo, y 4 entradas BNC de un solo extremo.

Grabador-reproductor de senales digitales: modelo D211EM (JVC-
VHS). Para el almacenamiento se utilizaron cintas E-180 VHS de TDK.

Panel de conexiones multiples: con 28 entradas intercambiables y 45
salidas. Disefiado por el prof. Marc Stefan Dawid-Milner y fabricado por Alava

Ingenieros.

Bomba microinyectora: modelo micro4™ (World Precision Instruments,
Inc., Sarasota, FL, EE.UU.). Para realizar microinyecciones de 50 nL con Hamilton
1.0 pl 7001 Knurled Hub (KH) Neuros Syringe.

4.4.1. Material técnico protocolo neuroanatémico

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 calefaccion. J.P.
SELECTA®. Velocidad (rpm): 60 - 1.600. Vol. agitacion (l): 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.

Cabina de filtracion de gases: modelo CRUMA 990 Clase 2. Volumen
interior: 0.361m3. Volumen medio de aire tratado/hora: 160 m3/h.
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Camara: modelo VS-XM10 (monocromo, CCD 2/3”, 1376 x 1032 pixel,

tamano 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 Stellaris 8

Objetivos: PLAN AP 2x/0.08, UPLSAPO10x/0.4, UPLSAPO20x/0.75,
UPLSAPO40x/0.9, UPLSAPO60x/1,35 inmersidon en aceite.

Pletina motorizada X, Y: rango de movimiento:155.5mm(X)x 85.5mm(Y),
Pitch 4mm

Revolver motorizado, set de polarizacion, condensador motorizado.
Sistema o6ptico: BX61VS
Analizador de bioimagenes: Software Fiji ImageJ y Software QuPath.

Software VS de Olympus: para adquisicion de imagenes tanto en campo

claro como en fluorescencia.

Voértex: MS2 (minishaker) IKA®. Voltaje: 230V, 50-60Hz. Potencia: 31W.
Frecuencia de agitacion: 0 — 2500 1/min. Dimensiones plato (@): 7 cm.
Dimensiones minishaker (w) x (D) x (H): 11.5 x 23 x 8cm.
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4.5. FARMACOS

Pentobarbital Sédico (200 mg/ml): se utiliza para la anestesia del animal,
con una dosis de ataque de 60 mg/kg. Esta dosis de ataque es de 0,1 ml/100g IP
a una concentracion de 60 mg/ml. La dosis de mantenimiento es a 2 mg/kg, es
decir, 0,1-0,2 ml IV de una dilucion al 20% de 0,2 ml de solucién de 60 mg/Kg en
0,8 ml de suero salino.

PBS: tampodn fosfato salino o buffer fosfato salino. Solucion acuosa y salina
que contiene cloruro sodico, fosfato sédico, cloruro de potasio y fosfato de potasio.
Con una osmolaridad y concentracion de iones muy semejante a la del liquido
extracelular de mamiferos. Tiene un pH de 7.4 + 0.1. No modifica el funcionamiento

normal de la célula ni el perfil de expresion.

Azul de Evans: sustancia con la que el tejido en contacto adquiere una
tonalidad violacea. Sirve para el marcaje de las zonas de microinyeccion. Suele

hacerse una dilucion de PBS y azul de Evans 1 % (50 nl).

Glutamato: peso molecular de 187.13. Se inyectan 50 nL de una solucion
0.25M.

Lidocaina: Xilonibsa 10 mg/pulsacion (Inibsa), solucién para pulverizaciéon

cutanea.
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4.6. PROTOCOLO NEUROMORFOLOGICO

Para cuantificar cambios en la expresion de dos factores de transcripcion
(expresion proteina c-Fos y proteina FoxP2) tras la estimulacion eléctrica de
SGPdl se realizé un tercer bloque experimental de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia.

Se anestesiaron 10 animales con pentobarbital sodico (dosis inicial de 60
mg/kg i.p., complementada con 2 mg/kg i.v. segun necesidad) y se practico la
canulacion de vena y arteria femorales, tal y como se describen en el apartado 4.2.

Preparacion quirdrgica.

Para la estimulacion de la SGPdI, se practicd una parietostomia derecha y
se introdujo un electrodo concéntrico bipolar (Rhodes Medical electrodes, NE-100)
en la SGPdI (4,0 mm caudal al bregma, 0,6 lateral a la linea mediay 4,5 a 5 mm
de profundidad desde la superficie de la calota; aproximandose con un angulo de
30°) (Paxinos y Watson, 2007).

En 5 animales se estimul6 eléctricamente la SGPdI (pulsos de 1 ms, 30-50
pA a 100 Hz durante 5 s, cada 60 s durante una hora) para provocar la respuesta
de defensa clasica observada por Yardley y Hilton (1986). El otro grupo de

animales (n=5) no fue estimulado y se usé como control (Tabla 1).

Se administré guanetidina en ambos grupos (10 mg/kg i.v.) para suprimir las
respuestas cardiovasculares mediadas simpaticamente, evitando asi la expresion
secundaria de c-Fos/FoxP2. Dos horas después de finalizar los experimentos se
administré una nueva dosis de pentotal sédico (60 mg/kg), asegurando la ausencia
de reflejos en el animal para realizar, a continuacion, perfusiones vasculares

transcardiacas con una solucion fijadora.
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Tabla 1

Protocolo experimental de estimulacion y anestesia en el estudio de la expresion
de c-Fos/TH, FoxP2/TH y cFos/FoxP2.

Fases Anestesia Tiempo | T total
Dosis de ataque 60 mg/Kg 0 0
Canulacion de vena anest 0.3 ml dil. 45 45
Tras la canulacion completa anest 0.3 ml dil. 30 1,15
Antes de hacer craneotomia anest 0.3 ml dil. 30 1,45
Antes de empezar protocolo anest 0.3 ml dil. 30 2,15
anest 0.3 ml dil. 30

60 min estimulando con el electrodo

(pulsos de 1 ms, 30-50 pA a 100 Hz

durante 5 s, cada 60 s) 30
Fin, extraccion electrodo anest 0.3 ml dil. 3,15

anest 0.3 ml dil. 30

90 minutos de reposo anest 0.3 ml dil. 30
30 4,45
Perfusion 60 5,45

110



MATERIAL Y METODOS

4.6.1. Procesamiento del tejido
Fijacion del tejido

Se practico una toracotomia medio esternal para dejar visible el contenido
de la caja toracica y realizar una perfusion vascular transcardiaca. En un primer
paso, se circularon 100 ml de una solucion salina tamponada con fosfato (PBS
0.1M pH 7.3) y para el drenaje se practico una incision en la auricula derecha.
Transcurridos 5 minutos, se paso una solucion fijadora, P-formaldehido al 4% a

4° C. Finalmente, se extrajeron los cerebros y se sometieron a una postfijacion

adicional por inmersion en la misma solucion fijadora durante 24 horas.
Crioproteccion

Los cerebros se sometieron a un proceso de crioproteccion para preservar
la estructura del tejido. En concreto, se elimind el agua del tejido mediante
inmersion en sacarosa al 30% con azida sddica al 0.02% en PBS durante 72
horas. Finalmente, los cerebros fueron congelados en isopentano (Panreac) a -

40° C y almacenados en el ultracongelador a -80° C hasta su uso.
Obtencion de secciones

El bulbo raquideo de cada rata se secciono en cortes coronales de 30 ym,
utilizando un microtomo de congelacién (CM 1325 Leica, Alemania). Los cortes
se conservaron seriadamente en una solucién Hoffman a -18°C en placas de 12
compartimentos. Cada fila de la placa fue asignada a un animal y cada primer
corte se introdujo en el primer pocillo, el segundo corte en el segundo pocillo y
asi sucesivamente, hasta llegar el sexto pocillo de cada filay empezar, de nuevo,
por el primero. De esta manera, se obtuvieron aproximadamente 72 cortes

representativos de todo el eje rostro-caudal del bulbo raquideo.
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4.6.2. Caracterizacion de la expresién a nivel bulbar de la proteina

c-Fos por estimulacion eléctrica de SGPdI. Doble marcaje c-Fos/TH

Para identificar la participacion de grupos neuronales laringo-respiratorios
localizados en el nA por la estimulacién eléctrica de la SGPdIl se considero la
expresion de la proteina c-Fos. Esta proteina nuclear es producto del gen c-fos y
se expresa con la despolarizacion de la neurona. Y, aunque su nivel de
expresion basal es bajo, se ha demostrado que esta proteina es un buen
marcador de la actividad neuronal, al incrementar su expresion con la

estimulacién extracelular (Hanley et al., 1988; Sheng et al., 1990).

Las secciones obtenidas tanto de ratas controles como estimuladas se
procesaron en idénticas condiciones para una inmunotincién de free floating. Se

seleccionaron cortes cada 180 ym en un muestreo sistematico y aleatorio.

Para la inmunotincion de la proteina c-Fos, las secciones se lavaron en PBS
0.1M pH 7.3 en tres pasos de 10 minutos el primer lavado y 5 minutos los dos
restantes. Después, se pretrataron durante 15 minutos en H202 al 3% (Merck)
diluido en PBS para eliminar la actividad de la peroxidasa enddégena. Tras una
segunda ronda de tres lavados en PBS durante 5 minutos cada uno, las
secciones se incubaron durante una noche a temperatura ambiente, utilizando
un anticuerpo primario monoclonal anti-c-Fos de mouse (dilucion 1:1000 en PBS
conteniendo 0,3% Triton X-100 0,2% Azida 0,02%; Santa Cruz).

En el segundo dia del procesado, se realizaron tres lavados sucesivos en
PBS de 5 minutos cada uno, con la finalidad de eliminar el exceso de anticuerpo
primario. Tras esto, se incubaron en un anticuerpo secundario biotinilado anti-
lgG-mouse, hecho en especie de cabra y diluido en PBS 0,3% Triton X-100
(dilucidon 1:500; Vector Laboratories) durante 1 hora a temperatura ambiente y
otros tres lavados en PBS de 5 minutos cada lavado. Para conseguir la
inmunoreactividad, los cortes se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente en Peroxidasa extravidina diluida en PBS-Tx (dilucién 1:2000; Sigma-
Aldrich). Finalmente, para el proceso del revelado se realizaron lavados en PBS
en tres pasos de 5 minutos y se revel6 con 3,3'-diaminobencidina (DAB; 25 mg
en 100 ml de Tris-HCI, pH 7,4 y 0,002% de H202; Sigma-Aldrich) con la finalidad

de conseguir una tincion nuclear oscura.
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Tras el revelado, se realizé la inmunotincion de la enzima Tirosina
Hidroxilasa (TH). Las secciones se incubaron a temperatura ambiente con un
anticuerpo policlonal primario anti-TH (dilucién 1:5000; anti-rabbit; Merck KGaA),
seguido de una reincubacion de 1 hora a temperatura ambiente con un
anticuerpo secundario anti-lgG biotinilado (dilucién 1:500; anti-rabbit, hecho en
especie de cabra; Vector Laboratories). El procedimiento para esta segunda
inmunotincion fue el mismo que para la inmunotincidn de c-Fos, salvo que el
revelado no incluy6 intensificacion con NiCl (Carlo ERBA Reagents), para la

obtencién de una tincién nuclear de color marron.

Las secciones se lavaron en PBS en tres pasos de 5 minutos cada uno,
se montaron en portas previamente gelatinizados y se estufaron durante 24
horas a 37°C. Finalmente, se deshidrataron en una graduacion ascendente de
alcoholes (50°, 70°, 96° y 100°), se aclararon con xileno (Panreac) y se cubrieron

con un medio de montaje DPX (Sigma-Aldrich).

4.6.3. Caracterizacion de la expresion a nivel bulbar de la
proteina FoxP2 por la estimulacion eléctrica de la SGPdI. Doble

marcaje FoxP2/TH

Para identificar la participacion de grupos neuronales en el nA implicados
en la vocalizacion por la estimulacion eléctrica de la SGPdI, se considero la
expresion de la proteina FoxP2. Esta proteina es el resultado del gen foxp2 y
constituye un buen marcador de regiones cerebrales relacionadas con la
sinaptogénesis y el desarrollo correcto de zonas funcionales del habla (Stanic et
al., 2018).

Este doble marcaje se realizé en las mismas condiciones que el empleado
para la inmunohistoquimica doble de c-Fos-TH del apartado anterior, pero
utilizando un anticuerpo primario anti-FoxP2 (dilucién 1:1000; hecho en especie
de ovino; RD Systems) y un anticuerpo secundario biotinilado (dilucién 1:500;
anti-sheep, hecho en especie de conejo; Vector Laboratories).
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4.6.4. Caracterizacion de la expresién a nivel bulbar de las
proteinas cFos y FoxP2 por la estimulacién eléctrica de la

SGPdI. Doble marcaje inmunofluorescente cFos/FoxP2

Para estudiar la co-expresion de cFos y FoxP2 en el nA por la estimulacion
de la SGPdI se realiz6 una inmunofluorescencia doble. Al igual que con los
estudios de inmunohistoquimica, las secciones obtenidas tanto de ratas
controles como estimuladas se procesaron en idénticas condiciones para una
inmunofluorescencia doble de free floating. Se seleccionaron cortes cada 180

MM en un muestreo sistematico y aleatorio.

Inicialmente las secciones se lavaron en una solucién salina PBS 0.1M (pH
7.3) en tres pasos de 10 minutos el primer lavado y 5 minutos los dos restantes.
Después, se pretrataron durante 15 minutos en H202 al 3% diluido en PBS para
eliminar la actividad de la peroxidasa endégena. Tras una segunda ronda de tres
lavados en PBS durante 5 minutos cada uno, las secciones se incubaron durante
dos noches (36 horas) a temperatura ambiente, utilizando un anticuerpo primario
monoclonal anti-c-Fos de mouse (dilucién 1:250 en PBS conteniendo 0,3% Triton
X-100 0,2% Azida 0,02%; Santa Cruz).

En el segundo dia de inmunofluorescencia, se realizaron tres lavados
sucesivos en PBS de 5 minutos cada uno, con la finalidad de eliminar el exceso
de anticuerpo primario. Para la inmunoreactividad de cFos, los cortes se
incubaron en un anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 conjugado con anti-IgG-
mouse, hecho en especie de cabra, y diluido en PBS 0,3% Triton X-100 (dilucion
1:250; Vector Laboratories) durante 2 horas a temperatura ambiente y en
oscuridad, seguido de tres lavados en PBS de 5 minutos. Después, se realizo la
incubacion de las secciones en un anticuerpo primario anti-FoxP2 (dilucién 1:100
en PBS conteniendo 0,3% Triton X-100 0,2% Azida 0,02%; hecho en especie de
ovino; RD Systems) durante dos noches (36 horas).

En el ultimo dia del procesado, se lavaron los tejidos tres veces en PBS y
se incubaron durante 1 hora en un anticuerpo secundario biotinilado anti-sheep
(dilucion 1:100 en PBS conteniendo 0,3% Triton X-100 0,2% Azida 0,02%; hecho
en especie de conejo; Vector Laboratories). Para conseguir la inmunoreactividad
de la proteina FoxP2, los cortes se incubaron durante 2 horas en extravidina 594
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conjugada, diluida en PBS-Tx (dilucion 1:200; Life technology). Por ultimo, los
cortes se enjuagaron en PBS tres veces (5 minutos cada lavado), se incubaron
en DAPI (Molecular Probes) durante 5 minutos y se montaron en portas
previamente gelatinizados y se cubrieron con un medio de montaje especifico

para inmunofluorescencia (Dako).
4.6.5. Cuantificacion del marcaje inmunohistiquimico

Analisis de datos de imagenes de inmunohistoquimica

Con una camara digital acoplada a un microscopio Optico BX61VS
(Olympus) y el software Olympus VS se obtuvieron imagenes de cada seccion
tefidas con los dobles marcajes cFos/TH y FoxP2/TH para su posterior
cuantificacion. Para la adquisicién de dichas imagenes se aplicé el objetivo de
10x.

El nivel rostrocaudal de cada seccion cerebral se determiné utilizando el
atlas cerebral de rata de Paxinos y Watson (2007). Los cuerpos celulares que
mostraban c-Fos-ir/FoxP2-ir, identificados por la presencia de nucleo oscuro, se
cuantificaron bilateralmente en las secciones que contenian el nA en ratas
estimulo y ratas control. EI marcaje de nucleos se determind utilizando el

software de analisis de imagenes QuPath.

La cuantificacion celular a lo largo de la nA se ejecutd de acuerdo con la
categorizacion somatotopica en tres subdivisiones primarias (formacion
compacta, semicompacta y dispersa), tal y como fue delineada por Pascual-Font
et al. (2011) y Hernandez-Morato et al. (2013). Para ello, se emplearon las
distancias de Bregma, segun el Atlas de Paxinos y Watson (2007), junto con el
marco somatotdpico expuesto en los estudios mencionados para guiar la
seleccion de cortes a través de diversas regiones del nA. En concreto, el criterio
para delimitar las células dentro de la region compacta del nA abarcaba desde
Bregma -12,00 mm hasta -12,84 mm; la region semicompacta se extendia desde
Bregma -12,84 mm hasta -13,44 mm); y la region de formacion dispersa abarcaba

desde Bregma -13,44 mm hasta -14,16 mm.
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4.6.6. Cuantificacion del marcaje de inmunofluorescencia

Analisis de datos de imagenes de inmunohistoquimica

Para estudiar la co-expresion de las proteinas cFos y FoxP2 en nA, se
cuantificaron bilateralmente las células inmunomarcadas con cFos positivas-TH
negativas, FoxP2 positivas-TH negativas y cFos/FoxP2 positivas, tanto en ratas
estimulos como ratas controles. Se captaron imagenes de las secciones con un
microscopio Confocal de fluorescencia (Leica Stellaris 8). Para la adquisicion de
dichas imagenes se aplicé un objetivo de aceite de inmersion y un aumento de
63x. El marcaje de nucleos se determiné utilizando el software de analisis de
imagenes Fiji imaged. La cuantificacion celular a lo largo de la nA se ejecuto de

la misma manera que la llevada a cabo en los estudios de inmunohistoquimica.
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4.7. REGISTRO DE LA ACTIVIDAD ELECTRICA NEURONAL

Para el registro neuronal se utilizan electrodos de tungsteno (impedancia
D.C. 8-11 MQ) fijados en un microposicionador con mando a distancia. Se situa en
cero el contador digital del microposicionador con control visual (microscopio Leica)
y con el cambio de frecuencia del audio, o que nos indica que el microelectrodo
esta penetrando en la superficie del bulbo. Durante el desarrollo de los
experimentos de este bloque, se grabaron las explicaciones a tiempo real y se
digitalizaron y almacenaron las sefiales en cinta de video VHS para su posterior

analisis.

El electrodo de tierra (Ag/AgCl), se fijo en el tejido subcutaneo cercano a
la calota craneal. La impedancia del microelectrodo era comprobada
periddicamente una vez introducido en el tejido, mediante la medicion de la
corriente que atravesaba el microelectrodo. Para ello se aplicaba una sefal de 1
KHz, y se regulaba la capacitantancia del circuito, hasta obtener su
neutralizacion, verificandose en el dial del micropotenciometro el valor en ohmios
equivalente a la impedancia del microelectrodo que debia mantenerse entre 8-
11 MQ.

El potencial unitario extracelular fue preamplificado vy filtrado utilizando un
amplificador diferencial, en el cual la sefial se filtrd6 a 3 KHz, 6 Db/Oct,
amplificandola x10. Un osciloscopio de cuatro canales, doble haz, permitio la
visualizacion simultanea y en tiempo real de los potenciales de campo
extracelulares (PCE), la presion arterial y el flujo respiratorio. De esta forma,
podia estimarse cualitativamente, la posible relacion fasica entre ambos eventos

y proceder a su estudio y almacenamiento.

Con la finalidad de limpiar, durante el registro, el material organico
adherido a la punta del ME (lo cual hacia variar la impedancia de éste y, por
tanto, su capacidad de discriminacion), se inyecto corriente (500 Hz, 10 s, 0.005
mA durante 60 ms). Todos los equipos de medicion, soportes metalicos y
conducciones de liquidos estaban apantallados y conectados a una masa para
evitar la presencia de diferencias de potenciales entre las diferentes tierras del
aparataje y la presencia, por tanto, de ruido producto de corrientes parasitas.
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La senal procedente del preamplificador es enviada a otra etapa
amplificadora, con una ganancia de 10K (2%) y un filtrado de alta frecuencia a 3
KHz y de baja a 100 Hz, ambos con una atenuacion de 3 Db.

