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“Ten siempre a ltaca en tu mente.

Llegar alli es tu destino.

Mas no apresures nunca el viaje.

Mejor que dure muchos afios

y atracar, viejo ya, en la isla,

enriquecido de cuanto ganaste en el camino
sin aguantar a que ltaca te enriquezca.”

Viaje a ltaca

Konstantinos Petrou Kavafis (1863-1933). Poeta griego.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Hace mas de un siglo que se demostré que el tronco del encéfalo
desempefia un papel esencial en la regulacion cardiorrespiratoria.
Posteriormente, se demostré también que varias regiones del sistema
nervioso central ejercen una gran influencia en la funcidn
cardiorrespiratoria. Dentro de estas regiones podemos sefialar la

protuberancia, mesencéfalo, hipotalamo o la amigdala.

Todavia no esta totalmente esclarecida la manera en la que estas
estructuras interactuan entre si para coordinar e integrar respuestas
cardiorrespiratorias tanto ante estimulos internos como externos. Se ha
trabajado con cada una de estas regiones con el objetivo de intentar
dilucidar el posible papel que juegan en la regulacion cardiorrespiratoria

en condiciones normales o ante una determinada situaciéon de estrés.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de dos de estas
regiones implicadas en el control cardiorrespiratorio: el mesencéfalo y la
protuberancia. Concretamente hemos estudiado la interaccion entre dos
estructuras dentro de cada region. En el mesencéfalo nos hemos cefiido
al estudio de una zona denominada Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral (SGPdI) y en la protuberancia hemos estudiado el Area A5
catecolaminérgico (A5). Hemos intentado también aportar nuevos datos
sobre su relacion funcional y el posible papel del glutamato en dichas

interacciones.

A continuacién, explicaremos brevemente los conocimientos
actuales existentes sobre el papel de estas dos estructuras en el control
cardiorrespiratorio. Comenzaremos hablando de la SGPdI. Mas tarde,

estudiaremos el Area A5 para terminar matizando los conocimientos
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actuales sobre aspectos morfofuncionales que llevan a plantear la

hipotesis de la posible interrelacion entre estas dos estructuras.
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1.1. El mesencéfalo. Estructura y funciones

El mesencéfalo, también conocido como cerebro medio, se
encuentra localizado en la parte mas rostral del tallo cerebral, por encima
de la protuberancia y por debajo del diencéfalo. En cuanto a su anatomia
macroscopica las estructuras que mas resaltan a simple vista son los
tubérculos cuadrigéminos, con cuatro elevaciones que se encuentran
presentes en la vista dorsal. Estan dispuestos en pares, también
conocidos como coliculos. Los coliculos superiores se relacionan con la

vista, mientras que los coliculos inferiores se relacionan con la audicion.

Dos de las funciones principales del mesencéfalo son las de la
vista y la audicion gracias a estos coliculos superiores e inferiores.
También controla parte del movimiento de la cabeza en coordinacion con
los movimientos oculares, asi en caso de que llegue a fallar o no funcione
la via corticoespinal va a corregir o reemplazar a esta via dependiendo de

cual sea el problema, aunque nunca como lo hacia la via original.

En clinica podemos encontrar un elevado numero de patologias
relacionadas con alguna mal funcién del mesencéfalo. Posiblemente la
mas importante entre ellas sea el Parkinson, que se origina por una falta
de dopamina en la sustancia negra, que causa problemas de tipo motores
que son muy caracteristicos, como el temblor de la mano en reposo, la

rigidez de los musculos, y una marcha caracteristica.

De esta zona surgen o se desarrollan los pares craneales motor

ocular comun y troclear, encargados de los movimientos de los 0jos.

Estos pares se desarrollan principalmente en los coliculos

superiores y por ende son de mayor tamafo. También aqui se encuentran
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las vias encargadas de los procesos de los movimientos del cuello en
relacion con los movimientos de los ojos y los reflejos de la pupila tanto
directos (miosis y midriasis) como el reflejo consensual y, por ultimo, el

movimiento de mirada vertical.