La sefal del registro amplificada fue enviada a un equipo amplificador de
audio que permitid controlar de manera audible las descargas neuronales.
Frecuentemente la discriminacion auditiva en las fases de acercamiento a los
grupos neuronales en descarga se adelantaba a la visualizacion del registro en
el osciloscopio. Durante el registro se procuré no situar el microelectrodo tan
cerca del soma como para obtener potenciales gigantes extracelulares, ya que
la irritacion de la membrana puede originar dobletes o tripletes de potenciales de

accidn en descargas rapidas, y esto puede llevar a conclusiones erroneas.

Para comprobar que la actividad unitaria de la neurona objeto de estudio
del nA pertenecia a una proyeccion desde el SGPdI, era necesario evaluar la
modulacioén de la actividad neuronal desde la SGPdI. Para realizar esta activacion
desde la SGPdI se dispuso un generador de corrientes de onda cuadrada (1 Hz
con 1 ms de duracion) activando un sistema de corriente constante unido a los
electrodos de estimulacion (amplitud 0.05-0.5 mA). Periddicamente se comprobo
la impedancia de estos electrodos, interponiendo una resistencia en serie de
valor bajo (1 Kohm) y midiendo la caida de potencial con un amplificador de alta
impedancia unido a tierra con una resistencia de alto valor. También se vigil6 la
aparicion de corrientes de polarizacion monitorizando la corriente que

atravesaba el circuito de estimulacion.

Se valoré6 en una primera fase el periodo de latencia, tiempo que
transcurre entre el estimulo y la aparicién del potencial de accion extracelular.
Este dato se midié automaticamente utilizando los dispositivos que posee el
osciloscopio ya resefiado (almacenamiento digital y discriminacion de ventana).

Cuando se registraba un potencial de accion extracelular (PAE), se

analizaron tres aspectos diferentes:

A. Potencial extracelular axonico o somatico: en base a su diferente

forma, estabilidad y duracion. EI PAE somatico es 50-100 veces mayor que el
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hallado en axdn, los PAE del axdn aparecen y desaparecen repentinamente

conforme se introduce el electrodo en el tejido (Bianchi, 1974). Por otra parte, el

PAE del axén es trifasico y no posee la inflexion entre segmento inicial-

somatodendritico (SI-SD). Ademas, si se aumenta la frecuencia de estimulacion

(> 200 Hz), desaparece la porcion SD del PAE. Por ultimo, la duracion del PAE

somatico es mayor que en el axén, debido a una mayor capacitancia de la

membrana del SD.

B. Determinar si los PA obtenidos son producto de estimulacion

antidromica (EA) y no ortodrémica. Para ello se aplicaron los siguientes

criterios (Lorente de No, 1947):

La “rotura” del complejo SI-SD es mas frecuente en el caso de EA,
esta rotura se observa mejor a medida que se eleva artificialmente el
rango de frecuencias de estimulacion.

El PAE ortodromico (OD) es de mayor amplitud y de duracién mas
corta que los AD.

En registros OD cercanos al soma, a veces también se detecta una
onda pre-potencial positiva, expresion de las sinapsis excitatoras en

descarga simultanea, sobre las dendritas.

C. Identificaciéon antidromica (IA) aplicando los siguientes criterios:

Latencia constante: el tiempo que transcurre entre la estimulacion
y la captacion del potencial antidromico (PA), debe ser constante.
Esta afirmacién se basa en que, si se obtienen Ilatencias
antidromicas (< 100 us.), no hay duda de que la neurona esta
directamente conectada al axon estimulado (ya que el retardo
sinaptico esta estimado entre 0.5-1.0 ms.). Para evitar la
inestabilidad que pudiera derivarse del trafico axonico, se procedio

a aplicar estimulos dobles, a un intervalo fijo.

Respuesta en frecuencia: el limite para seguir conduciendo
estimulos a altas frecuencias depende del periodo refractario
axonico (se estima que esta entre 0.5-2.0 ms. para el SNC). La

119



MATERIAL Y METODOS

determinacién empirica en cada caso concreto se realiza
estimulando en pares de impulsos hasta hallar el umbral. Con
estimulos triples o cuadruples supraumbrales, se pueden predecir
cuales seran los que logren transmitirse. En las respuestas
transinapticas no se encuentran respuestas multiples a altas
frecuencias y, ademas, en la primera respuesta suele encontrarse

una evidente variabilidad (Lorente de No, 1947).

iii. Prueba de colision: esta prueba se basa en la imposibilidad de
transmision del PAA cuando se encuentra con el periodo refractario
que provoca el PA ortodromico de la descarga “natural”. El intervalo
de tiempo minimo entre los impulsos ortodromico y antidrémico
durante el cual no ocurre la “colision” se determina por la formula:
t= 2T + PR. Donde (t) es el intervalo minimo, (T) el tiempo de
conduccion desde el lugar de estimulacion al soma y (PR) el
periodo refractario del axon. El tiempo empleado desde la EA hasta
su registro en determinada zona del axon o soma, no es igual al
tiempo de conduccion. Ya que en la EA se emplea un tiempo
adicional en descargar la capacitancia de la membrana axoénica
llamado “u” y que se considera con un valor aproximado de 0.2 ms.
(Bement y Ranck, 1969).

En cuanto a los criterios que se han seguido para el reconocimiento de la
naturaleza unitaria del registro neuronal, hay que tener en cuenta que hay que
lograr registros de PAE lo mas cerca posible del soma (evitando dobletes por
roce con el soma). De esta manera, las espigas obtenidas son de mayor amplitud
que las recogidas de otras unidades cercanas. Esta diferencia es la empleada
en primera instancia para medir la frecuencia de los PAE. El discriminador de
ventana permite esta diferenciacion en base a la amplitud y polaridad. Ademas,
mediante un generador de impulsos de onda cuadrada los potenciales de accion
extracelular son traducidos como impulsos TTL.

Para establecer con seguridad que todos los PAE son convertidos a TTL,
se presentaron éstos generados en un segundo canal del osciloscopio. Y,
mediante la memoria, se puede revisar paso a paso la sincronia de los PAEs con
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toda una correspondiente serie de TTL, deteniendo la imagen.

Para realizar la prueba de “colisién” el generador de pulsos se gobierna
desde el generador de rampa, de forma que éste estimula antidromicamente en
cada PAE detectado. La desaparicion a latencias variables del PAE confirmaba
la prueba de colision.

Una vez establecidas las caracteristicas generales de la neurona, se
realizan histogramas periestimulos para poder corroborar una modulacion

cardiovascular o respiratoria de la actividad neuronal.
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4.8. PROTOCOLO NEUROFUNCIONAL

4.8.1. Registro de la actividad eléctrica neuronal del nA durante

la estimulacion eléctrica de la SGPdI

En 5 animales se realizd el registro de la actividad unitaria neuronal
extracelular. El microelectrodo de estimulacion (SNE 100, RODHES Medical
Electrodes) se situd estereotaxiamente en la sGPdl (4,0 mm caudal al bregma, 0,6
lateral a la linea media y 4,5 a 5 mm de profundidad desde la superficie de la calota;
aproximandose con un angulo de 30°) (Paxinos y Watson, 2007).

Para el registro neuronal se han utilizado electrodos de tungsteno que se
situaron estereotaxicamente en la region del nA, concretamente en la formacion
dispersa, teniendo el obex como referencia (0,24 a 0,84 mm anterior al obex, 2 mm
lateral a la linea media y profundidad de 2 a 2,5 mm desde la superficie) (Paxinos
y Watson, 2007).

Para comprobar la correcta ubicacidon del microelectrodo, se estimulo
eléctricamente la SGPdI (30-40 pA, 100 Hz, pulsos de 1 ms, durante 5 s) y se
analizaron los cambios cardiorrespiratorios que se producian en el animal. Una vez
comprobada la localizacién funcional de la SGPdI, se procedié a estimular la zona
(1 Hz, pulsos de 0.1 ms, 50-100 pA) para estudios orto y antidrémicos y para
estudios de analisis peri-post estimulo para evaluacion de la modulacién de la
actividad neuronal unitaria desde la SGPdI.

Se aisld el nervio vago derecho a nivel cervical. Se estimul6 el extremo
proximal utilizando un par de electrodos de alambre de acero inoxidable recubiertos
de teflon. El tefldn se retird aproximadamente a 2 mm del extremo y los cables se
enrollaron alrededor del nervio para formar un manguito. El protocolo de
estimulacion vagal consistié en una frecuencia de estimulo de 7 Hz, una intensidad

de 1V y un ancho de pulso de 1,0 ms (Subramanian et al., 2018)

Se estudiaron electrofisiologicamente las caracteristicas de la actividad
unitaria de neuronas del nA durante su descarga espontanea y durante la
estimulacion de la SGPdl. Se examinaron los protocolos de identificacion
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antidromica y ortodrémica, de latencia constante, la respuesta en frecuencia y la
prueba de colision. Se realizaron también histogramas periestimulos para
corroborar la presencia de excitaciones e inhibiciones o la posible modulacién

cardiorrespiratoria de dichas neuronas.

Para certificar que las neuronas registradas se localizaban en el nA se siguio
el siguiente protocolo: inmediatamente después de finalizar el experimento se hace
pasar por el electrodo de registro una corriente de 250 pA durante 20 s para
microcoagular el tejido y facilitar su posterior localizacion por técnicas histologicas.
Usando de referencia el punto estereotaxico de microcoagulacion podemos
deducir el resto de los puntos de registro que se realizaron en cada experimento.
Todos los registros incluidos en el estudio se encontraban dentro del nA.

4.8.2. Interaccion de dIPAG y nA. Caracterizacion de la respuesta
de presion subgldtica evocada por la estimulacion eléctrica y
quimica de la SGPdI.

En 21 animales, se analizaron los parametros laringeos vy
cardiorrespiratorios, tanto en condiciones de reposo como durante la estimulaciéon
eléctrica o quimica de la SGPdI. Antes de la estimulacién, se establecieron los
valores de referencia para la presion arterial media, la frecuencia cardiaca, la
presion subglotica y los parametros respiratorios. La evaluacion de los cambios en
la presion arterial media y la frecuencia cardiaca se realizé a través del registro del
incremento maximo observado en estos parametros durante los 5 segundos de
estimulacion eléctrica de la SGPdI. Asimismo, los cambios en los parametros
cardiorrespiratorios inducidas por los estimulos se cuantificaron considerando la
media de la respuesta obtenida durante los 5 segundos de estimulacién eléctrica
de la SGPdI, o la respuesta cardiorrespiratoria maxima registrada en los

experimentos con estimulacion quimica.

Caracterizacion de la respuesta de presiéon subglética evocada por
la estimulacién eléctrica de la SGPdI.

En 7 animales se realizé una craneotomia para acceder a la SGPdI del lado

derecho siguiendo las coordenadas -4,0 mm caudal al bregma, 0,6 lateral a la linea

123



MATERIAL Y METODOS

media y 4,5 a 5 mm de profundidad desde la superficie de la calota (aproximandose
con un angulo de 30°) (Paxinos y Watson, 2007). Se estimul6 la zona con pulsos
de 1 ms, 30-50 pA administrados a 100 Hz durante 5 s mediante la colocacion de
un electrodo bipolar concéntrico. Al final de cada experimento se hace pasar una
corriente eléctrica de 250 pA CC durante 20 segundos para localizar la zona de

estudio en el posterior estudio histologico.

Caracterizacion de la respuesta de presiéon subglética evocada por
la estimulacién quimica de la SGPdI.

En 14 animales se realizO6 una craneotomia para acceder a la SGPdI
siguiendo las coordenadas -4,0 mm caudal al bregma, 0,6 lateral a la linea media
y 4,5 a 5 mm de profundidad desde la superficie de la calota (aproximandose con
un angulo de 30°). A través de una microjeringa Hamilton, se realizaron
microinyecciones de PBS (50nL, pH 7,4+0,1, 5s de duracion) en 7 animales y
microinyecciones de glutamato (0,25M, 50nL, 5s de duracion) en los otros 7
animales del grupo experimental. Tanto el PBS como el glutamato se disolvieron
en azul de Evans para localizar los puntos de microinyeccion en el posterior estudio
histologico. Se programaron volumenes de microinyeccion de 50 nL con un
controlador de microbomba accionando microjeringas de 1 pl acopladas. Se

administré una unica microinyeccion en cada animal.
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4.9. PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Al final de los experimentos del bloque neurofuncional se administrd
pentobarbital sédico (4 mg/kg 1.V.) a los animales para inducir anestesia profunda.
A continuacién, se extrajo el encéfalo y la zona del tronco del encéfalo y se introdujo
en una solucién de formol al 5% (50 ml). Posteriormente, se realizaron secciones
del tejido a 80 um con microtomo de congelacién. Los cortes fueron tefiidos con

rojo neutro.

Las lesiones eléctricas producidas por el electrodo de estimulacion y la
microinyeccion con Azul de Evans, utilizada en la estimulacién quimica, nos

permitid marcar en los cortes si la posicién de la SGPdI era correcta.

125



MATERIAL Y METODOS

4.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO

El célculo de los resultados obtenidos y su procesamiento estadistico se han
adaptado a las caracteristicas de las distintas variables, siempre teniendo en
cuenta el posible error por la distinta reactividad de los animales en cada uno de

los grupos experimentales realizados.

En el caso del de los experimentos de medicion de presion subgldtica y
como influia en ésta la estimulaciéon eléctrica o quimica de la SGPdI. Las
variables registradas han sido: tiempo inspiratorio, tiempo espiratorio, frecuencia
respiratoria instantanea, presion subglética, presion arterial y frecuencia cardiaca
instantanea. En el caso de la estimulacion eléctrica, las medidas han sido tomadas
5 segundos antes de la estimulaciéon, durante la estimulacion y 20 segundos
después de la estimulacién. En el caso de la estimulacion quimica, las medidas
fueron tomadas 5 segundos antes de estimular, en el punto de maximo cambio tras
la estimulacion y 10 minutos después de a estimulacion, cuando el animal volvia a
la normalidad. Sélo se han valorado los datos obtenidos en las experiencias en las
que el estudio histolégico demostr6 que las distintas estimulaciones y
microinyecciones fueron realizadas en la SGPdI. En los experimentos de registro
unitario extracelular, se anadio la variable de actividad neuronal. La actividad
neuronal se amplifico, registrd y reprodujo tanto en un osciloscopio analégico como
en un osciloscopio de almacenamiento digital) para garantizar que la unidad objeto
de estudio se discriminara de forma inequivoca durante todo el experimento. Se
evalud (LabChartPro software) de manera continua la configuracion, forma y altura
de los potenciales de accion registrados. Una vez identificada una neurona a partir
de su actividad de fondo, se optimizé el tamafio de la espiga. Se midio la frecuencia
de disparo de la unidad celular (picos/s) durante aproximadamente 10
respiraciones, tanto en el periodo de reposo (control) como en el de estimulacién
(SGPdI/Vago). Este estudio solo incluye neuronas cuya configuracion de picos
permanecié constante y pudo discriminarse claramente de la actividad de fondo

durante todo el experimento.

El numero total de animales utilizados para cada uno de los bloques
experimentales ha sido el adecuado para obtener unos datos homogéneos. Se ha
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utilizado el programa estadistico SPSS de IBM para el calculo estadistico. Las
variables continuas se expresan como media + SEM. Para las comparaciones
estadisticas, una vez verificada la normalidad estadistica (prueba de Kolmogorov-
Smirnov) y la homocedasticidad (prueba de Bartlett) de los datos, se aplico una
prueba de muestras pareadas para comparar el control con el periodo de respuesta
evocada para cada animal. Se utilizé el ANOVA de una via para comparar los
distintos grupos de animales. En cada punto temporal, un valor de p<0.05 se
considerara estadisticamente significativo. Soélo se utilizaron para los
procedimientos estadisticos los datos de los animales en los que la histologia

mostraba que los microelectrodos estaban situados dentro del SGPdI.
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5. RESULTADOS

5.1. INTERACCION DE LA SGPdl Y EL nA: EXPERIMENTOS
c- Fos/FoxP2/TH-ir

Para caracterizar las posibles interacciones anatomofuncionales entre la
SGPdl y las motoneuronas laringeas del nA en rata, hemos analizado el patron
de inmunoreactividad de la doble tincion de las proteinas c-Fos, FoxP2 (c-Fos-
ir, FoxP2-ir) y Tirosina Hidroxilasa (TH-ir), en toda la extension rostro-caudal de
la region nA durante la estimulacién eléctrica de la SGPdI (n= 10). Para ello,
hemos tomado como referencia la division del nA en tres dominios principales:
la formacion compacta, semicompacta y dispersa. Hemos tenido en cuenta que
las motoneuronas laringeas se encuentran en la parte caudal del nA (formacion
semicompacta y dispersa). Ademas, una vez comprobada cuales eran las zonas
donde se producia un aumento significativo de la expresion de c-Fos-ir, se
estudio la co-expresion de las proteinas cFos y FoxP2 en dichas zonas,
cuantificando bilateralmente las células inmunomarcadas cFos-ir positivas-TH
negativas, FoxP2-ir positivas-TH negativas y cFos-ir/FoxP2-ir positivas, tanto en

ratas estimuladas como en ratas controles.
5.1.1. Distribucion de FoxP2-ir

Animales control. Protocolo sin estimulacion de la SGPdI.

En animales sometidos a cirugia (n=5), pero que no fueron estimulados
eléctricamente (solo se introdujo el electrodo en la posicidn del area de estudio)
no se observaron diferencias significativas entre las células FoxP2-ir localizadas
dentro de los tres dominios principales del nA, comparando la zona ipsilateral y
contralateral al posicionamiento del electrodo. Concretamente, los datos de las
tres regiones fueron: Regién dispersa ipsilateral (115 + 18.9) vs contralateral
(93.4 + 14.8) con un delta entre ambos datos de 21.6 + 8.1, siendo no
significativo. Regiéon semicompacta ipsilateral (105 + 34.8) vs contralateral
(75.3 £ 26.6) con un delta entre ambos datos de 29.8 + 12.6, siendo no
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significativo. Region compacta ipsilateral (10.8 £ 2.3) vs contralateral (4.5 £ 0.9)

con un delta entre ambos datos de 6.3 + 1.8, siendo no significativo (Tabla 2).
Animales sometidos a estimulacion eléctrica de la SGPdI

En los animales estimulados eléctricamente (n=5), tanto la formacién
dispersa (p<0,05) como la semicompacta (p<0,05) presentaron un aumento
significativo del marcaje FoxP2-ir en el lado ipsilateral en comparacion con el
lado contralateral. Concretamente, los datos de las tres regiones fueron: Regién
dispersa ipsilateral (115.4 £ 15.5) vs contralateral (88.8 + 17.6) con un delta
entre ambos datos de 26.6 + 2.1, siendo significativo (p<0,05). Regién
semicompacta ipsilateral (104.5 + 26.2) vs contralateral (81.5 + 24.0) con un
delta entre ambos datos de 23 + 5.4, siendo significativo (p<0,05). Regién
compacta ipsilateral (10 £ 4.7) vs contralateral (6.5 £ 3.7) con un delta entre
ambos datos de 3.5 £ 1.2, siendo no significativo (Tabla 2, Figura 10).

Animales control vs Animales sometidos a estimulacion eléctrica de la SGPd/

Al comparar la amplitud de las diferencias (delta) entre el numero y la
distribucion de las neuronas FoxP2-ir ipsilaterales o contralaterales dentro de
todos los dominios del nA no se encontraron diferencias entre el grupo control y

el grupo de animales estimulados eléctricamente.
5.1.2. Distribucion de c-Fos-ir
Animales control. Protocolo sin estimulacion de la SGPd|

En animales sometidos a cirugia (n=5) pero que no fueron estimulados
eléctricamente, se observo una mayor cantidad de expresion de c-Fos-ir en la
formacion dispersa y semicompacta en el lado ipsilateral en comparacién con el
lado contralateral (p<0,01). Concretamente, los datos de las tres regiones fueron:
region dispersa ipsilateral (29.6 £ 5.1) vs contralateral (18.2 £ 2.7) con un delta
entre ambos datos de 11.4 * 2.4, siendo significativo (p<0,01). Regién
semicompacta ipsilateral (23.6 + 3.8) vs contralateral (14.6 + 3.3) con un delta
entre ambos datos de 29.8 + 12.6, siendo significativo (p<0,01). Regién
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compacta ipsilateral (1.6 = 0.2) vs contralateral (1.4 £ 0.2) con un delta entre

ambos datos de 0.2 £ 0.2, siendo no significativo (Tabla 2).
Animales sometidos a estimulacién eléctrica de la SGPdI

En los animales estimulados eléctricamente (n=5) se observd un
predominio ipsilateral para el marcaje de c-Fos-ir en todos los dominios:
formacion dispersa (p<0,001), semicompacta (p<0,001) y compacta (p<0,05).
Concretamente, los datos de las tres regiones fueron: region dispersa ipsilateral
(42.8 £ 5.8) vs contralateral (22.6 + 4.9) con un delta entre ambos datos de 20.2
+ 2.4, siendo significativo (p<0,001). Regién semicompacta ipsilateral (31 + 3.3)
vs contralateral (16.8 + 2.4) con un delta entre ambos datos de 14.2 + 1.8, siendo
significativo (p<0,001). Regiéon compacta ipsilateral (3.4 £ 0.8) vs contralateral
(0.4 £ 0.4) con un delta entre ambos datos de 3 + 0.8, siendo significativo
(p<0,05) (Tabla 2, Figura 10).

Animales control vs Animales sometidos a estimulacion eléctrica de la SGPd/

Al comparar la amplitud de las diferencias (delta) entre el grupo control
y el grupo de animales estimulados eléctricamente se observéo un aumento
significativo del marcaje de c-Fos-ir en la formacion dispersa (p=0,032) y

compacta (p=0,002)
5.1.3. Co-expresion de las proteinas c-Fos y FoxP2

Se analizo la co-expresion de c-Fos-ir/FoxP2-ir en la region dispersa del
nA, ya que fue la unica region que contenia motoneuronas laringeas donde la
estimulacién eléctrica produjo un aumento significativo de la expresion de c-Fos-

ir.
Animales control. Protocolo sin estimulacion de la SGPdI

En animales sometidos a cirugia (n=5) pero que no fueron estimulados
eléctricamente presentaron una expresion de FoxP2 ipsilateral de 119,5 £ 14.8
células FoxP2-ir positivas vs contralateral de 101,3 + 11,3 células, con un delta
entre ambos datos de 18.2 + 6.5, siendo no significativo. De estas células que
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presentaban marcaje positivo para FoxP2, 31,3 + 4,6 células presentaban co-
expresion de c-Fos-ir en |la zona ipsilateral, representando un 26,2% del total de
células FoxP2 positivas; mientras que en el lado contralateral la co-expresion
FoxP2/c-FOS fue de 21,6 + 5,3, representando un 21,3% del total de células
FoxP2 positivas. Tanto en el lado ipsilateral (6,4 + 3,2 células) como en el lado
cotralateral (3,3 + 1,2 células) habia células que expresaban c-Fos pero no co-
expresaban FoxP2 (Tabla 2, Figura 11).

Animales sometidos a estimulacion eléctrica de la SGPdI

En los animales (n=5) estimulados eléctricamente se observd una
expresion de FoxP2 ipsilateral de 117,3 + 11.4 células FoxP2-ir positivas vs
contralateral de 92,3 £ 15,6 células, con un delta entre ambos datos de 25 + 4.2,
siendo no significativo. De estas células que presentaban marcaje positivo para
FoxP2, 43,3 + 3,3 células presentaban co-expresion de c-Fos-ir en la zona
ipsilateral, representando un 34,35% del total de células FoxP2 positivas;
mientras que en el lado contralateral la co-expresion FoxP2/c-FOS fue de 23,7
+ 6,3 células, representando un 25,7% del total de células FoxP2 positivas.
Tanto en el lado ipsilateral (7,4 + 4,1 células) como en el lado cotralateral (4,1 +
1,2 células) habia células que expresaban c-Fos pero no co-expresaban FoxP2
(Tabla 2, Figura 11).

Animales control vs Animales sometidos a estimulacion eléctrica de la SGPd/

Al comparar la amplitud de las diferencias (delta) entre los grupos control
y estimulados respecto de la co-expresion entre regiones ipsilaterales y
contralaterales, se observan diferencias significativas (p<0,001) entre ambos

grupos.
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Tabla 2

Cuantificacion

relativa 'y distribucion de neuronas que presentaban

inmunoreactividad a c-Fos y FoxP2 (cFos-ir y FoxP2-ir) en el nA.

ESTUDIO NEUROMORFOLOGICO

CONTROL (n=5)

ESTIMULADOS (n=5)

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
c-Fos-ir 29.6 £ 5.1** 18227 42.8 + 5.8 226 +4.9
EORMACION FoxP2-ir 115+ 18.9 93.4+14.8 | 1154+155*  88.8+17.6
DISPERSA Delta c-Fos-ir 1M4+24 20.2 £ 2.4t
Delta FoxP2-ir 216 + 8.1 26.6 £ 2.1
c-Fos-ir 23.6 £ 3.8 14633 31+ 3.3 16.8 £ 2.4
EORMACION FoxP2-ir 105 + 34.8 753+26.6 | 104.5+262*  81.5+24.0
SEMICOMPACTA | pejta c-Fos-ir 917 14218
Delta FoxP2-ir 20.8 +12.6 23+ 54
c-Fos-ir 1.610.2 14102 3.4+ 0.8* 0.4+ 0.4
EORMACION FoxP2-ir 10.8 2.3 4509 10+ 4.7 6.5+37
COMPACTA Delta c-Fos-ir 02£02 310.8
Delta FoxP2-ir 6.3+ 1.8 35£12
Co-Expresion
FORMACION FodFoxP2 26,2% 21,3% 36,9%*** 25,7%
DISPERSA
Delta 4,9 11,21t

Se muestran los 3 dominios o formaciones clasicas del nA: formacién dispersa,

semicompacta y compacta, comparando los datos obtenidos en el lado ipsilateral y

contralateral, tanto en el grupo de animales estimulados eléctricamente como en el grupo

control. Los datos se expresan como media + SEM. Los asteriscos muestran las diferencias

entre el lado ipsilateral y contralateral en el grupo control o los animales estimulados

eléctricamente. *p<0,05; **p<0,01; **p<0,001. Las cruces muestran diferencias en las deltas

entre el grupo control y el grupo de animales estimulados (1 p<0,05).
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Figura 10
Microfotografias de secciones coronales de la médula oblonga

Nota: Fotomicrografias dentro de la region dispersa del nA (Bregma -13.60 mm/-14.08 mm),
mostrando c-Fos/TH-ir (A 'y A1) y FoxP2-ir (B y B1). (A1) células c-Fos-ir del lado ipsilateral;
(B1) células FoxP2-ir del lado ipsilateral. Abreviaturas: A1/C1, grupo celular
adrenérgico/noradrenérgico; RVRG, grupo respiratorio ventral parte rostral; AmbL, regién

dispersa del nA.
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Figura 11
Inmunofluorescencia doble de células del nA a 63x de aumento.

. :

ESTIMULACION

CONTROL

FoxP2 FUSION
B2

Nota: tincion nuclear doble con proteinas cFos y FoxP2 del lado ipsilateral: (A1) cFos-ir en

rata estimulada; (A2) FoxP2-ir en rata estimulada; (A3) cFos/FoxP2-ir en rata estimulada;
(B1); cFos-ir en rata control; (B2) FoxP2-ir en rata control; (B3) cFos/FoxP2-ir en rata

control.
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5.2. INTERACCION DE LA SGPdI Y EL nA: EXPERIMENTOS DE
REGISTRO NEURONAL

Se realizo registro neuronal unitario extracelular en 5 ratas adultas en la
region del nA y su proximidad. Se tuvo en cuenta los resultados de
inmunohistoquimica para realizar un barrido por las distintas regiones que lo
componen y que mostraban un mayor marcaje de c-Fos, intentando caracterizar
el mayor numero de neuronas dentro de cada una de estas zonas. El registro
abarco un area comprendida desde +1,25 mm anterior a Obex (-13,15 mm
posterior a Bregma), hasta -0,5 mm posterior a Obex (-14,90 mm posterior a
bregma) en sentido rostro caudal, y desde 1,5 mm hasta 2,5 mm lateral a la linea
media (Tabla 3).

Se registro la actividad eléctrica unitaria de 160 neuronas, de las cuales
157 fueron localizadas en las diferentes subregiones del nA y en regiones
préximas (GRVr, C1/A1). Todas ellas fueron caracterizadas por el estudio
histolégico. Las neuronas registradas presentaban un patron de actividad
espontaneo, salvo 1 neurona que era silente y que se activo por estimulacion de
la SGPdI. Se han agrupado las neuronas segun su actividad y localizacién en 6
grupos diferentes: neuronas inspiratorias crecientes, neuronas inspiratorias
decrecientes, neuronas espiratorias E1, neuronas espiratorias E2, neuronas
cardiovasculares y neuronas sin modulacién cardiorrespiratoria. Dentro de cada
grupo neuronal se han analizado distintos aspectos: la profundidad y posicidn
media del grupo, la frecuencia de descarga en reposo, la frecuencia de descarga
tras la estimulacion de la SGPdl a 1Hz, la frecuencia de descarga tras la
estimulacién del nervio vago (1 Hz), los aumentos o disminuciones en el patrén
de descarga y, por ultimo, las inhibiciones y activaciones. A continuacion, se

muestran los resultados para cada grupo neuronal.
A. Neuronas inspiratorias decrecientes

Se registraron 21 neuronas inspiratorias (13,1%) con una profundidad
media de 2226,67 + 115,8 micras y una posicion anteroposterior de +0,58 +
0,087 mm anterior a obex y 1,83+ 0,051 mm lateral a la linea media. Su
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localizacion histologica se corresponde con el nA, concretamente con la
formacion dispersa (Figura 12 y 13). Su frecuencia de descarga en reposo fue
de 46,4 + 9,91 Hz, mientras que su frecuencia de descarga ante la estimulacion
de la SGPdI (1 Hz) fue de 46,38 + 10,08, y frente a la estimulacion del vago (1
Hz) fue de 46,79 + 12,64. No existen diferencias significativas al comparar los

cambios de frecuencia ante las distintas estimulaciones (Tabla 3).

Por otro lado, en 8 neuronas (38%) se observa un aumento de la
frecuencia de descarga ante la estimulacion de la SGPdI (entre 2 y 21 Hz de
aumento), en otras 8 neuronas (38%) una disminucion de la frecuencia de
descarga ante la estimulacion de la SGPdI (ente 2 y 19 Hz) y en 5 neuronas no
se observan cambios. Frente a la estimulacion del vago, 6 neuronas disminuyen
su frecuencia de descarga, 4 aumentan su frecuencia de descarga y 11 no la
modifican. Los cambios a la estimulacion de la SGPdI, en un 70% de los casos,

son antagonicos a los cambios obtenidos por estimulacion del vago.

Con respecto a la frecuencia de descarga espontanea, 4 de las neuronas
presentaban una frecuencia de descarga espontanea menor de 10 Hz (20%); 4
entre 10 y 20 Hz (20%); 7 entre 20 y 50 Hz (33%); 3 entre 50 y 100 Hz (14%) y
3 por encima de 100 Hz (14%).

Una de ellas presenta inhibicién los primeros 40 ms tras la estimulacion
del SGPdI.

B. Neuronas inspiratorias crecientes

Se registraron 15 neuronas inspiratorias decrecientes (9,4%) que
presentaron una profundidad media de 2609,80 + 132,04 ym y una posicion
anteroposterior de +0,78 + 0,091 mm anterior a Obex y 2,05 + 0,033 mm lateral
a la linea media. Su localizacion histologica se corresponde con el GRVr (Figura
12). Su frecuencia de descarga en reposo fue de 34,25 £ 9,59 Hz. Su frecuencia
de descarga ante la estimulacion de la SGPdI fue de 33,70 + 8,89, y frente a la
estimulacion del vago fue de 46,79 + 12,64. No existen diferencias significativas
al comparar los cambios de frecuencia ante las distintas estimulaciones (Tabla
3).
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Por otro lado, en 4 neuronas se observa un aumento de la frecuencia de
descarga ante la estimulacion de la SGPdI (entre 2 y 7 Hz de aumento) (27%),
en 3 neuronas se observa una disminucién de la frecuencia de descarga ante la
estimulacién de la SGPdI (ente 3y 13 Hz) (20%) y en 8 neuronas no se observan
cambios. Frente a la estimulacion del nervio vago, 3 neuronas disminuyen su
frecuencia de descarga, 3 neuronas aumentan su frecuencia y 9 neuronas no la
modifican. En un 100% de los casos, los cambios ante la estimulacion son

concordantes con los cambios obtenidos por estimulacion del vago.

Con respecto a la frecuencia de descarga espontanea, en 5 de esas
neuronas es menor de 10 Hz (33%); en otras 5 neuronas se encuentra entre 10
y 20 Hz (33%); en 3 neuronas se encuentra entre 20 y 50 Hz (20%) y, en otras 2
neuronas la frecuencia de descarga espontanea se encuentra entre 50y 100 Hz
(13%).

Una de ellas presenta inhibicién los primeros 100 ms tras la estimulacion
del SGPdI.

C. Neuronas espiratorias E1

Se registraron 15 neuronas espiratorias E1 (9,4%) que presentaron una
profundidad media de 2475,33 + 91,75 ym y una posicién anteroposterior de
+0,24 + 0,089 mm anterior a obex y 1,85+ 0,036 mm lateral a la linea media. Su
localizacion histolégica se corresponde con la formacion dispersa del nA (Figura
12). Su frecuencia media de descarga en reposo fue de 16,90 * 4,02 Hz. Su
frecuencia media de descarga ante la estimulacion de la SGPdI fue de 16,98 +
3,84, y frente a la estimulacion del vago fue de 15,37 £ 4,19. No existen
diferencias significativas cuando comparamos los cambios de frecuencia ante

las distintas estimulaciones (Tabla 3).

Por otro lado, en 2 neuronas se observa un aumento de la frecuencia de
descarga ante la estimulacién de la SGPdI (entre 2 y 6 Hz de aumento) (13%),
en 2 una disminucion de la frecuencia de descarga ante la estimulacion de la
SGPdI (ente 2 y 5 Hz) (13%) y en 11 no se observan cambios. Frente a la

estimulacién del vago, 2 neuronas disminuyen su frecuencia de descarga, 4
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aumentan su frecuencia y 9 no la modifican. En el 100% de los casos, los
cambios a la estimulacion de la SGPdl son concordantes con los cambios
obtenidos por estimulacion del vago.

Con respecto a la frecuencia de descarga espontanea, en 8 neuronas es
menor de 10 Hz (53%), 2 neuronas presentan una frecuencia de descarga

espontanea entre 10 y 20 Hz (13%) y 5 neuronas entre 20 y 50 Hz (33%).

Este grupo neuronal se encuentra especialmente afectado por la
estimulaciéon de la SGPdl (1 Hz). 6 neuronas presentan una inhibicion
postestimulo con una duracion media de 61,8 + 10,6 ms (Figura 14). En 5 de los
casos, la inhibicion comienza inmediatamente después del estimulo de la SGPdI
y en 1 de los casos, la inhibicidn comienza a los 20 ms.

En un caso se observé una activacion a los 5,6 ms. Cuando se utilizaron
dos factores de correccion, el primero dependiendo de la posicion aproximada
del electrodo de estimulacion en el SGPdI y el segundo dependiendo también
del tamafio del animal y de la posicion del electrodo de registro en el nA. Se
calculé una distancia aproximada entre ambas zonas de estudio de 6,6 — 7,7 mm
por lo que se pudo calcular una velocidad de conduccion del axén activado entre
1.18 y 1.37 m/s.

En 3 casos se observa una excitacion. En dos de ellos aparece entre los
15y 75 ms y en otro entre los 60 y 90 ms. Se pudo calcular una velocidad de
conduccion entre 0,11 y 0,13 m/s, lo que podria ser indicativo de una respuesta
polisinaptica. En otro caso, aparece una activacion postinhibicion a los 31 ms.

D. Neuronas espiratorias E2

Se registraron 7 neuronas espiratorias E2 (4,4%) que presentaron una
profundidad media de 2229,43 + 268,44 micras y una posicion anteroposterior
de +0,55 £ 0,221 mm anterior a obex y 1,83+ 0,071 mm lateral a la linea media.
Su localizacion histolégica se corresponde con la formacion dispersa del nucleo
ambiguo (Figura 12). Su frecuencia media de descarga en reposo fue de 12,80
+ 4,62 Hz. Su frecuencia de descarga ante la estimulacion de la SGPdI fue de
10,98 + 4,01, y frente a la estimulacién del vago fue de 13,02 + 3,89. No existen
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diferencias significativas cuando comparamos los cambios de frecuencia ante

las distintas estimulaciones (Tabla 3).

Por otro lado, en 2 neuronas se observa una disminucion de la frecuencia
de descarga ante la estimulacién de la SGPdI (ente 2y 7 Hz) (29%) y en 5 no se
observan cambios. Frente a la estimulacion del vago, 1 neurona disminuye su
frecuencia de descarga y 6 no la modifican. En el 100% de los casos, los cambios
a la estimulacion de la SGPdI son concordantes con los cambios obtenidos por

estimulacién del vago.

Con respecto a la frecuencia de descarga espontanea, 4 neuronas
presentan una frecuencia menor de 10 Hz (57%), mientras que 3 neuronas

presentan una frecuencia de descarga espontanea entre 20 y 30 Hz (43%).

Este grupo neuronal se encuentra especialmente afectado por la
estimulaciéon de la SGPdl (1 Hz). 2 neuronas presentan una inhibicion
postestimulo con una duracion media de 135 ms. En 1 caso la inhibicion
comienza a los 40 ms después del estimulo de la SGPdI, y termina a los 80 ms.

En 1 casos se observé una activacion a los 5, 5 ms (figura 13) y en otros
2 casos la activacion se observo a 3,3 ms (3-4 ms). Cuando se utilizaron dos
factores de correccién, el primero dependiendo de la posicion aproximada del
electrodo de estimulacién en el SGPdI y el segundo dependiendo también del
tamano del animal y de la posicion del electrodo de registro en el nucleo
ambiguo, se calcul6 una distancia aproximada entre ambas zonas de estudio de
6,6 — 7,7 mm por lo que se pudo calcular una velocidad de conduccion del axén

activado entre 2y 2.33 m/s.

En 1 caso se observa una excitacidon a los 12 ms, apareciendo entre los
40 y 80 ms una inhibicion. Se pudo calcular una velocidad de conduccion de
axén de 0,55 — 0,64 m/s.

E. Neuronas cardiovasculares

Se registraron 44 neuronas con un perfil claramente cardiovascular

(27,5%) que presentan una profundidad media de 2955,05 + 67,1 ym y una
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posicion anteroposterior de +0,54 + 0,076 mm anterior a obex y 2,16+ 0,034 mm
lateral a la linea media. Su localizacion histolégica se corresponde con el C1/A1
(CVL) (Figura 12). Su frecuencia media de descarga en reposo fue de 15,97 +
2,27 Hz. Su frecuencia de descarga ante la estimulacion de la SGPdI fue de
16,43 £ 2,3, y frente a la estimulacion del vago fue de 12,48 + 1,95. No existen
diferencias significativas cuando comparamos los cambios de frecuencia ante

las distintas estimulaciones (Tabla 3).

Por otro lado, en 10 neuronas se observa una disminucion de la frecuencia
de descarga ante la estimulacion de la SGPdI (ente 2 y 13 Hz) (23%), en 11 se
observa un aumento de la frecuencia (entre 2 y 11 Hz) (25%) y en 23 no se
observan cambios. Frente a la estimulacion del vago, 7 neuronas disminuyen su
frecuencia de descarga, 14 aumentan su descarga y 23 no la modifican. En un
50% de los casos, los cambios a la estimulacion de la SGPdI son concordantes

con los cambios obtenidos por estimulacion del vago.

Con respecto a la frecuencia de descarga espontanea, 20 neuronas
presentan una frecuencia menor de 10 Hz (45%); 13 neuronas presentan una
frecuencia entre 10 y 20 Hz (30%) y 11 neuronas presentan una frecuencia de

descarga espontanea entre 20 y 60 Hz (25%).

Este grupo neuronal se encuentra especialmente afectado por la
estimulacion de la SGPdI (1 Hz). De 44 de las neuronas, 23 ven modificada su
actividad (52%). 10 neuronas presentan una inhibicion postestimulo con una
duracion media de 105 ms. En otros 2 casos la inhibicion comienza a los 20y a

los 60 ms después del estimulo de la SGPdI y dura hasta los 140 ms.