El coliculo inferior esta organizado en tres partes: nucleo central,
nucleo pericentral y el nucleo externo. El nucleo central es el principal
relevo de la audicion, para que los sonidos de alta frecuencia se vayan a
la parte ventral y los de baja frecuencia a la parte dorsal del nucleo.
También se sabe que el nucleo pericentral trabaja en conjunto con el
coliculo superior ya que sirve para dirigir la atencién del sonido, se refiere
a la accion que se lleva a cabo al girar al lugar de origen de un sonido que

nos llame la atencion.

La irrigacion la lleva a cabo principalmente la arteria basilar por las
ramas paramediana, cerebelosa superior y cerebelosa posterior. Esto es
de vital importancia debido a que un fallo en ésta, provocaria déficits
nutricionales en las células de esta estructura, que pueden causar

sindromes e infartos como el sindrome vascular mesencefalico.
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CARACTERiSTICAS
ANATOMICAS

CARACTERISTICAS
FUNCIONALES

Se denomina pretectum

Funcién visual (reciben
aferencias desde el tracto optico,

Coliculos *Brazo conjuntival superior: . S
h : ; ) siendo estacién de relevo entre
superiores comunica el coliculo superior con el . -
. ; este y el nucleo geniculado
nucleo geniculado lateral
lateral)
Varios nucleos: central, pericentral, Funcion auditiva (reciben
. exterior. aferencias desde los nucleos
Coliculos . L . ! -
inferiores Brazo conjuntival inferior: cocleares, siendo estacion de
comunica el coliculo inferior con el relevo entre estos y el nucleo
nucleo geniculado medial geniculado medial)
Acueducto Comunicacion entre el tercer y

mesencefalico

Localizado centralmente

cuarto ventriculo.

Sustancia Gris
Periacueductal

Alrededor del acueducto

Recibe aferencias desde nucleos
vegetativos hipotalamicos.
Implicada en la modulacién del
dolor y estrés.

Sustancia Dorsal a los pedunculos cerebrales. Forma parte de los ganglios de la
negra -pars compacta -pars reticulata base.
Dorsal a la sustancia negra. Centro de relevo de vias reflejas
*Tracto rubroespinal. Nace en cerebelosas y estriadas.
Nucleo rojo nucleo rojo cruzando sus axones la Parte esencial de las vias
linea media y dirigiéndose hasta el extrapiramidales corticales.
nivel toracico de la médula. Control del tono muscular.
Ventral a la sustancia gris
periacueductal, craneal al nucleo
del IV nervio craneal y a la altura - .
Nucleo lll del coliculo superior. Inervacion musculos rectos
p

nervio craneal

*Fasciculo del Ill nervio craneal: las
fibras atraviesan el nucleo rojo
saliendo por la parte anterior del
mesencéfalo, mediales a los
pedunculos cerebrales.

superior-inferior-interno, oblicuo
menor y elevador del parpado.
Inervacién parasimpatica pupilar

Nucleo del IV
nervio craneal

Sito en la region ventral de la SGP,
en el nivel del coliculo inferior.
*Fasciculo del IV nervio craneal:
sigue un curso posterior e inferior al
acueducto y se decusa en la parte
posterior del mesencéfalo,
emergiendo cerca de la linea media
dorsal, justo bajo el coliculo inferior