En 9 casos se observo una activacion media a los 7,6 ms (4-15 ms)
(Figura 15). Cuando se utilizaron dos factores de correccidon, el primero
dependiendo de la posicion aproximada del electrodo de estimulacién en el
SGPdly el segundo dependiendo también del tamafio del animal y de la posicion
del electrodo de registro en el nA. Se calculé una distancia aproximada entre
ambas zonas de estudio de 6,6 — 7,7 mm por lo que se pudo calcular una
velocidad de conduccion del axon activado entre 0,87 y 1.01 m/s. En 5 de estas

neuronas previamente descritas aparece una inhibicion tras la activacion.
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En 1 de los casos se observa una excitacion a los 5 ms seguida de una
inhibicion de duracion 150 ms. En otro caso la excitacion aparece a los 15 ms.
Se pudo calcular una velocidad de conduccion de axén de 0,44 — 0,51 m/s.

F. Neuronas sin modulacién cardiorrespiratoria

Se registraron 54 neuronas sin un perfil claramente definido (33,7%) que
presentan una profundidad media de 2834,30 + 63,04 uym y una posicion
anteroposterior de +0,55 £ 0,069 mm anterior a obex y 1,8+ 0,028 mm lateral a
la linea media. Su localizacion histologica se corresponde con la zona de GRVr
y C1/A1 (Figura 12). Su frecuencia media de descarga en reposo fue de 21,82 +
2,46 Hz. Su frecuencia de descarga ante la estimulacion de la SGPdI fue de
21,69 + 2,65, y frente a la estimulacion del vago fue de 18,26 £ 2,98. No existen
diferencias significativas cuando comparamos los cambios de frecuencia ante

las distintas estimulaciones (Tabla 3).

Por otro lado, en 15 neuronas se observa una disminucion de la frecuencia
de descarga ante la estimulacion de la SGPdI (ente 2y 13 Hz) (27,7%), en 10 se
observa un aumento de la frecuencia (entre 2 y 15 Hz) (18,5%) y en 29 no se
observan cambios. Frente a la estimulacion del nervio vago, 15 neuronas
disminuyen su frecuencia de descarga, 6 aumentan su descarga y 33 no la
modifican. En 13 de los casos, los cambios a la estimulacion de la SGPdI son
concordantes con los cambios obtenidos por estimulacion del vago, mientras que

en 8 casos son distintos.

Con respecto a la frecuencia de descarga espontanea, 19 presentan una
frecuencia menor de 10 Hz (35,2%), 13 presentan una frecuencia entre 10 y 20
Hz (24,1%); 9 neuronas presentan una frecuencia entre 20 y 30 Hz (16,6%) v,
13 de ellas presentan entre 30 y 60 Hz (24,1%).

Este grupo neuronal se encuentra especialmente afectado por la
estimulacién de la SGPdI (1 Hz). Del total de 54 neuronas, 25 de ellas ven
modificada su actividad (46%). 8 neuronas presentan una inhibicion postestimulo
con una duracion media de 185 ms. En otros 4 casos la inhibicion comienza ente

los 20 y a los 75 ms después del estimulo de la SGPdI y dura hasta los 130 ms.
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En 6 casos se observo una activacion media a los 17,4 ms (8-34 ms).
Cuando se utilizaron dos factores de correccion, el primero dependiendo de la
posicion aproximada del electrodo de estimulacion en el SGPdIl y el segundo
dependiendo también del tamafio del animal y de la posicion del electrodo de
registro en el nucleo ambiguo, se calcul6 una distancia aproximada entre ambas
zonas de estudio de 6,6 — 7,7 mm por lo que se pudo calcular una velocidad de
conduccion del axon activado entre 0,38 y 0.44 m/s. En 6 de estas neuronas

previamente descritas aparece una inhibicién tras la activacion.

En 1 de los casos se observa una excitacion a los 4,5 ms seguida de una
inhibicion de duracidon 300 ms. En otros dos casos la excitacion aparece a los 4
ms, calculando una velocidad de conduccion de axon de 1,65 — 1,9 m/s, y en
otro caso a los 20 ms (velocidad de conduccion entre 0,33 y 0,38 m/s).

G. Neurona silente

Se registré una neurona silente que presenta una profundidad de 2320
micras y una posicion anteroposterior de +1 mm anterior a obex y 1,85 mm lateral
a la linea media. Su localizacion histologica se corresponde con la parte dispersa
del nA. La neurona pudo ser estudiada por presentar activacion
ortodrémica/antidromica desde la SGPdI. La latencia de actividad ortodromica
desde la SGPdI fue de 4.5 ms, por lo que se pudo calcular una velocidad de
conduccion del axon activado entre 1.47 y 1.7 m/s.
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Cuantificacion de las neuronas registradas mediante registro extracelular unitario

en las distintas regiones del nA y regiones adyacentes.

ESTUDIO ELECTRONEUROFISIOLOGICO

FREC. FREC. SGPdl | FREC. VAGO | MODIF
B AL ) HeE ) REP (Hz) (H2) (H2) ACTIV
INSPIRATORIAS +0,58 + 0,087 ant 0
DEGRECIENTES | 21 | 2226671158 © 832 0,051 lat 46,4+991 | 46,38 +10,08 | 46,79+12,64 | 76%
INSPIRATORIAS *+0,78£0,091ant | 3425+ 0
CRECIENTES | 15 | 2609,80 + 132,04 2 05¢ 0,033 la 650 33,70+8,89 | 46,79+1264 | 47%
+0,24 + 0,089
ESP'RQIOR'AS 15 | 247533 +9175 13’%%* 16,98+3,84 | 1537+4,19 67%
1,85+ 0,036 ;
+0,55 + 0,221
ESPIRATORIAS | 7 | 5999 43 + 268 44 1280+ | 40984401 | 1302+389 | 86%
E2 1,83+ 0,071 4,62
+0,54 £ 0,076 1597 +
CARDIOVASC. | 44 | 295505 67,1 57 16,43 + 2,3 12,48 + 1,95 52%
2,16+ 0,034 ;
+0,55 £ 0,069 2182 +
SIM 54 | 2834,30 + 63,04 0L X 2169+2,65 | 18,26 +2,98 46%
1,8+ 0,028 2,46

Nota: los datos se expresan como la media £+ SEM. 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 (delta) entre los animales control y estimulados (T p< 0.05).
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Figura 12

Dibujo esquematico de secciones parasagitales del cerebro de rata.

Bregma-14,16 mm

Bregma -13,92 mm

Bregma-13,76 mm

Nota: ilustran la posicion aproximada dentro de la formacion dispersa del nA y regiones
adyacentes de los 6 grupos neuronales caracterizados por registro unitario extracelular. 10N,
nucleo motor dorsal del vago; AmbL, formacién dispersa del nucleo ambiguo; C1/A1, grupos
adrenérgicos y catecolaminérgicos; NTS, nucleo del tracto solitario; r'VRG, grupo respiratorio

ventral parte rostral; Sp5, nucleo trigeminal espinal.
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Figura 13

Registro de tres neuronas con modulacion respiratoria
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Nota: neurona espiratoria E2 (amarillo), espiratoria E1 (morado), inspiratoria (azul). De arriba
abajo se muestra: barrido de 10 s de registro de flujo respiratorio, presion pleural y descarga
neuronal. Descarga neuronal superpuesta a la linea media de flujo respiratorio (azul).
Peristimulus histogram de la descarga neuronal frente al flujo (reposo) y frente al estimulo
de la SGPdI (activacion de la neurona amarilla).
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Figura 14

Registro de neurona espiratoria E1
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Nota: de arriba abajo se muestran: barrido de 10 s del registro de flujo respiratorio, presion
pleural y descarga neuronal. Descarga neuronal superpuesta a la linea media de flujo
respiratorio (azul). Peristimulus histogram de la descarga neuronal frente al flujo (reposo),
descarga con inhibicién y Peristimulus histogram tras estimulo de la SGPdI.
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Figura 15

Registro de neurona con modulacion cardiovascular
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Nota: de arriba abajo se muestran: barrido de 10 s del registro de presion arterial, flujo
respiratorio, presion pleural y descarga neuronal. Peristimulus histogram de la descarga
neuronal en reposo frente a la linea media de presion arterial, descarga con activacion de la

neruona tras estimulo de la SGPdI.
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5.3. INTERACCION DE LA SGPdI Y EL nA: EXPERIMENTOS CON
ESTIMULACION ELECTRICA/QUIMICA Y PRESION
SUBGLOTICA

Una vez caracterizada la relacion anatomofuncional entre la SGPdI y el
nA. Se disefid un segundo bloque experimental en el que se estimulo eléctrica y
quimicamente (glutamato) la SGPdl para caracterizar los cambios
cardiorrespiratorios y de resistencia laringea que se producen ante la activacion
de esta region. Para poder medir los cambios de resistencia laringea se
modificaron los procedimientos generales de cirugia y se aplic la técnica de

“glotis aislada in situ”.

5.3.1. Estimulacion eléctrica de SGPdl y medicién de presion

subglética

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria y laringea tras la
estimulacién eléctrica de la SGPdI en rata (n=7) con respiracion espontanea. La
localizacion anatomica de los puntos donde se realizaron las estimulaciones

eléctricas en la SGPdI se observa en la figura 16.

La respuesta respiratoria y laringea evocada por la estimulacion eléctrica
de la SGPdI consistié en un aumento significativo de la frecuencia respiratoria,
de 104 £ 9 a 145 + 15 resp min™' (p<0,01) por disminucion de tiempo espiratorio,
de 0,343 + 0,028 a 0,233 + 0,021 s (p<0,01) e inspiratorio, de 0,261 + 0,021 a
0,209 + 0,026 s (p<0,05), también se produjo un incremento de la presion
pleural inspiratoria, de 0,805 £+ 0,023 a 1,232 + 0,045 cmH20 (p<0,01)
acompafada de una disminucion en la resistencia laringea, de 8,1+ 1,3a 3,3 =
0,3 cmH20 (p<0,01). En cuanto a la respuesta cardiovascular evocada por la
estimulacién eléctrica de la SGPdI, consistié en un aumento de la presién arterial,
de 106 £ 3 a 148 + 6 mmHg (p<0,001) y de la frecuencia cardiaca, de 408 + 10
a 435 + 10 lat min-' (p<0,001) (Figuras 17-20; Tabla 4).
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Figura 16

Localizacion de las zonas de la SGPdl estimuladas eléctricamente

Bregma -6,72 mm Bregma -6,84 mm Bregma -7,08 mm

Nota: esquematizacion de secciones coronales de la SGPdI desde la zona rostral (parte
superior-izquierda) a la caudal (parte inferior-derecha), para mostrar la localizacion de las
zonas estimuladas eléctricamente dentro de la SGPdl. SGPdm, Sustancia Gris
Periacueductal dorsomedial; SGPdI, Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral; SGPI,

Sustancia Gris Periacueductal lateral.
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Figura 17
SGPdl (estimulacion eléctrica)
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Nota: cambios cardiorrespiratorios y de actividad laringea en rata con respiracion
espontanea antes, durante y 30 segundos después de la estimulacion eléctrica en la SGPdI.
La estimulacion eléctrica la marca la flecha vertical (5 segundos). Se representan de arriba
abajo los registros de frecuencia respiratoria instantanea (resp min™), flujo respiratorio (ml
s-'), presiéon pleural (cmH20), presion subgldtica (cmH20), presiéon arterial (mmHg) y
frecuencia cardiaca instantanea (lat min').
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Figura 18

Registro de presion subgldtica, flujo respiratorio y presion pleural
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Nota: de arriba abajo: presion subglética (cmH20), flujo respiratorio (ml/s) y presién pleural
(cmH20) en una rata de respiracion espontanea que muestra el efecto modulador
respiratorio sobre la respuesta laringea evocada a la estimulacion eléctrica de la SGPdI.
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Tabla 4. Parametros laringeos y cardiorrespiratorios medidos antes (Reposo),
durante (Estimulacion) y 4 minutos después de la estimulacion eléctrica en la
SGPdI (Recuperacion). Los datos se expresan como media + SEM. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 y comparando estimulacion frente a reposo. Se muestran
los valores de tiempo inspiratorio (Tl), tiempo espiratorio (TE), frecuencia
respiratoria (FR), presion pleural (PP), presion subglotica (PSG), presion arterial
(PA) y frecuencia cardiaca (FC).

Estimulacion eléctrica de la SGPdI

SGPdI (n=7) Reposo Estimulacién Recuperacién
TI(s™) 0,261 + 0,021 0,209 + 0,026* 0,259 + 0,019
TE (s™) 0,343 + 0,028 0,233 + 0,021** 0,341 + 0,025
FR (resp min) 104 +9 145 + 15** 105+ 9
PP (cmH20) 0,805 + 0,023 1,232 + 0,045** 0,896 + 0,019
PSG (cmH20) 8,1+1,3 3,3+0,3* 8,1+14
PA (mmHg) 106 + 3 148 + 6*** 104 + 4
FC (lat min'") 408 + 10 435 + 10*** 4107
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Figura 19
Cambios respiratorios y respuesta laringea tras estimulacion eléctrica de SGPdI
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Nota: graficos de cajas y bigotes que muestran los cambios respiratorios y de respuesta
laringea entre los estados de reposo (caja blanca) y tras la estimulacion eléctrica de la SGPdI
(caja azul). FR, frecuencia respiratoria; PSG, presion subglotica; Tl, tiempo inspiratorio; TE,
tiempo espiratorio; PP, presion pleural. *p<0,05; **p<0,01. Estimulacion frente a Reposo.
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Figura 20

Cambios cardiovasculares tras estimulacion eléctrica de SGPdl
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Nota: graficos de cajas y bigotes que muestran los cambios en los parametros
cardiovasculares (presion arterial y frecuencia cardiaca) entre los estados de
reposo (caja blanca) y tras la estimulacion eléctrica de la SGPdI (caja azul).
***p<0,001. Estimulacién frente a Reposo.
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5.3.2. Estimulacion quimica de la SGPdl y medicién de presion

subglética

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria y laringea tras la
estimulacion quimica de la SGPdI con PBS (Grupo Control; n=7) y glutamato

(Grupo Estimulado; n=7) en ratas con respiracion espontanea (Figura 21).
Microinyecciones de PBS en la SGPdI

Antes de iniciar la estimulacion quimica con glutamato, disefiamos un
grupo control en el que se microinyectdé PBS (phosphate buffer saline, pH 7,4 +
0,1) con azul de Evans 1% (50 nl) en la SGPdI.

Se caracterizo la respuesta de reposo del animal 30 segundos antes de
la microinyeccion de PBS en la SGPdI (n=7). A continuacién, se microinyectaron
50 nl de PBS en la zona de estudio. Estas microinyecciones no produjeron
cambios significativos en los parametros cardiorrespiratorios ni laringeos en
reposo (Tabla 5, Figuras 23 y 24). Tras 30 minutos, las variables registradas no

mostraron cambios con respecto a los valores de reposo.

Se comprobd histolégicamente que todas las microinyecciones se
encontraban en la zona de estudio y no afectaban a regiones colindantes (Figura
18).

Otros resultados

Se dio la circunstancia que en 3 ratas la microinyeccion no se realizd
exactamente en la SGPdI. En ninguno de los tres casos se produjeron cambios
en las variables cardiorrespiratorias y laringeas analizadas. Las localizaciones
de las microinyecciones fueron en DpWh (capa blanca profunda de coliculo

superior).
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Microinyecciones de glutamato en la SGPdI

El disefio de este grupo experimental se enfocd para poder caracterizar la
respuesta laringea y cardiorrespiratoria evocada por la estimulacion de los
somas de la SGPdI, ya que el glutamato, a diferencia de la estimulacion eléctrica,
estimula unicamente los cuerpos celulares de las neuronas situadas en nuestra

region de estudio.

Se caracterizo la respuesta de reposo del animal 30 segundos antes de
la microinyeccion de glutamato en la SGPdl (n=7). A continuacion, se
microinyectaron 50 nl de glutamato en la zona de estudio. El glutamato se
microinyecto diluido en una solucion de PBS (phosphate buffer saline, pH 7,4 +
0,1) y azul de Evans 1% (50 nl), esto nos permitié comprobar histologicamente
que las microinyecciones se encontraban en la zona de estudio y no afectaban

a regiones colindantes (Figura 21).

Los primeros cambios cardiorrespiratorios y laringeos comienzan a
observarse a los 30 segundos - 1 minuto tras la microinyeccién de glutamato.
Esta respuesta simpatoexcitadora tiene una duracién aproximada de entre 2
minutos y medio y 7 minutos. Tras 30 minutos, todas las variables registradas

volvieron a los valores de reposo en todos los animales.

La respuesta laringea y respiratoria evocada por estimulacion quimica con
glutamato de la SGPdI se caracterizdé por una disminucion significativa de la
resistencia laringea (presion subglética) de 9,4 +4,6 a 4,6 £ 0,4 cmH20 (p<0,001)
acompafnada de incremento significativo de la frecuencia respiratoria, de 81 £ 5
a 111 £ 13 resp min-! (p<0,001) por diminucién de tiempo espiratorio, de 0,474
0,038 a 0,346 * 0,037 s (p<0,001) e inspiratorio, de 0,287 + 0,009 a 0,244 *
0,023 s' (p<0,05) y un incremento significativo de la presidn pleural inspiratoria,
1,072 £ 0,014 a 1,217 + 0,062 cmH20 (p<0,001) (Tabla 6, Figuras 22, 23 y 24).

La respuesta cardiovascular se caracterizé por un aumento significativo
de la presion arterial, de 105 + 3 a 116 + 4 mmHg (p<0,001), acompafiada de un
aumento significativo también de la frecuencia cardiaca, de 391 + 8 a 436 + 8 lat
min-' (p<0,001) (Tabla 6, Figuras 22, 23 y 24).
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Otros resultados

En 2 de los animales, se comprob6 que la zona microinyectada no se
correspondia con la SGPdI. En el primero de ellos, se microinyecto fuera de la
SGP, concretamente, en la zona de DpWh (capa blanca profunda del coliculo
superior), sin obtener cambios en la respuesta laringea y cardiorrespiratoria. En
el segundo animal la microinyeccion se localizé entre las regiones SGPIy SGPvI
no produciéndose cambios en la respuesta laringea, aunque si una ligera
disminucién no significativa de la frecuencia respiratoria, presion arterial y

frecuencia cardiaca.
Microinyecciones de PBS vs microinyecciones de glutamato en la SGPdI

Para poder comprobar que los cambios producidos en el grupo de
animales estimulados con glutamato eran diferentes significativamente a los del
grupo control, se realizé una comparativa entre la amplitud de las diferencias en
las respuestas laringeas vy cardiorrespiratorias entre ambos grupos

experimentales.

En dicho estudio se observaron diferencias significativas en la amplitud
del cambio del tiempo espiratorio (-0,008 + 0,006 a -0,128 + 0,021 s'; p = 0,001),
frecuencia respiratoria (1 £ 0,69 a 29,57 + 8,7 resp min”'; p = 0,001), presion
pleural (0,007 + 0,001 a 0,144 + 0,050 cmH20; p = 0,029), presion subgldtica
(0,05 +0,05a-4,60 + 0,24 cmH20; p = 0,001), presion arterial (0,00 £ 1,0a 10,57
+ 0,82 mmHg; p = 0,001) y frecuencia cardiaca (0,29 £ 2,5 a 45,57 + 3,9 lat min°
. p =0,001). No se produjeron diferencias significativas en el tiempo inspiratorio

entre ambos grupos (Figuras 23 y 24).
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Figura 21

Localizacién microinyeccion de PBS y glutamato dentro de la SGPdl

Bregma -6,72 mm Bregma -6,84 mm Bregma -7,08 mm

Nota: esquematizacion de secciones coronales de la SGPdI desde la zona rostral
(parte superior-izquierda) a la caudal (parte inferior-derecha), para mostrar la
localizacion de las zonas microinyectadas con PBS (circulo vacio) y con
glutamato (circulo azul) dentro de la SGPdl. SGPdm, Sustancia Gris
Periacueductal dorsomedial; SGPdI, Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral;
SGPI, Sustancia Gris Periacueductal lateral.
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Figura 22

SGPdI (estimulacion con glutamato)
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Nota: cambios cardiorrespiratorios y de actividad laringea en rata con respiracion
espontanea antes, durante y 4 minutos después de la microinyeccion de
glutamato en la SGPdIl. La flecha vertical marca la microinyeccion. Se
representan de arriba abajo los registros de frecuencia respiratoria instantanea
(rpm), flujo respiratorio (ml s™), presion pleural (cmH20), presidén subglética
(cmH20), presion arterial (mmHg) y frecuencia cardiaca instantanea (bpm).
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Tabla 5. Parametros laringeos y cardiorrespiratorios medidos antes (Reposo),
durante (Estimulacion) y 30 minutos después de la microinyeccion de PBS en la
SGPdI (Recuperacion). Los datos se expresan como media £+ SEM. Se comparan
estimulacion frente a reposo. Se muestran los valores de tiempo inspiratorio (TI),
tiempo espiratorio (TE), frecuencia respiratoria (FR), presion pleural (PP),

presion subglética (PSG), presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).

Microinyecciones de PBS en la SGPdI

SGPdI (n=7) Reposo Estimulacién Recuperacién
TI(s) 0,311 £ 0,001 0,312 + 0,001 0,312 + 0,001
TE (s™) 0,394 + 0,001 0,385 + 0,002 0,393 + 0,001
FR (resp min™) 85+7 867 85+7

PP (cmH20) 1,081 + 0,017 1,088 £ 0,018 1,082 £ 0,016
PSG (cmH20) 10,4 £ 0,6 10,5+ 0,6 10,4 +£ 0,6
PA (mmHg) 103+ 3 104 + 2 103 £ 2
FC (lat min'") 394 +8 395+7 393+10
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Tabla 6. Parametros laringeos y cardiorrespiratorios medidos antes (Reposo),

durante (Estimulacién) y 30 minutos después de la microinyeccion de glutamato

en la SGPdI (Recuperacion). Los datos se expresan como media + SEM.

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Se compara estimulacion frente a reposo. Se

muestran los valores de tiempo inspiratorio (TI), tiempo espiratorio (TE),

frecuencia respiratoria (FR), presion pleural (PP), presion subglética (PSG),

presidn arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).

Microinyecciones de glutamato en la SGPdI

SGPdI (n=7) Reposo Estimulacién Recuperacién
TI(s) 0.287 + 0.009 0.244 + 0.023* 0.286 + 0.008
TE (s™) 0.474 +£0.038 0.346 + 0.037*** 0.472 + 0.035
FR (resp min) 81+5 111 £ 13*** 83+6

PP (cmH20) 1,072 + 0,014 1,217 + 0,062** 1,090 £ 0,016
PSG (cmH20) 94+04 4.6 £ 0.4 9.8+0.6
PA (mmHg) 105+ 3 116 + 4*** 107 + 4
FC (lat min'") 391+8 436 + 8*** 393+10
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Figura 23

Cambios respiratorios y respuesta laringea tras estimulacion quimica de SGPdI
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Nota: graficos de cajas y bigotes que muestran los cambios respiratorios y de respuesta

laringea entre los estados de reposo (caja blanca) y tras la estimulacion de la SGPdI (caja

azul). FR, frecuencia respiratoria; PSG, presion subglética; Tl, tiempo inspiratorio; TE,

tiempo espiratorio; PP, presiéon pleural. Se comparan los grupos de animales control vs

glutamato. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Estimulacion frente a Reposo.
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Figura 24

RESULTADOS

Cambios cardiovasculares tras estimulacion quimica de SGPdl
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Nota: Graficos de cajas y bigotes que muestran los cambios en los parametros

cardiovasculares (presion arterial y frecuencia cardiaca) entre los estados de reposo (caja

blanca) y tras la estimulacion de la SGPdI (caja azul). Se comparan los grupos de animales
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control vs glutamato.

p<0,001. Estimulacion frente a Reposo.
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DISCUSION

6. DISCUSION

Este trabajo de tesis doctoral nos ha permitido describir por primera vez el
papel modulador de la SGPdI sobre el nA en el control central de la funcion laringea,
permitiéndonos mejorar, de este modo, la comprension de los mecanismos

neurofisiolégicos subyacentes implicados en dicho control laringeo.

Para ello, en una primera fase de este estudio, se ha caracterizado, en rata,
la interaccion morfofuncional entre estas dos regiones a través de la expresion de
las proteinas c-Fos y FoxP2 en las neuronas de las distintas subdivisiones de este
nA por la microestimulacién eléctrica de la SGPdl. En una segunda fase, se
procedi6 al estudio electrofisiologico de las caracteristicas de la actividad neuronal
del nA durante su descarga espontanea y después de la microestimulacion eléctrica
de la SGPdI. El estudio finaliza con un grupo de experimentacién que nos ha
permitido caracterizar la respuesta laringea y cardiorrespiratoria a la estimulacion
eléctrica y quimica de la SGPdI, utilizando la variable de presion subglética como
medida de la resistencia laringea y como indicador de los cambios en la actividad
laringea. Para ello, se ha recuperado y actualizado la técnica de “glotis aislada in
situ”, la cual se habia llevado a cabo en nuestro grupo de investigacion en estudios
realizados en perro, gato y rata (Lara et al., 1993, 2002; Dawid-Milner et al., 1988,
1993; Gonzalez-Barén et al., 1978, 1979a,b, 1980; 1981; 1989).

Los resultados obtenidos en cada uno de los bloques experimentales
llevados a cabo sugieren que, bajo nuestras condiciones experimentales, la SGPdI
modula la actividad de las motoneuronas laringeas localizadas dentro de la
formacion dispersa del nA, influyendo asi en los musculos laringeos estriados de la
via aérea superior, durante los cambios cardiorrespiratorios concomitantes

evocados por la estimulacién eléctrica o quimica de la SGPdI.
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6.1. CONSIDERACIONES GENERALES

La vocalizacion es un proceso comun en muchas especies que requiere una
precisa coordinacidon entre respiracion y fonacién. Aunque la complejidad de esta
vocalizacién varia en funcion de la especie, el proceso fundamental de produccién
del sonido, es decir, la fonacion, comparte muchas similitudes (Holstege y
Subramanian, 2016; Nieder y Mooney, 2020). La fonacidn se genera
predominantemente durante la espiracion, momento en el que se produce un
estrechamiento de la glotis por aduccion de las cuerdas vocales, mientras se espira
aire simultaneamente (Zhang, 2016). Para que se produzca la vocalizacion es
necesario que se incremente la presion en la region subglética que se encuentra
inmediatamente por debajo de las cuerdas vocales. El estrechamiento de la glotis
se acompafia de un aumento de la presion subgldtica. Cuando el flujo de aire
supera la resistencia que ejercen las cuerdas vocales en su posicion de cierre,
éstas se separan y el aire pasa a través de ellas, creando la vibracion necesaria
para generar ondas sonoras. Es necesario, por tanto, un aumento previo de la
resistencia laringea para que se produzca la vocalizacion. En este contexto, las
cuerdas vocales actuan como un transductor de energia, convirtiendo la energia
aerodinamica proveniente de los pulmones en energia acustica. La presion
subglotica esta determinada tanto por el flujo de aire generado como por la fuerza
con la que se contraen los musculos respiratorios, ademas de por el espacio glotico,

es decir, con la aduccion de las cuerdas vocales (Titze, 1989; Riede et al., 2020).

Por otro lado, la fonacion no se produce durante la inspiracidn porque ésta
requiere de la apertura de la region gldtica, por lo que las cuerdas vocales deben
estar en abduccion y la presion subglotica disminuye. Ademas, la necesidad de
inspirar suprime la vocalizacién, son dos actividades que no pueden suceder en el
mismo momento, es decir, debemos dejar de hablar cuando necesitamos inspirar
(Del Negro et al., 2018). La actividad vocal se fundamenta, por tanto, en los
movimientos respiratorios, o que implica que los circuitos centrales responsables
de la respiracion también forman parte de la red neuronal involucrada en la
vocalizacién (Riede et al., 2019). Para lograr un flujo de aire 6ptimo que satisfaga
tanto los requerimientos respiratorios como los de fonacion, es esencial un control

preciso de todos los musculos respiratorios, los cuales son controlados por nucleos
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ubicados en el tronco del encéfalo (Jurgens, 2002a). Lo que nos falta por saber
sobre la vocalizacion es como los circuitos neurales coordinan a la perfeccion los
movimientos laringeos con la respiracion para producir el acto fonatorio y dar

prioridad a las necesidades respiratorias.

La clave para entender todo este proceso es identificar, en primer lugar, las
neuronas que impulsan la aduccién laringea para la vocalizacion y luego determinar
su interaccién con los circuitos respiratorios. EI nRA es un area fundamental en la
produccion vocal. Hay estudios en los que, estimulaciones eléctricas de la SGP en
gatos descerebrados (Shiba et al., 1997; Zhang et al., 1994) y ratas anestesiadas
(Hartmann y Brecht, 2020) producen vocalizaciones, las cuales no aparecen
cuando se lesiona el nRA. Los trazadores neurales inyectados en el nRA marcan
densas proyecciones axonales hacia el nA, donde se localizan las motoneuronas
laringeas (Holstege, 1989) que son las encargadas de controlar las unidades

motoras de los musculos intrinsecos de la laringe.

El nA es una columna de neuronas orientadas rostrocaudalmente y situada
en la porcidn ventrolateral de la zona bulbar que puede dividirse en 3 regiones
distintas: la formaciéon compacta (donde se encuentran motoneuronas que inervan
el eséfago), la formacion semicompacta (que contiene motoneuronas que inervan
la faringe y el musculo cricotiroideo de la laringe) y la formacién dispersa (con
motoneuronas que inervan la musculatura intrinseca de la laringe, excepto el
musculo cricotiroideo) (Pascual-Font et al., 2011; Hernandez-Morato et al., 2013).
Estas motoneuronas laringeas que controlan la musculatura intrinseca laringea lo
hacen a través del nervio vago y se encargan de controlar la tension, la longitud y
la posicion de las cuerdas vocales (Nufiez-Abades et al., 1990).

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se ha caracterizado
la actividad de las motoneuronas laringeas del nA 'y su modulacion desde regiones
protuberanciales (cPB y A5) y los mecanismos reflejos que intervienen en las
respuestas laringeas (Dawid-Milner et al. 1993; Lara et al. 2002). Todas estas
regiones presentan expresion del factor FoxP2, factor de transcripcion necesario
para el 6ptimo desarrollo cerebral y pulmonar que esta intimamente relacionado

con la vocalizacion. A lo largo de la evolucion de la especie humana se supone que
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ayudo en el incremento de la conectividad sinaptica y la plasticidad en los circuitos
de los ganglios basales, mejorando el control motor y las capacidades cognitivas y
linguisticas humanas (Stanic et al 2018).

Los centros respiratorios bulboprotuberanciales (cPB, Area A5, NTS, nA,
nRA, paraambiguo y retrofacial) integran inputs desde receptores centrales y
periféricos y desde centros superiores, para producir cambios en el ritmo
respiratorio basico (eupnea) que son un prerrequisito para la supervivencia. Por
ejemplo, la taquipnea asociada a la reaccidén de defensa, que aumenta el aporte de
oxigeno necesaria para la lucha o la defensa, o la respuesta de reset tipo “gasping”
ante un cuadro de ansiedad intensa con alcalosis respiratoria (Dawid-Milner et al.,
1995; Diaz Casares et al., 2009; Lopez-Gonzalez et al., 2013, 2020). Pero también
son necesarios estos cambios en la respiracion para mantener un flujo espiratorio
constante que permita la vocalizacion. Uno de estos centros superiores es la SGP,
que coordina la actividad eferente a partir de aferencias limbicas, cortico-
prefrontales y cingulares (Ledoux, 2012; Koutsikou et al, 2015).

La SGP es una zona que desempefia un papel fundamental en la regulacién
e integracion del comportamiento defensivo en mamiferos, de su respuesta
autonomica y del procesamiento de estimulos dolorosos, pero también es un area
implicada en la vocalizacién y en la integracién y adaptacion de la respiracion a las
diferentes situaciones ambientales. Todo ello gracias a sus interconexiones tanto
con el encéfalo anterior como las regiones mas caudales del tronco del encéfalo
(Dampney, 2016). La SGP presenta gran cantidad de aferencias. Las mas
importantes tienen su origen desde el cortex prefrontal, amigdala e hipotalamo. Sus
proyecciones eferentes hacia distintos nucleos protuberanciales le permiten
coordinar diferentes patrones de respuestas cardiorrespiratorias y motoras
dependientes del tipo de estimulo (Tovote et al., 2016; Trevizan-Bau et al., 2021b).
Otras funciones de la sGP incluyen la termorregulacidon, participacion en
mecanismos de vigilia y suefio o la modulacién del dolor neuropatico o la miccién
(de Menezes et al 2009; Holstege, 2005; Kuner and Kuner, 2021). A nivel clinico
sabemos que su actividad se modifica en distintos procesos neurodegenerativos
como el Alzheimer y la atrofia multisistémica (Behbehani, 1995; Carrive, 1993;
Heinricher et al., 2009; Zhang et al., 2007).
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Todas estas estructuras superiores que proyectan a la sGP integran
informacion visual, auditiva y somatosensorial en el contexto de mecanismos
basicos para la supervivencia, manteniendo un tono eferente sobre la sGP, que a
su vez proyecta sobre los centros respiratorios bulboprotuberanciales implicados
en la ritmogénesis respiratoria, lo que permite cambiar de eupnea a un ritmo
adaptado a la vocalizacion o al gruiiido. Concretamente, el nRA es la diana perfecta
para convertir la respiracion pasiva en activa para generar actividades motoras que
producen cambios en la presion transpulmonar, ademas de modificar la actividad
de las motoneuronas que se localizan en el nA y que controlan el calibre de la
faringe y laringe (Subramanian, 2009). Se sabe que la estimulacion de la sGP y del
nRA produce vocalizacién (Holstege et al., 1997; Shibba et al., 1997; Subramanian,
2021) y las lesiones en la sGP causan mutismo en animales y humanos (Esposito
er al., 1999; Jurgens, 2009) y problemas de vocalizacion y de producciéon cuando
las lesiones se producen en el nRA (Shiba et al., 1997). Sin embargo, la influencia
electrofisiolégica de la sGP sobre estos nucleos bulboprotuberanciales aun no ha
sido descrita.

Existen, ademas, otras estructuras intermedias que proyectan tanto hacia
corteza motora laringea como hacia el nA. Una de estas estructuras es el cPB,
citado anteriormente (Geerling et al. 2017). El registro electrofisiologico unitario
demuestra la presencia de actividad neuronal durante la vocalizacion (Farley,
1992), lo que sugiere que este nucleo esta involucrado en la coordinacién motora
laringea como un nucleo intermedio de informacién propioceptiva entre la corteza
y el nA. Ademas, en un trabajo muy reciente se ha demostrado que tanto en el cPB
como en la SGP existe una elevada inmunoreactividad a la expresion del gen
FoxP2, demostrando que ambas regiones estan involucradas de manera
primordial en la modulacion del flujo espiratorio necesario para la produccion del

sonido y de la voz (Stanic¢ et al. 2018)

La SGP dorsolateral no tiene conexiones directas con el RVLM, pero
presenta conexiones muy densas, de entrada y salida, con la zona hipotalamica
responsable de la activacién del RVLM durante la respuesta de defensa. Sabemos
que la actividad cardiorrespiratoria de las neuronas de la SGP dorsolateral depende
de la actividad de esas neuronas hiopotalamicas (de Menezes et al., 2009; Horiuchi

168



DISCUSION

et al., 2009). Asi mismo, nuestro grupo ha demostrado que existen conexiones
funcionales desde esta zona hipotalamica y zonas protuberanciales como el cPB
(Diaz Casares et al., 2009) y el Area A5 (Lopez-Gonzélez et al., 2013). Ambas
regiones son ricas en la expresion de FoxP2.

Nuestro grupo de investigacion ha puesto de manifiesto la importancia de la
interrelacion entre algunas estructuras hipotalamo-mesencéfalicas y zonas
bulboprotuberanciales implicadas en el control cardiorrespiratorio. Mas
concretamente, nos hemos centrado en el analisis de esas interacciones
analizando la respuesta de defensa evocada desde zonas concretas del hipotalamo
(DMHPeF) (Diaz-Casares et al., 2009, 2012; Lépez-Gonzalez et al., 2013, 2018) y
mesencéfalo (SGPdI) (Lopez-Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Garcia et al., 2023).
La estimulacién de estas zonas evoca una serie de cambios cardiorrespiratorios y
autondmicos que son los que caracterizan la respuesta de defensa que prepara al
animal para situaciones de estrés ambiental que exigen una respuesta locomotora
rapida caracterizada hemodinamicamente por hipertension, taquicardia y
redistribucién del flujo sanguineo desde zonas abdominales y viscerales a los
musculos esqueléticos de las extremidades. Adicionalmente, esta respuesta viene
acompafada de midriasis, aumentos de frecuencia respiratoria y volumen corriente

y vocalizacion.

Esta respuesta simpatoexcitadora esta mediada por el RVLM que, a su vez,
activas neuronas preganglionares simpaticas presentes en la columna
intermediolateral de la médula espinal. Estas proyecciones son finalmente
responsables de parte del incremento brusco de la presién arterial. Se sabe también
que el aumento de presion arterial se produce por activacién indirecta del RVLM
por otras vias menos estudiadas (Keay y Bandler, 2001; Hayward, 2007; de
Menezes et al., 2009).

Publicaciones recientes proponen las regiones del nucleo dorsomedial y
zona perifornical hipotalamica (DMH-PeF) como una de las zonas principales del
hipotdlamo que generan la respuesta de defensa vehiculizada por la SGP
(Dampney, 2015). La desinhibicion del DMH-PeF tras la microinyeccion de

bicuculina (antagonista de receptores GABA) produce un aumento en la actividad
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simpatica renal y la presion arterial que ha sido atribuida a la activacion de neuronas
en el RVLM (Fontes et al., 2001). La administracion de bicuculina también produce
un aumento de la frecuencia cardiaca, que disminuye entre un 30-50% por la
inhibicion del Rafe Palido con muscimol (Samuels et al., 2002; Horiuchi et al., 2009).
Ademas, existen evidencias morfolégicas de proyecciones desde el DMH hacia el
Rafe Palido (Samuels et al., 2004). Los resultados parecen demostrar que la
respuesta cardiovascular presora y taquicardizante, tipicas del estrés, evocadas
desde esta regidn, incluida en el DMH-PeF, presentaria dos rutas descendentes,
una responsable del aumento de presion arterial, via RVLM, y otra responsable del
aumento de frecuencia cardiaca, via Rafe Palido. Ambas respuestas utilizan como

estacion intermedia la SGP (Dampney, 2015).

Por tanto, todas estas estructuras centrales descritas tienen en comun el
hecho de vehiculizar las respuestas cardiorrespiratorias ante el estrés ambiental y
dar soporte a la vocalizacion. Estudios recientes demuestran que la microestructura
laringea y su inervacion sufren los mismos cambios durante el desarrollo en
roedores y humanos (Peterson et al., 2012) y que los circuitos centrales
responsables de la vocalizacion presentan una sobreactividad en ciertos
desdrdenes del habla de origen central como la disfonia espasmddica debida a
distonia laringea (Mor et al., 2018)
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6.2. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS, ACTUALIZACION Y
APROXIMACION QUIRURGICA

Uno de los modelos animales mas utilizados en estudios relacionados con
la laringe es el de rata y raton. Ademas, se considera un buen modelo para el
estudio de las cuerdas vocales, ya que tienen una composicion similar a las del
humano, pudiéndose dividir en las mismas capas y recubriéndolas una mucosa con
composicion similar. La dificultad de usar este tipo de modelos animales radica en
el tamafo tan pequefio de una estructura como es la laringe, lo que dificulta
cualquier intervencion y procedimiento quirurgico (Fernandes et al., 2022). Ademas,
el modelo de rata es también una herramienta util para comprender los mecanismos

periféricos y centrales de la biologia laringea (Lenell et al., 2021).

En nuestro caso, todos los experimentos se han llevado a cabo en rata
entera anestesiada y con respiracion espontanea. Un aspecto basico de este tipo
de experimentos es que se puedan reproducir lo mas fielmente posible las
condiciones fisiologicas, de aqui la conveniencia del empleo del animal entero. Por
esta misma razén se procuré también que la administracion de anestesia no
causara una alteracion de las variables cardiorrespiratorias que pudiera influir en el
resultado del experimento. Por lo que respecta a la preparacion quirurgica previa,
su proposito es que, en el transcurso del experimento, puedan efectuarse la
observacion y analisis de las modificaciones (producidas por la estimulacion
eléctrica y por las microinyecciones de farmacos) de los diversos parametros
respiratorios y cardiovasculares (frecuencia respiratoria instantanea, presion
pleural, presidon arterial y frecuencia cardiaca instantanea). El analisis de los
cambios obtenidos en las diferentes variables proporciona una informacién muy
completa de los efectos de la estimulacion y microinyeccion en el animal. El trabajo
con animal entero posibilita evaluar estos efectos de manera global analizando la

relacion entre ellos.