Inervaciéon musculo oblicuo
superior
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Nucleo . L . .
mesencefalico Lateral al acueducto mesencefalico. Regién sensitiva (recibe
del V nervio *Fasciculo del V nervio craneal: se informacion propioceptiva de los
craneal dirige hacia caudal. musculos de la masticacion)
Nucleo Inmediatamente superior al coliculo
superior a nivel de la comisura Implicado en el reflejo pupilar
pretectal )
posterior
. . . Centro locomotor, centro
Lz Situada entre la SustanciaGgris X . .
Formacion . . cardiorrespiratorio, centro del
. Periacueductal y lemnisco lateral y A .
reticular . L vomito, regulacion ritmos
tracto espinotalamico. X .
circadianos, etc
Lleva fibras hacia los nucleos
Fasciculo . . oculomotores y nucleos motores
- Situado anterior y lateralmente al
longitudinal nacleo 11l nervio craneal bulbares y medulares.
medial Control reflejo de los movimientos
de la cabeza y los ojos
Tracto Localizado lateralmente a la Via del dolor v la temperatura
espinotalamico formacion reticular. y P
lateral
. . Via de la sensibilidad profunda
Lemnisco Localizado lateralmente a la . ' pr
. It . consciente y sensibilidad
medial formacion reticular. e
epicritica
Su decusacion se localiza en la
Pedunculos porcién central del tegmento, Conexion entre cerebelo y

cerebelosos

anterior al acueducto
mesencefalico.

mesencéfalo.

Pedtinculos
cerebrales

Localizado ventralmente. Contienen
los haces:
-corticobulbar (fibras
temporopontinas): quinto lateral.
-corticoespinal: porcion media.
-corticopontino (fibras
frontopontinas): quinto medial.

Via motora.

El haz corticoespinal presenta
organizacion somatotdpica para
la musculatura de la cabeza y
extremidades (ordenadas de
medial a lateral).

Tabla 1. Estructuras anatémicas del mesencéfalo.
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1.2. Sustancia Gris Periacueductal (SGP)

A modo de resumen, podemos decir que la Sustancia Gris
Periacueductal (SGP) es una interfaz tanto anatomica como funcional
entre el prosencéfalo y la protuberancia y tiene como funcién principal el
integrar las respuestas activas y pasivas ante estimulos internos o
externos. Anatomicamente esta estructurada por cuatro columnas
longitudinales, a las que se les denomina: dorsomedial (dm), dorsolateral
(d), lateral () y ventrolateral (vl). Entre ellas existen diferencias tanto
funcionales como de conexiones anatémicas y propiedades quimicas
(Carrive, 1993; Bandler y Shipley, 1994; Bandler y cols., 2000; Keay y
Bandler, 2001; Vianna y Brandao, 2003).

Entre todas las aferencias que recibe, las mas importantes son las
que llegan desde el cértex prefrontal, amigdala, hipotalamo y desde rutas
nociceptivas. Gracias a sus conexiones con distintos nucleos
protuberanciales, la SGP coordina diferentes patrones de respuestas
cardiorrespiratorias, motoras y nociceptivas. Estas respuestas varian en
funcién del tipo de estrés y de la percepcion subjetiva del propio individuo
ante la supuesta amenaza. Otras funciones de la SGP son: la
vocalizacién, miccidn, termorregulacion, participacion en los mecanismos

de vigilia y suefio (REM).

A nivel clinico, se sabe que su funcionamiento esta afectado en
distintos desdrdenes neurodegenerativos como el Alzheimer y diferentes
atrofias multisistémicas. Ademas, la estimulacién 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 (Behbehani, 1995; Carrive, 1993; Bandler y Shipley, 1994;
Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2002; Heinricher y cols., 2009;
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Zhang y cols., 2007; Haxhiu y cols., 2002; Jurgens, 2009; Holstege, 2005;
Kavia y cols., 2005).
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1.2.1. Organizacién anatémico funcional de la SGP

La SGP se continua con la sustancia gris periventricular y rodea el
acueducto mesencefalico excepto en su parte ventral, la cual contiene
rostralmente nucleos con funciéon oculomotora y caudalmente el rafe
dorsal. Las 4 subdivisiones de la SGP (dorsomedial (dm), dorsolateral (dl),
lateral (I) y ventrolateral (vl)) han sido establecidas en base a su
citoarquitectura, quimioarquitectura y patrones de conectividad (Carrive,
1993; Bandler y Shipley, 1994; Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler,
2001; Vianna y Brandao, 2003). La SGP contiene diferentes tipos de
neuronas que utilizan diferentes tipos de neurotransmisores (L-glutamato,
GABA, opioides (encefalinas), sustancia P, neurotensina...). La SGPdI
contiene, ademas, neuronas que expresan NADPH-diaforasa y sintetizan
oxido nitrico (Onstott y cols., 1993). La SGPvl contiene un grupo de
neuronas dopaminérgicas (Lu y cols., 2006). Por ultimo, la SGP tiene
expresion de receptores de todo tipo, como son NMDA (Siegfried y
Souza, 1989), GABAA (Behbehani y cols., 1990), p-opioides (Fields,
2004), neuroquinina-1 (Gregg y Siegel, 2003) y TRPV1 (Palazzo y cols.,
2010).
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1.2.2. Aferencias y eferencias de la SGP