En esta tesis hemos dado importancia a la medicidn de la presidn subglética
en rata anestesiada, algo que solo se ha podido llevar a cabo en el trabajo publicado
por Lara et al., (2002). Anteriormente, esta misma técnica se llevd a cabo en gato
(Lara et al., 1993; Dawid-Milner et al., 1988, 1993; Gonzalez-Baron et al., 1980;
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1981; 1989) y en perro (Gonzalez-Baron et al., 1978, 1979a,b; Jimenez-Vargas et
al., 1973), por ello, fue necesario llevar a cabo un estudio piloto para poner a punto
la técnica quirurgica y la calibracion del nuevo material adquirido gracias a los
fondos obtenidos por el Plan Propio de la UMA (PPiT UMA 2017/14) y a los
derivados de la pertenencia al Grupo Consolidado CTS 156 de la Junta de
Andalucia. Tras la puesta a punto, toda la nueva implementacion fue puesta en
practica en los bloques experimentales de registro neuronal, estimulacion eléctrica
y quimica, he hizo posible que se pudiese llevarse a cabo un registro adecuado de
todas las variables.

La adquisicion, calibracion y puesta a punto de todo el nuevo material
adquirido nos ha permitido realizar una medicion de presion subglética mas precisa
en animal anestesiado. El medidor/controlador de caudal masico de gas por efecto
térmico modelo Hi-Tec F-201CV-AGD-22-V (Bronkhorst) permite administrar un flujo
de aire constante caliente y humidificado a través de la canula subglética, lo que
mantiene las cuerdas vocales bajo condiciones fisiologicas. Este dispositivo permite
que el nuevo espirdmetro modelo FE141, £ 0,03 psi (ADInstrument), con una mayor
sensibilidad, pueda realizar mediciones de cambios de presioén subgldtica, ya que
mantiene un flujo de aire constante, por lo que la diferencia de presion es
directamente proporcional a los cambios en la apertura glotica o resistencia
laringea. El nuevo convertidor analdgico digital modelo ML870 Powerlab 8/30
(ADInstruments) adquirido permitio el registro simultaneo de las variables, con lo
que pudimos hacer correlacion de las distintas variables en momentos
determinados, sobre todo durante el registro neuronal, ya que se pudo comprobar
la correlacion entre la descarga de una neurona y su influencia sobre el flujo
respiratorio, la presion arterial o la presion subglética. Por ultimo, el nuevo software
adquirido LabChartPro (PowerLab System, ADInstruments®/ LabChart Software,
version 8.0, Sydney, Australia) nos ha permitido hacer un registro de las senales y

un posterior analisis mucho mas exhaustivo.

En lo que respecta a la estimulacion de la SGPdI, en los experimentos en los
que ha sido utilizada la microestimulacién eléctrica para evocar la respuesta
cardiorrespiratoria de dicha region, los parametros de la estimulacién (1 ms, 100
Hz, 30-40 pA durante 5 s) se han elegido con el fin de obtener una respuesta lo
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mas fisiologica posible. Se han aplicado los parametros de estimulacion mas
utilizados en la bibliografia clasica (Hilton, 1982; Hilton y Redfern, 1986). Con
respecto a la intensidad de estimulacion, ha sido disminuida con respecto a los
valores mas usados en la bibliografia especializada para que la esfera de difusion
de corriente sea la minima posible, de forma que la respuesta se limite a la region
de defensa. En todos los casos la intensidad ha sido suficiente para obtener la
respuesta caracteristica de la SGPdI.

Para la estimulacion quimica de la SGPdI, se han realizado microinyecciones
de Glutamato mediante un sistema de bomba microinyectora micro4TM de (WPI).
Acoplada a micropipetas de vidrio Hamilton 7000.5 N para una inyeccién maxima
de 500 nl. Se tuvo cuidado al elegir las concentraciones y volumenes adecuados
para que su efecto no se difunda a las zonas mas proximas. La dosis empleada en
nuestro trabajo ha sido elegida teniendo en cuenta diversas fuentes bibliograficas.
Se ha utilizado siempre una dosis suficiente para producir los efectos deseados,
pero sin alcanzar las regiones vecinas que puedan producir otras respuestas
miméticas o antagodnicas (Lipski et al., 1988). Esta técnica para la microinyeccion
de cantidades entre 10-100 nmol, ha sido recomendada por Goodchild et al., 1982,
como una técnica de activacion o inhibicion de regiones localizadas en el sistema
nervioso central, ya que su efecto esta limitado a una region altamente localizada.
El glutamato se diluy6 en PBS (phosphate buffer saline) con azul de Evans al 1%
para el marcaje de las zonas de microinyeccion. Al diluir el farmaco en la mezcla
de azul de Evans y PBS no es necesario retirar éste durante el experimento y evita

errores en la localizacion histolégica.

Al final de cada experimento se verificd la localizacion de la lesion de la
estimulacién eléctrica/quimica en los cortes histoldgicos. Solo se tuvieron en cuenta
aquellos animales en los que la respuesta cardiorrespiratoria se correspondia con

una buena localizacion de la SGPdI.
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6.3. INTERACCION DE LA SGPdl Y EL nA: EXPERIMENTOS c-
Fos/FoxP2/TH-ir

En esta tesis doctoral, nos planteamos unas hipdtesis iniciales que
conllevaban unos objetivos especificos asociados. Concretamente, en este primer

apartado de morfologia, nos planteamos:

H1: se producira un aumento de la expresion de c-Fos (marcador de
actividad neuronal) en regiones bulpoprotuberanciales (nA) que expresan FoxP2
ante la estimulacion eléctrica continuada (1h) de regiones mesencefalicas (SGPdI)

involucradas en el control central cardiorespiratorio y vocalizacion.

Ol. Caracterizar, en rata, la interaccion morfofuncional entre la SGPdl y el nAa
través de la expresion de las proteinas c-Fos y FoxP2 en las neuronas de las distintas
de subdivisiones de este nA por la microestimulacién eléctrica de la SGPdI.

A continuacién, analizaremos cada uno de los apartados de esta seccidon en

los que hemos demostrado y corroborado dicha hipotesis.
6.3.1. Expresién de c-Fos y doble marcaje con TH

El gen conocido como c-fos fue inicialmente descubierto a principios de la
década los 80 y su producto fue caracterizado en 1984 como una proteina nuclear
con propiedades de activacion génica. Se le considera un gen temprano inmediato
jugando un papel fundamental en los procesos a largo plazo asociados con la
estimulacién neuronal. La deteccidén de su producto, la proteina c-Fos, se emplea
tradicionalmente para identificar poblaciones neuronales involucradas en
respuestas respiratorias especificas tanto in vivo como ex vivo (Perrin-Terrin et al.,
2016).

Desde finales de la década los 80, la deteccion de la proteina c-Fos se ha
utilizado ampliamente para investigar los efectos de factores exdgenos en la
transcripcion génica en general y en la actividad del sistema nervioso central, lo
que permite mapear las vias neuronales involucradas en diferentes condiciones

fisioloégicas (Dragunow y Robertson, 1987; Hunt et al., 1987; Morgan et al., 1987).
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Su expresion viene determinada por los cambios en la actividad neuronal, éstos
generan cascadas de sefalizacion de segundos mensajeros que provocan la
expresion del gen temprano c-fos inmediato, el cual induce la produccion del factor
de transcripcidn c-Fos. Este ultimo inicia la expresiéon de genes tardios y, por lo
tanto, contribuye a las respuestas adaptativas del sistema nervioso a diversos
estimulos (Herdegen y Leah, 1998). En las células nerviosas, el estimulo que
induce la expresion de estos genes de expresion inmediata puede ser la excitacion
sinaptica, el estimulo hormonal u otro estimulo que cause despolarizacién neuronal.
Se piensa que los productos proteicos de los genes de expresion tardia estan al
servicio de respuestas a largo plazo que permiten a la neurona adaptarse a
diferentes estimulos (Morgan y Curran, 1991; Sheng y Greenberg, 1990). La
inhibicion sinaptica, sin embargo, no provoca la expresiéon de c-fos (Li y Dampney,
1994).

Entre las ventajas de este método de expresion de c-fos como marcador de
activacion neuronal esta el hecho de que es un método que permite la identificacion
de la activacion de neuronas individuales, en contraste con aquellos procedimientos
basados en la captacion de 2-desoxy-d-glucosa como un indice de actividad
metabdlica. Cuando los experimentos son disefiados apropiadamente, se pueden
identificar poblaciones de neuronas activadas por un estimulo especifico en
animales conscientes, permitiendo asi la creacion de un esquema mas concreto del
patron del efecto de un estimulo en la activacion cerebral en condiciones normales.
Ademas, bajo las condiciones experimentales apropiadas, el nivel basal de la
expresion de c-fos es bajo, por lo que la proporcion sefial-ruido es, por regla
general, relativamente alta. El método puede ser combinado con otros
procedimientos, como los trazadores retrogrados o anterogrados o el marcaje
inmuhistoquimico de transmisores o de enzimas relacionadas con transmisores
especificos, por lo que es posible en muchos casos determinar las conexiones y las
propiedades quimicas de las neuronas activadas. Por ultimo, es un método semi-
cuantitativo, por lo que es posible comparar los efectos de condiciones
experimentales diferentes sobre el numero de neuronas activadas en una region

particular del cerebro, siempre que otros factores que puedan influir en el grado de
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expresion de c-fos se mantengan constantes (Dragunow y Faull, 1989; Krukoff,
1993).

La deteccion de c-Fos puede llevarse a cabo mediante técnicas
inmunohistoquimicas o inmunofluorescencia. En la inmunodeteccion indirecta, se
emplea un anticuerpo primario especifico contra c-Fos junto con un anticuerpo
secundario dirigido contra la especie en la que se genero el anticuerpo primario. En
el método de inmunohistoquimica, el anticuerpo secundario se une a una enzima
(como la peroxidasa) que actua sobre un sustrato (v.g. H2O para la peroxidasa). El
producto de esta reacciéon enzimatica se revela mediante un cromoégeno (por
ejemplo, tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina), el cual se tifie y puede
observarse bajo un microscopio de luz. Esta reaccion puede ser amplificada con
sulfato de amonio niquel. Estos métodos permiten la deteccion de neuronas activas
durante diversos desafios fisiologicos, facilitando asi la identificacion y cartografia
de las vias periféricas y centrales involucradas en las respuestas fisioldgicas

subsecuentes.

En cuanto a las limitaciones a la hora de interpretar la cartografia funcional
de la base de datos de expresion de c-fos podemos encontrarnos que las neuronas
difieren en su capacidad de producir c-Fos, hay neuronas que no producen c-Fos,
sea cual sea el estimulo aplicado (v.g. la sustancia negra) (Dragunow y Faull, 1989)
o0 motoneuronas somaticas en las que el comienzo de produccion de Fos tarda
varias horas si lo comparamos con otras neuronas (Herdegen y et al., 1991).
Ademas, se suele necesitar una estimulacion intensa y sostenida de las neuronas
para que se produzca la expresion de c-fos, por lo que la ausencia de marcaje en
una region concreta tras un estimulo no significa necesariamente que ninguna
neurona de esa region se activo ante el estimulo especifico (Dragunow y Faull,
1989; Li y Dampney, 1995). A pesar de estas limitaciones, se sabe que el c-Fos es
el marcador mas eficaz de activacion neuronal bajo una gran variedad de

condiciones experimentales (Lanteri-Minet et al., 1994).

En nuestro estudio, el bloque experimental cuenta con un total de diez
animales, cinco de los cuales se han utilizado como control. En todos ellos se

realiz6 la cirugia mencionada en el apartado 4.2. Preparacion quirurgica,
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exceptuando la técnica de “glotis aislada in situ” ya que no era necesaria en este

bloque experimental.

Una vez posicionado el animal estereotaxicamente, y tras la realizacién de
una parietostomia posterior para introducir el microelectrodo en la zona de la SGPdI
(4,0 mm caudal al bregma, 0,6 lateral a la linea media y 4,5 a 5 mm de profundidad
desde la superficie de la calota; aproximandose con un angulo de 30°) (Paxinos y
Watson, 2007), se procedio a la estimulacion eléctrica de cinco de los animales tal
y como se describe en el apartado de 4.8. Protocolo neuromorfolégico. En el grupo
control (n=5), se les introdujo el microelectrodo en la misma zona, pero sin llevar a
cabo la estimulacion eléctrica. Posteriormente fueron sacrificados y perfundidos
para un posterior procesamiento de las muestras para una doble tincién c-Fos-TH
en free floating sobre secciones coronales de 30 ym utilizando un microtomo de

congelacion.

Los somas de las motoneuronas responsables de la inervacién de los
musculos intrinsecos de la laringe estan situados dentro del nA, un area que
comprende neuronas orientadas en direccion rostrocaudal y que se situa en la
region ventrolateral del bulbo raquideo. Su extension espacial ocupa desde el
nucleo motor del nervio facial hasta, al menos, a nivel de la decusacion piramidal
(Bieger y Hopkins, 1987). Se seleccionaron cortes cada 180 ym en un muestreo
sistematico y aleatorio tomando como referencia la division del nA en tres dominios
principales: (1) la formacion compacta, con motoneuronas que inervan el eséfago;
(2) la formacion semicompacta, con motoneuronas que inervan la faringe y el
musculo cricotiroideo de la laringe, es decir, el que esta inervado por el nervio
laringeo superior; y (3) la formacion dispersa (o laxa), con motoneuronas que
inervan los musculos laringeos excepto el cricotiroideo. Por lo tanto, se acepta que
las neuronas laringeas se encuentran en la parte caudal del nA (formacion
semicompacta y dispersa). Asi, el nA, ademas de inervar los musculos laringeos,
también proporciona inervacion motora al es6fago y la faringe (Hernandez-Morato
et al., 2013; Pascual-Font et al., 2011; Weissbrod et al., 2011).

Varios estudios han usado el método de expresion de c-fos en rata para

mapear de manera sistematica poblaciones de neuronas en el bulbo y en regiones
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suprabulbares que se activan por un periodo de hipertension o hipotension (Chan
y Sawchenko, 1994, 1998; Graham et al., 1995; Grindstaff et al., 2000; Petrov et
al., 1995; Tassorelli y Joseph, 1995) o conejo (Li y Dampney, 1992, 1994). En
ambas especies, hipertension e hipotension inducen un patron consecuente y
especifico de expresion de c-fos en bulbo y protuberancia aunque los patrones de
distribucion y las caracteristicas quimicas de las neuronas que presentan marcaje
por c-fos por estos estimulos era significativamente diferente entre ellas. Para
prevenir la expresion secundaria de c-Fos resultante de las alteraciones en la
presion arterial por la estimulacion de la SGPdI, se administré6 guanetidina, un

agente simpaticolitico, en todos los animales del grupo experimental (n=10).

Tras analizar los resultados de este grupo experimental podemos afirmar que,
tras bloquear las respuestas cardiovasculares mediante la administracion de
guanetidina, pudimos constatar que, tras la estimulacion eléctrica de la SGPdI, el
nA presentd un mayor marcaje o expresion de la proteina c-Fos ipsilateral en los
tres dominios principales que lo componen. Con respecto al aumento en la
expresion de c-Fos-ir entre el lado ipsilateral y contralateral, por otro lado, al
comparar las diferencias entre el grupo estimulado y el grupo control, solo aparecen
diferencias significativas en la formacion compacta y dispersa. Parece probable,
por tanto, que ambas poblaciones neuronales del nA se activen, directa o
indirectamente, desde la SGPdIl y no secundariamente a cambios en la presion
arterial provocados por la estimulacion eléctrica de esta region mesencefalica. Esto
sugiere que la SGPdI podria tener un posible papel modulador en los movimientos
de apertura y cierre glético producidos por la activacion de la musculatura intrinseca
inervada por las motoneuronas laringeas de la formacion dispersa del nA. Esta
modulacidén de la resistencia laringea durante la clasica respuesta de defensa
vehiculizada por la SGPdl podria participar en, o modular, las clasicas

vocalizaciones innatas presentes en esta respuesta ante un peligro.
6.3.2. Expresion de FoxP2 y doble marcaje con TH

FoxP2 (Forkhead box protein P2) es un factor de transcripcién fundamental
para el desarrollo del cerebro que esta muy relacionado con la respiracién y la
vocalizacién. El gen foxP2 es el primero que se ha descubierto relacionado
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claramente con el desarrollo del habla y del lenguaje. Este descubrimiento fue
posible gracias a la familia KE, en la que sus quince miembros presentaban un
trastorno grave del habla y el lenguaje que se heredaba de manera dominante (Lai
et al, 2001). Todos ellos eran portadores de una mutacién heterocigotica sin sentido
que produce una sustitucion de arginina por histidina (R553H), lo que afecta a la
estructura de la proteina FoxP2 y altera su funcion. Esta alteracion se relaciona
con problemas en el desarrollo del lenguaje, en dificultades en la coordinacion
motora orofacial, en la produccién del sonido e, incluso, en la comprension del
lenguaje (Morgan et al., 2016). Desde su descubrimiento, se han descrito otros
trastornos del habla y el lenguaje relacionados también con este gen y que son
tanto hereditarios como de novo (MacDermot et al., 2005; Feuk et al., 2006; Reuter
et al., 2017).

Aunque la proteina FoxP2 se expresa en varios tejidos corporales durante
el desarrollo (pulmonar, nervioso, cardiovascular e intestinal), tiene una presencia
particularmente fuerte en regiones cerebrales implicadas en la funcidn cognitiva, en
el aprendizaje, la produccion y la comprension del lenguaje (Nudel y Newbury,
2013; Shu et al.,, 2001). También se ha descrito una elevada expresion de la
proteina FoxP2 en las regiones SGP, cPB y A5 (Stanic et al., 2018).

Estudios en modelos animales que producen vocalizaciones (v.g. ratones o
aves), han demostrado que el factor de transcripciéon FoxP2 (Forkhead box protein
P2) esta implicado en la adquisicion de las habilidades motoras finas necesarias
para la produccién de vocalizaciones especificas de cada especie. Estos estudios
muestran que FoxP2 tiene un papel altamente conservado a través de la evolucion
en el desarrollo del lenguaje en estas especies, particularmente en los mamiferos
(Schulz et al., 2010; Shu et al., 2005; Haesler et al., 2004, 2007).

Los ratones que carecen de ambos alelos de Foxp2 presentan graves
deficiencias motoras, retrasos en el desarrollo y, por lo general, mueren en el dia
21 postnatal (Shu et al., 2005), mientras que los animales heterocigotos no
muestran diferencias evidentes, pero si muestran comportamientos vocales

alterados (Castellucci et al., 2016), produciendo secuencias mas cortas de
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vocalizaciones ultrasonicas y con una sintaxis menos compleja (Chabout et al.,
2016)

En cuanto a la evolucion del gen foxP2 se sabe que, tras la separacién del
linaje humano del chimpancé, se produjeron 2 sustituciones de nucleoétidos en las
posiciones 911 y 977 del exon 7 de este gen foxP2, generando un cambio de los
residuos treonina por acido aspartico y arginina por serina, respectivamente, en la
proteina FoxP2 (T303N y N325S) (Enard et al., 2002). Estas mutaciones
aparecieron y se fijaron en las poblaciones humanas durante seis millones de afos,
con una tasa de evolucidon mas acelerada de los normal si se tiene en cuenta la
conservacion del resto de la proteina. Todo ello se produjo, ademas, en un
momento en el que aparecid el lenguaje oral como forma de comunicacion en la
especie humanay es un gen que no ha experimentado cambios en la secuencia de
nucledtidos en la evolucidn humana reciente, por lo que la proteina FoxP2 es

comun a humanos modernos y Neandertales (Krause et al, 2007).

Los estudios moleculares sobre las funciones de FoxP2 que se han llevado
a cabo en los ultimos veinte afnos han demostrado que esta proteina pertenece a
una red extensa de productos moleculares como factores de transcripcion vy
coreguladores expresados en el cerebro. Esta proteina esta implicada en la
diferenciacion neuronal, en el crecimiento de neuritas y en la migracion celular. A
pesar de todo lo que se ha descubierto sobre FoxP2, aun queda mucho por
aprender sobre sus capacidades reguladoras, su posicion en las vias moleculares,
su papel en las funciones celulares y, en ultima instancia, sus efectos en el
desarrollo cerebral y en las capacidades humanas del habla y el lenguaje (den Hoed
et al., 2021).

Al analizar la expresion de este gen en las diferentes regiones del nA, se ha
comprobado que presenta expresion en toda la extension del nA, pero es mucho
mas profusa en la formacién sempicompacta y dispersa. Ambas regiones estan
involucradas en la regulacidn de presion subglotica ya que, la primera de ellas,
contiene motoneuronas que inervan al musculo cricotiroideo, musculo implicado en
la modulacion de la tension de las cuerdas vocales durante la fonacion, mientras

que la formacion dispersa, por su parte, contiene motoneuronas que inervan la
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musculatura intrinseca de la laringe (excepto el musculo cricotiroideo) (Lungovaa y
Thibeault, 2020). Las neuronas de ambas regiones del nA tienen, por tanto, un
papel fundamental en la produccion de patrones motores laringeos y respiratorios

gue son necesarios para una correcta produccion de vocalizaciones.

Basandonos en estudios previos realizados en esta zona de estudio
(Pascual-Font et al., 2011) en la que contabilizan el numero de neuronas marcadas
por trazadores retrégrados tanto en la region semicompacta como en la dispersa,
podemos confirmar que la expresion de este factor de transcripcidn coincide con
dichos estudios y que, por tanto, podemos afirmar que es una caracteristica mas
que una expresion de actividad celular, ya que los niveles de expresion de FoxP2
no se modificaron en las ratas que recibieron la estimulacién eléctrica de la SGPdI.
Tiene sentido que una region que esta involucrada en el control laringeo presente
expresion elevada de FoxP2, factor de transcripcion muy ligado a la vocalizacion

en mamiferos.
6.3.3. Doble marcaje inmunofluorescente c-Fos/FoxP2

Una vez comprobamos que, de las dos regiones que contienen
motoneuronas laringeas, era la region dispersa del nA la unica que respondia a la
estimulacién eléctrica de la SGPdl aumentando su actividad neuronal, procedimos
a contabilizar el porcentaje de neuronas que, presentando expresion de FoxP2,
también coexpresaban c-Fos. Para ello realizamos un doble marcaje
inmunofluorescente tras la estimulacion eléctrica de la SGPdlI con el mismo
protocolo que con la inmunohistoquimica. Pudimos observar que, como sucedia en
los resultados del apartado anterior, la expresiéon 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.

Lo que aporta este tercer analisis con inmunofluorescencia es que podemos
confirmar que la coexpresion de ambos marcadores se mantiene constante en los
animales control (26,2% y 21,3% ipsilateral y contralateral respectivamente),
mientras que aumentaba en la zona ipsilateral (36,9%) de manera significativa
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respecto a la contralateral (25,7%) en los animales estimulados. Al medir las
diferencias entre grupos (control vs estimulados) entre dichos cambios (ipsilateral
vs contralateral) también existen diferencias significativas, confimando que la
estimulacién de la SGPdI produce un aumento de la expresion de c-Fos en
neuronas de la regidon dispersa del nucleo ambiguo que expresan FoxP2. Este
dato confirmaria que la SGPdI modifica directa o indirectamente la actividad de
motoneuronas laringeas que expresan FoxP2, otorgandole un papel modulador en
los procesos de vocalizacion del animal durante la respuesta de defensa evocada
desde dicha region mesencefalica.
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6.4. REGISTRO NEURONAL

En esta seccidn de la tesis doctoral, nos planteamos la siguiente hipotesis y
objetivo especifico:

H2: el registro unitario extracelular del nA durante la estimulacion eléctrica
de la SGPdl permitira demostrar como la SGPdlI modifica la actividad de las

motoneuronas laringeas del nA.

OIl. Caracterizar la actividad neuronal del nA mediante el registro neuronal
unitario extracelular “in vivo” en reposo y después de la microestimulacion eléctrica
de la SGPdI.

Una vez comprobada la posible relacion entre la SGPdI y el nucleo ambiguo
(formacién compacta y formacion dispersa) mediante la expresion de c-Fos,
quisimos ver si habia relacién electrofisiolégica entre ambas zonas, para lo cual
realizamos el registro de la actividad eléctrica unitaria de motoneuronas localizadas
en la formacion dispersa del nA. Las coordenadas donde se realizaron los distintos
experimentos de registro intentaron abarcar toda la estructura funcional de dicha
region relacionada con la actividad de la musculatura intrinseca laringea, ademas
de incluir también las regiones con funcién cardiorrespiratoria que la rodean (GRVr,
A1/C1, CVLM).

Por lo anterior, se hizo un amplio barrido intentando caracterizar el mayor
numero de neuronas dentro de cada una de ellas. Para ello se barri6 un area
comprendida entre -13,50 mm posterior a Bregma hasta -14,20 mm posterior a
Bregma en sentido rostro caudal y entre los 1,5 y 2,5 mm lateral a la linea media
para dicha region. La profundidad varia entre 1,5y 2,5 mm con respecto a superficie
cerebral. Los datos de posicion anteriormente citados se han referenciado segun el
atlas Paxinos (2007) para un mejor analisis. Estas coordenadas han sido adaptadas
para cada experimento ya que originalmente siempre tomabamos la posicion del
obex como referencia para situarnos en el punto de coordenadas (0,0). El obex esta
situado en la lamina o figura 153 de dicho atlas, con referencia a Bregma de -14,40

mm.
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Para certificar que las neuronas registradas se localizaban en la region de
estudio, inmediatamente después de finalizar el experimento se hacia pasar por el
electrodo de registro una corriente de 250 pA durante 20 s para microcoagular el
tejido y facilitar su posterior localizacion por técnicas histologicas. Usando de
referencia el punto estereotaxico de microcoagulacién podemos deducir el resto de
puntos de registro que se realizaron en cada experimento. Todos los registros
incluidos en el estudio se encontraban dentro de las regiones descritas.

Se estudid electrofisiologicamente las caracteristicas de la actividad unitaria
de neuronas de las regiones de estudio durante su descarga espontanea y durante
la estimulacién de la SGPdI. De todas las neuronas registradas, hicimos distintas
agrupaciones teniendo en cuenta la descarga espontanea, profundidad y si dicha
descarga se acoplaba a la funcién cardiovascular o respiratoria (analisis
comparativo de la descarga mediante Histograma de frecuencia). Teniendo en
cuenta que en dichas regiones podemos encontrar 3 zonas funcionalmente
solapadas (neuronas respiratorias del nucleo ambiguo, neuronas del GRVr, y
neuronas cardiovasculares de los grupos A1/C1 y CVLM), hemos intentado
agruparlas atendiendo a la ubicacion de esas zonas y el tipo de descarga que

obteniamos.

En total, hemos registrado la actividad de 160 neuronas de dichas regiones.
4 fueron descartadas por una profundidad inadecuada, revelada por el estudio
histolégico, o por la inestabilidad del registro debido a movimientos del tejido
secundarios a la actividad respiratoria o de la presién arterial.

De los 154 restantes todas, menos una que se demostré silente,
presentaban la actividad espontanea tipica de las neuronas de esta zona con una
frecuencia de descarga variable que concuerda con los datos obtenidos por otros
autores y por nuestro grupo de investigacion en estudios anteriores (Moraes y
Machado, 2015; Dawid-Milner et al., 1993, 1995).

Del total de neuronas registradas, el 36% tenian patron respiratorio.
Concretamente hemos establecido 4 patrones diferentes, que concuerdan por
posicion estereotaxica con la posicidon clasica de neuronas inspiratorias laringeas

(13% del total, con patron de descarga decreciente), neuronas inspiratorias del
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GRVr (9%, con patron de descarga creciente), neuronas espiratorias laringeas E1

y E2 (9 y 4% respectivamente).

De todas estas neuronas con patrén respiratorio, hemos de destacar que un
alto porcentaje de ellas veian afectada su frecuencia de descarga en reposo tras la
estimulacién de la SGPdI. Presentaban tanto aumentos como disminuciones de
actividad. El grupo que mas veia afectada dicha actividad fue el de las
motoneuronas laringeas, tanto las inspiratorias (76%) como las espiratorias (67 y
86% respectivamente). Concordando estos datos con los obtenidos por medio del
estudio morfologico en los que se obtuvo un aumento de la actividad de esta region
del nA.

Precisamente el grupo de neuronas espiratorias es el que presentaba un
mayor numero de tipos de modificaciones de actividad. En dicho grupo (E1y E2)
hemos detectado inhibiciones en la descarga tras estimulo de la SGPdI (6 casos y
2 casos respectivamente), activaciones de latencia constante (1 y 3) y excitaciones
de latencia corta (3 y 1). Esto confirma la importancia de las proyecciones entre
ambas regiones, ilustrando la gran complejidad de conexiones sinapticas que

existen en esta zona.

Con respecto a las neuronas registradas en regiones adyacentes a la
formacion dispersa del nA, hemos registrado neuronas inspiratorias del GRVr (9%)
y de la zona cardiovascular del A1/C1-CVLM (27,5%). Por otro lado, hemos
registrado también un gran numero de neuronas con actividad espontanea que no
poseian un patron de descarga cardiorrespiratorio claro (34%) pero que por
posicion estereotaxica se situan entre el GRVr y las neuronas cardiovasculares
A1/C1. De estos tres grupos neuronales, son las neuronas cardiovasculares y las
no moduladas cardiorrespiratoriamente las mas afectadas por la actividad de la
SGPdI (52% y 46% respectivamente). Estas modificaciones de actividad no sélo
afectan al aumento o disminucién de la frecuencia de descarga en reposo, como
ocurre con las neuronas inspiratorias del GRVr. Por ejemplo, en el grupo de
neuronas cardiovasculares, encontramos un gran numero de inhibiciones
postestimulo, muchas de ellas presentando una activacioén postestimulo de latencia

corta. Eso significa que existe conexion (polisinaptica seguramente) desde la
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SGPdI que genera dicha activacion, pero que el resultado final resulta en una
inhibicién prolongada de dichas neuronas cardiovasculares. Teniendo en cuenta
que esos grupos neuronales (CVLM) suelen ser inhibidos en la respuesta de
defensa del animal para el mantenimiento de una presion arterial elevada
(inhibicion del reflejo baroreceptor a nivel del NTS), tiene sentido el elevado nivel

de inhibiciones en la zona.

Con respecto al grupo de neuronas que no presentan modulaciéon
cardiorrespiratoria, también ven muy modificada su actividad. Presentan un elevado
nivel de inhibiciones (22%) y de activaciones (11%), presentando también todas
esas activaciones una inhibicion posterior de la actividad neuronal. Este grupo
neuronal, ubicado entre las neuronas del GRVr y las cardiovasculares, podria
representar un grupo de neuronas de interconexion, o interneuronas, entre las
zonas cardiorrespiratorias antes descritas, que permitirian una correcta integracion

de la informacion aferente que recibe toda esta region.

Solo hemos podido registrar una neurona silente, es decir, que presentaba
activacion desde la SGPdIl, pero no tenia actividad espontanea en reposo.
Pensamos que se trata de una activacion ortodromica desde la SGPdI, debido a las
caracteristicas que presenta. No presenta latencia constante, por lo que podria

representar una conexién polisinaptica proveniente desde centros superiores.

Con todos estos datos hemos mostrado las primeras evidencias
electrofisiolégicas de interaccion entre las neuronas de la SGPdI y distintas
regiones del nucleo ambiguo y retroambiguo. Al corroborar la posible existencia de
conexiones directas e indirectas entre estas zonas hemos puesto de manifiesto la
estrecha relacion funcional entre ellas. Para adentrarnos mas en esta relacion,
realizamos experimentos farmacologicos que nos han permitido ver qué posible
papel tienen las motoneuronas laringeas en el control de la presién subgldticas

durante la respuesta cardiorrespiratoria evocada desde la SGPdI.

186



DISCUSION

6.5. INTERACCION DE LA SGPdl Y EL nA: EXPERIMENTOS
CON ESTIMULACION ELECTRICA/QUIMICA Y PRESION
SUBGLOTICA

En esta ultima seccidn de esta tesis doctoral nos planteamos inicialmente la

siguiente hipodtesis y objetivos especificos:

H3: la microestimulacion eléctrica y quimica de la SGPAdI modificara los
niveles de presion subglotica y, consecuentemente, la actividad de las

motoneuronas laringeas.

Ollla. Recuperar y actualizar la técnica de “glotis aislada in situ”, ya descrita y
utilizada por nuestro grupo de investigacion, para realizar mediciones de presion
subgldtica y resistencia laringea, utilizando esta variable como indicador de la
actividad laringea.

Olllb. Caracterizar, en rata, la respuesta laringea y cardiorrespiratoria a la
estimulacion eléctrica y quimica de la SGPdI, utilizando la variable de presion
subglotica como indicador de los cambios en la actividad laringea.

Para abordarlos, tenemos que saber que la estimulacion de la SGP revela
que las distintas columnas que conforman esta area coordinan diferentes tipos de
respuestas en funcion del estimulo (Bandler et al., 2000; Carrive, 1993; Faull et al.,
2019; Linnman et al., 2012), permitiendo la modulacion de una respuesta
autonomica dependiente del tipo de estrés y de la percepcion subjetiva del individuo
ante una amenaza o estimulo estresante. Para ello, la SGP presenta numerosas
proyecciones en forma de aferencias y eferencias. Las aferencias mas importantes
tienen su origen en la corteza prefrontal, la amigdala y el hipotalamo (Evans et al.,
2018; Koutsikou et al., 2015; LeDoux, 2012; Singh et al., 2022; Tovote, 2016;
Trevizan-Bau et al., 2021). La SGP, a su vez, proyecta a los nucleos
cardiorrespiratorios ~ pontomedulares  implicados en la  ritmogénesis
cardiorrespiratoria que permite el desarrollo de diferentes patrones de respuestas
cardiorrespiratorias y motoras en funcion del tipo de estimulo (Faull et al., 2019;
Gonzalez-Garcia et al., 2023; Krohn et al., 2023; Kuner y Kuner, 2021). En concreto,

la SGPdlI controla las respuestas conductuales de lucha/huida,
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hemodinamicamente por hipertensién, taquicardia y redistribucion del flujo
sanguineo desde la zona abdominal y visceral hacia los musculos esqueléticos de
las extremidades. Ademas, la respuesta va acompanada de midriasis, taquipnea,
aumento del volumen corriente y vocalizaciones. Esto permite al animal hacer
frente a situaciones de estrés ambiental que requieren una respuesta rapida
(Lopez-Gonzalez et al., 2020; Motta et al., 2017; Trevizan-Bau et al., 2021; Geraldes
et al., 2023). Otras funciones de la SGP incluyen la termorregulacion, la
participacion en los mecanismos de vigilia y suefio, o la modulacion del dolor
neuropatico o de la miccién (de Menezes et al., 2009; Holstege, 2005; Kuner y
Kuner, 2021). A nivel clinico, su actividad se ve modificada en diferentes procesos
neurodegenerativos como el Alzheimer y la atrofia multisistémica (Benarroch et al.,
2010; Parvizi et al., 2000).

Ademas, la SGP es un area que tiene una fuerte conexion con el GRVc,
region que contiene premotoneuronas que regulan la actividad de areas motoras
involucradas en la vocalizacién (Jurgens, 2002a; Subramanian et al., 2021). De
esta manera, se ha demostrado de estimulaciones quimicas de la SGP (lateral y
ventral) producen vocalizaciones en gatos (Subramanian y Holstege, 2014), monos
(Jurgens, 2009), aves (Schmidt y Wild, 2014) y humanos (Holstege y Subramanian,
2016).

Existen estudios centrados en dilucidar el papel de la SGP, no sélo en las
respuestas cardiorrespiratorias, sino en analizar su participacion en funciones tan
importantes como la vocalizacién o el habla. Los cambios en el ritmo respiratorio
basico son un prerrequisito para la supervivencia, pero también son necesarios
para que se produzca dicha vocalizacion. Por otro lado, se sabe que la abduccion
y aduccion de los pliegues vocales son llevadas a cabo por dos poblaciones
distintas de motoneuronas situadas dentro del tercio caudal del nA (Pascual-Font
et al., 2011). Estos cambios en la apertura en los pliegues vocales permiten usar la
variable de presidn subglética como indicativo de cambios en la resistencia
laringea. En trabajos previos del grupo de investigacién se ha caracterizado la
actividad de las motoneuronas laringeas del nA y los mecanismos reflejos que
intervienen en las respuestas laringeas respiratorias (Dawid-Milner et al. 1993; Lara
et al. 2002). En esta tesis doctoral hemos recuperado una técnica utilizada por
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nuestro equipo de trabajo hasta el afio 2002 en rata, gato y perro (Gonzalez-Barén
et al.1978, 1979a, 1979b, 1980, 1981; Dawid-Milner et al., 1988, 1995, 2001; Lara
et al., 1993, 2002; Jimenez-Vargas et al., 1988), técnica de glotis aislada in situ,
que nos ha permitido realizar mediciones en la presion subglotica, variable

fundamental en nuestro estudio.

La mayoria de los roedores, ademas de las vocalizaciones audibles,
disponen de una estructura anatomica que les permite generar vocalizaciones
ultrasénicas para su comunicacion (Brudzynski y Maldonado, 2018; Dent et al.,
2018). Estas vocalizaciones ultrasonicas son silbidos producidos durante la fase de
espiracion y requieren el control tanto de la respiracion como de los movimientos
laringeos (Riede, 2017). Estos movimientos deben ser controlados para mantener
una presion subglotica adecuada dentro de unos limites estrechos (Riede, 2013)
ya que esa presion es fundamental para controlar el inicio, el desplazamiento y la
intensidad de la vocalizacion. El flujo de aire pasa a través de la glotis y luego se
dirige hacia la bolsa ventral, un pequefio saco de aire del que disponen los
roedores. Se genera entonces un silbido ultrasénico cuando se genera una
fluctuacion del flujo de aire por la interaccion entre ese flujo de aire y la cavidad de
la bolsa ventral (Riede et al. 2017). La presion subglética es, por tanto, un buen
indicador de los movimientos respiratorios y, a su vez, una variable clave en la
produccion vocal (Titze, 1988). Esta variable viene determinada por la fuerza con
la que se contraen los musculos respiratorios, cuando se expanden y comprimen,
y por el tamafo de la glotis, la cual esta controlada la musculatura intrinseca de la

laringe.

Riede et al., (2013) ha podido llevar a cabo una medicion de presion
subgldtica en animal despierto al realizar una doble canulacion de la traquea, lo
cual permitia a la rata recuperarse de la anestesia y poder realizar una medicion de
presidn subglotica bajo diferentes condiciones. Con nuestra técnica de glotis
aislada in situ, y al hacer todo el experimento con animal anestesiado por las
caracteristicas de nuestra cirugia, hemos podido descartar que los cambios de
presidn subglotica sean debidos a la contraccion o relajacion de los musculos
respiratorios, ya que hemos aislado la via aérea en direccion caudal. De esta

manera, cualquier cambio en nuestra medicion de presion subgldtica y en la
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resistencia laringea podria ser debido a la accidon de la musculatura intrinseca de
la laringe, la cual controla toda la zona de la glotis (Riede, 2013). Ademas, también
descartamos posibles influencias de estructuras orofaciales (incluyendo la lengua)
ya que dejabamos abierta la boca del animal y fijabamos la lengua, impidiendo que
afectara a los cambios de presion subglética medidos.

6.5.1. Efecto de la estimulacion eléctrica en la SGPdI sobre la

presion subglética

La SGP ha sido un area estudiada mediante la estimulacion eléctrica y
quimica para localizar las regiones que inician o integran los componentes
viscerales y de conducta que son caracteristicos de la respuesta de defensa
descrita por Hilton y Redfern (1986). Esta respuesta se caracteriza
cardiovascularmente por un aumento de presion arterial y frecuencia cardiaca, asi
como redistribucion del flujo sanguineo hacia las extremidades. En cuanto al
componente respiratorio, se caracteriza por un incremento de la frecuencia
respiratoria por disminucion del tiempo espiratorio. Ademas, va acompafiada de
dilatacion pupilar, retraccion de la membrana nictitante, piloereccion y liberacion de
catecolaminas por parte de la glandula suprarrenal (Gonzalez-Garcia et al., 2023).
Con los experimentos realizados hasta dia de hoy se ha podido comprobar que son
la SGPI y SGPdI las que inician concretamente esta respuesta de defensa dentro
de la SGP (de Menezes, 2009). La respiracion es vital para la supervivencia. Dado
que la respiracion y la vocalizacion se producen en las vias respiratorias, el cierre
laringeo para la produccion de sonidos debe controlarse con precision y
coordinarse con la respiracion. Un fallo en esta coordinaciéon podria provocar
disfunciones en las cuerdas vocales y problemas respiratorios (Christopher et al.,
1983; Hintze et al., 2017).

En este bloque experimental nos planteamos un grupo inicial de
experimentos en los que la estimulacién eléctrica se utilizd principalmente para
localizar la zona de la SGPdI gracias a su respuesta de defensa caracteristica.
Ademas, pudimos también estudiar los cambios en la presion subglética durante
esta estimulacion, los cuales estan relacionados con los cambios en la resistencia

laringea y, por tanto, con la apertura y cierre de las cuerdas vocales.
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Los resultados de este grupo experimental confirman que la estimulaciéon
eléctrica de la SGPdI evoca una respuesta de taquipnea, taquicardia e hipertension
ya caracterizada por nuestro grupo de investigacion en trabajos anteriores (Lopez-
Gonzalez et al., 2020; Gonzalez Garcia et al., 2023). A nivel respiratorio, al estimular
la SGPdI, se produce un aumento de la frecuencia respiratoria debido a una
disminucién del tiempo espiratorio y del tiempo inspiratorio. Esta disminucién del
tiempo espiratorio se acompaind de un aumento del flujo espiratorio y también
pudimos comprobar que se produjo un aumento de la actividad frénica (medicion
indirecta de la presién pleural y del flujo inspiratorio), lo que provocd un aumento

del flujo inspiratorio.

A esta respuesta cardiorrespiratoria podemos afadir ahora una disminucion
de la resistencia laringea medida como presidn subgldtica. La dilatacion glética
durante la respuesta inspiratoria facilita los movimientos respiratorios gracias a la
disminucién de la resistencia de las vias respiratorias superiores. Estos hallazgos
sugieren la implicacion de esta region mesencefalica en la regulacion de la actividad

laringea.

No se han tenido en cuenta en los resultados de este trabajo aquellos
animales en los que no se producia la tipica respuesta de defensa, lo que se
relacion6 con que la estimulacion se estaba administrando en una region diferente
a la SGPdL.

6.5.2. Efecto de la estimulacion quimica en la SGPdIl sobre la

presion subglética

Dentro de este bloque experimental, en un segundo grupo de animales, se
procedio a la microestimulacion quimica con glutamato de esta misma region
mesencefalica. Mientras que los efectos de la estimulacidn eléctrica son dificiles de
interpretar ya que afectan tanto a fibras de paso como a cuerpos celulares ubicados
en la zona de estimulacion, podemos afirmar que los efectos de la microinyeccion
de glutamato sobre las variables cardiorrespiratorias registradas pueden atribuirse
a la activacion de cuerpos celulares situados en esta region de la SGPdl, y no son
debidos a la activacion de axones de paso. La eleccion del glutamato como método
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para generar la estimulacién de las neuronas de la SGPdI frente a otros como el
acido homocisteinico o la desinhibicién con bicuculina, tiene su explicacion por ser
un meétodo que ya hemos utilizado anteriormente (Dawid-Milner et al., 2001, 2003;
Lara et al., 2002) y con el que hemos obtenido resultados fiables.

La estimulaciéon quimica con glutamato produjo, al igual que ocurria en el
grupo experimental de estimulacidn eléctrica, una respuesta simpatoexcitatoria
caracterizada cardiovascularmente por hipertension y taquicardia, mientras que, a
nivel respiratorio, produjo taquipnea por disminucion del tiempo espiratorio e
inspiratorio, lo que se acompano también con aumento de presion pleural y una
disminucién de la presion subglotica. Al igual que en el caso de la estimulacion
eléctrica, la estimulacién quimica produjo un cambio similar en la magnitud de los
cambios cardiorrespiratorios y laringeos, exceptuando el incremento de presion
arterial que, aunque significativo, fue de menor intensidad en el caso de la

estimulacién quimica.

De esta manera, por un lado, nuestras observaciones amplian y corroboran
los resultados obtenidos en trabajos anteriores (Lopez-Gonzalez et al., 2020;
Gonzalez-Garcia et al., 2023) en los que habiamos aplicado unicamente
estimulacién eléctrica sobre la SGPdI. Ahora podemos afirmar sin ningun tipo de
duda que los somas neuronales de la SGPdl evocan la respuesta
cardiorrespiratoria de defensa tipica de esta regibn mesencefalica, ademas de
poder sugerir que la SGPdI, no solo modula la respuesta de defensa caracteristica
del animal ante una situacién de estrés ambiental, sino que puede desempefiar un

papel en la modulacion de la actividad laringea en esas condiciones.

Esta respuesta cardiorrespiratoria caracteristica de la SGPdI se sustenta en
una serie de conexiones que mantiene con centros bulbopontinos. Se
sobreentiende que la respuesta de aumento de frecuencia cardiaca y de presion
arterial tiene como funcién principal el mantenimiento de una perfusién adecuada
del musculo cardiaco y del sistema nervioso central, ademas de zonas que
requieren un aporte de oxigeno adicional en estas situaciones de estrés

medioambiental o situaciones de amenaza, de ahi que se acomparie también de
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un aumento de la ventilacién que asegure una adecuada oxigenacién de la sangre

arterial y facilite la eliminacion de CO2 metabdlico (Loewy, 1991)

El incremento brusco de la presion arterial se debe a la actividad de las
neuronas preganglionares simpaticas de la columna intermediolateral de la médula
espinal. Dichas neuronas son activadas directamente desde el bulbo rostral
ventrolateral (RVLM). Aunque la SGPdI no posee conexiones directas a dicho
RVLM si que posee conexiones con centros hipotalamicos (DMH-PeF) y
protuberanciales (cPB y A5) que si podrian modificar la actividad de estas neuronas
de manera indirecta (Hayward, 2007; de Menezes et al., 2009; Lépez-Gonzalez et
al., 2020). La inhibicion o el cambio de la sensibilidad del umbral de activacion del
reflejo baroreceptor junto a la facilitacion del reflejo quimioreceptor a nivel del NTS
son los mecanismos responsables del mantenimiento de la respuesta presora,
taquicardizante y taquipnéica evocada desde la SGPdI (Silva-Carvalho et al., 1995;
McDowall et al., 2006; Miki y Yoshimoto, 2010).

La disminucién de la presion subgldtica obtenida en nuestras condiciones
experimentales sugiere que la SGPdI, a través de conexiones directas e indirectas
con nucleos respiratorios pontinos (PBc/KF, A5) y medulares (nRA, nA), disminuye
la resistencia laringea. Podemos hipotetizar que los mecanismos respiratorios
centrales que se activan durante la taquipnea evocada por la respuesta de defensa,
anulan cualquier posible aumento de la actividad aductora laringea que cabria
esperar si el animal tuviera la intencién de vocalizar, favoreciendo por tanto una
disminucién de la resistencia laringea durante la taquipnea. En una publicacion
reciente (Park el al., 2024) se describe como la SGP podria actuar sobre centros
inferiores a la hora de dar prioridad a la inspiracion durante situaciones de estrés
ambiental, modificando la actividad del complejo preBotzinger y del nRA,

respectivamente.

Asi pues, a modo de resumen final, podemos afirmar que la SGPdI
desempena un papel importante en el cambio de la actividad de las motoneuronas
laringeas localizadas en el nA y, en consecuencia, de los musculos laringeos
estriados de la via aérea superior durante la respuesta de defensa. Se necesitan

trabajos futuros para poder dilucidar si la SGPdI podria modificar el aumento de la
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actividad de las neuronas laringeas inspiratorias y reducir la actividad de las
espiratorias para facilitar la respuesta taquipnéica evocada durante la respuesta de
defensa evocada a partir de la estimulacion de la SGPdI.
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7. CONCLUSIONES

1. La microestimulacién eléctrica de la Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral induce un aumento significativo de la actividad neuronal
ipsilateral a la estimulacién, medida como expresion de la proteina c-

Fos, en las regiones compacta y dispersa del nucleo Ambiguo.

2. Confirmamos la expresion del factor de transcripcion FoxP2 en todas las
divisiones del nucleo ambiguo, siendo mas elevada en las regiones
semicompacta y dispersa, directamente relacionadas con el control
laringeo. Dicha expresion no se ve afectada por la microestimulacion

eléctrica de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral.

3. Las motoneuronas de la region dispersa del nucleo ambiguo aumentan
significativamente la co-expresion de c-Fos/FoxP2 tras la
microestimulacion eléctrica de la Sustancia Gris Periacueductal

dorsolateral.

4. Elregistro de la actividad eléctrica unitaria de neuronas localizadas en la
region del nucleo ambiguo y zonas adyacentes durante la
microestimulacion de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral nos
permitié caracterizar hasta 6 grupos neuronales diferentes: inspiratorias
decrecientes, inspiratorias crecientes, espiratorias E1, espiratorias E2,

cardiovasculares y no moduladas.

5. Todos los grupos neuronales registrados modificaban su actividad ante
la estimulacion eléctrica de la Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral. Ademas, la existencia de activaciones y excitaciones de
latencia corta, facilitaciones, disfacilitaciones e inhibiciones por
estimulacién de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral de todos
los grupos neuronales descritos, muestran la gran complejidad de las

interacciones existentes entre estas regiones.

6. Confirmamos que tanto la microestimulacién eléctrica como la quimica

con glutamato de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral producen
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una respuesta cardiorrespiratoria caracterizada por aumento de la
frecuencia respiratoria, aumento de presion arterial y aumento de
frecuencia cardiaca con valores muy significativos con respecto al

estado de reposo del animal.

7. La implementacion de la técnica de “glotis aislada in situ” posibilita una
medicidon estable, fiable y de alto nivel de sensibilidad de la presion
subgldtica, variable que refleja la actividad de las motoneuronas
laringeas, tanto en situacion de reposo como bajo la estimulacion de la

Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral.

8. En nuestras condiciones experimentales, la resistencia laringea, medida
en forma de presion subglotica, disminuye significativamente mediante
la microestimulacidn eléctrica y quimica de la Sustancia Gris

Periacueductal dorsolateral.

9. Se propone que la activaciéon de la Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral produce la activacibn de mecanismos centrales que
aseguran el aumento de la actividad de las motoneuronas inspiratorias
laringeas, reduciendo la actividad de las espiratorias, facilitando la
respuesta taquipnéica evocada durante la respuesta de defensa del

animal.
CONCLUSION GENERAL

Los resultados obtenidos demuestran por primera vez, mediante el uso de
técnicas neuromorfoldgicas, electroneurofisioldgicas y neurofarmacologicas, la
modulacién funcional que ejercen las neuronas de la Sustancia Gris
Periacueductal dorsolateral sobre la actividad de las motoneuronas laringeas del
nucleo ambiguo en la rata durante la respuesta de defensa evocada por la

estimulacion de dicha area mesencefalica.

196



CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

. CONCLUSIONS

. Electrical microstimulation of the dorsolateral periaqueductal grey matter

induces a significant increase in neuronal activity ipsilateral to stimulation,
measured as c-Fos protein expression, in the compact and loose domains of

the nucleus ambiguus.

2. We confirmed the expression of the transcription factor FoxP2 in all divisions

5.

of the nucleus ambiguus, with higher expression in the semicompact and
loose formations, which are directly related to laryngeal control. This
expression is not affected by electrical microstimulation of the dorsolateral
periaqueductal grey matter.

Motor neurons in the loose formation of the nucleus ambiguus significantly
increase c-Fos/FoxP2 co-expression after electrical microstimulation of the
dorsolateral periaqueductal grey matter.

The recording of the unitary electrical activity of neurons located in the region
of the nucleus ambiguus and adjacent areas during microstimulation of the
dorsolateral periaqueductal grey matter, allowed us to characterise up to 6
different neuronal groups: Inspiratory with decreasing pattern of discharge,
inspiratory with increasing pattern of discharge, expiratory E1, expiratory E2,

cardiovascular and unmodulated neurons.

All recorded neuronal groups modified their activity in response to electrical
stimulation of the dorsolateral periaqueductal grey matter. Furthermore, the
great complexity of the interactions between these regions is demonstrated
by the presence of short-latency activations and excitations, facilitations,
disfacilitations and inhibitions by stimulation of the dorsolateral periaqueductal
grey matter of all the neuronal groups described.

We confirmed that both electrical and chemical microstimulation with
glutamate of the dorsolateral periaqueductal grey matter produced a
sympathoexcitatory response characterised by hypertension, tachycardia and
tachypnoea, with very significant values compared to the animal's resting
state.
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7. The implementation of the "isolated glottis in situ" technique alows a stable,
reliable and highly sensitive measurement of subglottic pressure, a variable
that reflects laryngeal motor neuron activity, both at rest and during
dorsolateral periaqueductal grey stimulation.

8. Under our experimental conditions, laryngeal resistance, measured as
subglottic pressure, is significantly reduced by electrical and chemical
microstimulation of the dorsolateral periaqueductal grey matter.

9. It is proposed that activation of the dorsolateral Periaqueductal Grey
Substance produces the activation of central mechanisms that ensure
increased activity of laryngeal inspiratory motor neurons, reducing the activity
of expiratory motor neurons and facilitating the tachypnoeic response evoked

during the animal's defence response.
GENERAL CONCLUSION

The results obtained demonstrate for the first time, using
neuromorphological, electroneurophysiological and neuropharmacological
techniques, the functional modulation exerted by neurons of the dorsolateral
periaqueductal grey matter on the activity of the laryngeal motor neurons of the
nucleus ambiguus in the rat during the defence response evoked by stimulation
of this mesencephalic area.
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9.1. ANEXO 1. ABREVIATURAS

CML, Corteza Motora Laringea

cPB, Complejo Parabraquial

GRD, Grupo Respiratorio Dorsal

GRP, Grupo Respiratorio Pontino

GRYV, Grupo Respiratorio Ventral

GRVc, Grupo Respiratorio Ventral Caudal

GRVr, Grupo Respiratorio Ventral Rostral

KF, Nucleo Kolliker-Fuse nucleus

nA, nucleo Ambiguo

nRA, nucleo RetroAmbiguo

NTS, Nucleo del Tracto Solitario

PB, Parabraquial

PBI, Parabraquial lateral

PBm-KF, Parabraquial medial y nucleo Kolliker-Fuse
PBm, Parabraquial medial

SGP, Sustancia Gris Periacueductal

SGPdI, Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral
SGPI, Sustancia Gris Periacueductal lateral

SGPvI, Sustancia Gris Periacueductal ventrolateral
SGPdm, Sustancia Gris Periacueductal dorsomedial
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ANEXOS

9.2. ANEXO 3. PUBLICACIONES QUE AVALAN LA
TESIS DOCTORAL

PUBLICACION 1

Gonzalez-Garcia M, Carrillo-Franco L, Morales-Luque C, Ponce-Velasco M,
Gago B, Dawid-Milner MS y Lépez-Gonzalez MV. Uncovering the neural control
of laryngeal activity and subglottic pressure in anaesthetized rats: insights from
mesencephalic regions. Pflugers Arch. 2024. Advance online publication. doi:
10.1007/s00424-024-02976-3.

Abstract. To assess the possible interactions between the dorsolateral
Periaqueductal Gray matter (dIPAG) and the different domains of the nucleus
Ambiguus (nA), we have examined the pattern of double staining c-Fos/FoxP2
protein immunoreactivity (c-Fos-ir/Fox-P2-ir) and Tyrosine Hydroxylase (TH)
throughout the rostro-caudal extent of nA in spontaneously breathing
anaesthetised male Sprague—Dawley rats during dIPAG electrical stimulation.
Activation of the dIPAG elicited a selective increase in c-Fos-ir with an ipsilateral
predominance in the somatas of the loose (p<0.05) and compact formation
(p<0.01) within the nA and confirm the expression of FoxP2 bilaterally in all the
domains within the nA. A second group of experiments was made to examine the
importance of the dIPAG in modulating the laryngeal response evoked after
electrical or chemical (glutamate) dIPAG stimulations. Both electrical and
chemical stimulations evoked a significant decrease of laryngeal resistance
(subglottal pressure) (p<0.001) accompanied with an increase in respiratory rate
together with a pressor and tachycardic response. The results of our study
contribute with new data on the role of the mesencephalic neuronal circuits in the

control mechanisms of subglottic pressure and laryngeal activity.
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PUBLICACION 2

Gonzalez-Garcia M, Carrillo-Franco L, Morales-Luque C, Dawid-Milner MS,
Lopez-Gonzalez MV. Central Autonomic Mechanisms Involved in the Control of
Laryngeal Activity and Vocalization. Biology (Basel). 2024;13(2):118.
doi:10.3390/biology13020118

Abstract. In humans, speech is a complex process that requires the coordinated
involvement of various components of the phonatory system, which are
monitored by the central nervous system. The larynx in particular plays a crucial
role, as it enables the vocal folds to meet and converts the exhaled air from our
lungs into audible sounds. Voice production requires precise and sustained
exhalation, which generates an air pressure/flow that creates the pressure in the
glottis required for voice production. Voluntary vocal production begins in the
laryngeal motor cortex (LMC), a structure found in all mammals, although the
specific location in the cortex varies in humans. The LMC interfaces with various
structures of the central autonomic network associated with cardiorespiratory
regulation to allow the perfect coordination between breathing and vocalization.
The main subcortical structure involved in this relationship is the mesencephalic
periaqueductal grey matter (PAG). The PAG is the perfect link to the autonomic
pontomedullary structures such as the parabrachial complex (PBc), the Kolliker-
Fuse nucleus (KF), the nucleus tractus solitarius (NTS), and the nucleus
retroambiguus (nRA), which modulate cardiovascular autonomic function activity
in the vasomotor centers and respiratory activity at the level of the generators of
the laryngeal-respiratory motor patterns that are essential for vocalization. These
cores of autonomic structures are not only involved in the generation and
modulation of cardiorespiratory responses to various stressors but also help to
shape the cardiorespiratory motor patterns that are important for vocal
production. Clinical studies show increased activity in the central circuits
responsible for vocalization in certain speech disorders, such as spasmodic
dysphonia because of laryngeal dystonia.
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PUBLICACION 3

Lopez-Gonzalez MV, Gonzalez-Garcia M, Peinado-Aragonés CA, Barbancho
MA, Diaz-Casares A, Dawid-Milner MS. Pontine A5 region modulation of the
cardiorespiratory response evoked from the midbrain dorsolateral periaqueductal
grey. J Physiol Biochem. 2020;76(4):561-572. doi:10.1007/s13105-020-00761-1

Abstract. Connections between the midbrain dorsolateral periaqueductal grey
(dIPAG) and the pontine A5 region have been shown. The stimulation of both
regions evokes similar cardiovascular responses: tachycardia and hypertension.
Accordingly, we have studied the interactions between dIPAG and A5 region in
spontaneously breathing anesthetized rats. dIPAG was electrically stimulated
(20-30 pA 1-ms pulses were given for 5 s at 100 Hz). Changes in the evoked
cardiorespiratoy response were analysed before and after ipsilateral
microinjections of muscimol (GABAergic agonist, 50 nl, 0.25 nmol, 5 s) within the
A5 region. Electrical stimulation of the dIPAG produces, in the rat, a response
characterized by tachypnoea (p < 0.001), hypertension (p < 0.001) and
tachycardia (p < 0.001). The increase in respiratory rate was due to a decrease
in expiratory time (p < 0.01). Pharmacological inhibition of the A5 region with
muscimol produced a marked reduction of the tachycardia (p < 0.001) and the
tachypnoea (p < 0.01) evoked from the dIPAG. Finally, to assess functional
interactions between A5 and dIPAG, extracellular activity of putative A5 neurones
were recorded during dIPAG electrical stimulation. Forty AS cells were recorded,
16 of which were affected by dIPAG stimulation (40%). 4 cells showed activation,
5 cells excitation and 7 cells decreased spontaneous activity to dIPAG stimulation
(p < 0.001). These results confirm a link between the A5 region and dIPAG. The
potential role of these connections in the modulation of dIPAG evoked

cardiorespiratory responses and their possible clinical implications are discussed.
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