Como hemos introducido anteriormente, la SGP es un componente
esencial del llamado “sistema motor emocional” (Holstege y cols., 1996).
Este sistema o red de distribucion recibe aferencias desde el coértex
prefrontal medial y el cingulado anterior y proyecta a zonas
protuberanciales que controlan patrones especificos de respuestas tanto
motoras como autondmicas, y modula tanto la excitabilidad nociceptiva
del asta dorsal ante estimulos dolorosos como el nivel de excitabilidad de

los reflejos espinales (Holstege y cols., 1996).

La SGP recibe aferencias desde el prosencéfalo, protuberancia y
las neuronas sensitivas del asta dorsal y del nucleo del trigémino. Estos
inputs de informacién poseen patrones diferentes de entrada a las
diferentes columnas de la SGP. De manera mas concreta, el cértex
prefrontal provee de la entrada de informacion mas potente desde el
prosencéfalo. La pared media del coértex prefrontal conecta con la
columna dorsolateral de la SGP, el giro cingulado anterior alcanza la
columna lateral, ventrolateral y dorsomedial (An y cols., 1998). Las
aferencias desde la amigdala se originan desde el nucleo central y la
porcidon ventrolateral del nucleo basal; las aferencias desde el hipotalamo
se originan desde el nucleo predptico medial, nucleo anterior, nucleo
periventricular, nucleo ventromedial, nucleo posterior, nucleo

supramamilar y areas laterales hipotalamicas (An y cols., 1998).
La SGP recibe profusas conexiones tanto noradrenérgicas como
adrenérgicas desde el bulbo ventrolateral (grupos A1y C1) y dorsomedial

(grupos A2 y C3) (Herbert y Saper, 1992).

La informaciéon nociceptiva le llega desde la Lamina | del asta
dorsal superficial y el nucleo caudal del trigémino contralaterales. Estas

-10 -
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conexiones llegan hasta las zonas ventrolateral y lateral de la SGP y se
organizan somatotopicamente. Las proyecciones trigeminales finalizan en
la SGP rostral y las proyecciones cervicales y lumbares espinales van

llegando progresivamente hasta niveles mas caudales (Yezierski, 1988).

La SGP proyecta al prosencéfalo, protuberancia y médula espinal.
Las proyecciones al prosencéfalo alcanzan al talamo e hipotalamo
(Herbert y Saper, 1992; Yezierski, 1988). Las proyecciones hacia los
nucleos intralaminar y medial del talamo podrian servir como una puerta
de escape o conexién con el cértex prefrontal, amigdala y ganglios
basales (Krout y Loewy, 2000). Otras proyecciones muy importantes, por
lo profuso, son las que emite hacia el hipotalamo, concretamente a las
zonas anterior, medial y posterior. La ruta principal para las proyecciones
diencefalicas de la SGP son a través del nudo periventricular (Mantyh,
1983). Con la excepcion de la columna dorsolateral, todas las demas
columnas de la SGP proyectan a la protuberancia (parte inferior). La SGP
proyecta de manera densa al nucleo cuneiforme, locus ceruleus, nucleo
de Barrington (centro de la miccion protuberancial), nucleos motores de la
region reticular protuberancial y bulbar, complejo parabraquial, nucleos
ambiguo y retroambiguo, bulbo rostral y caudal ventrolateral y bulbo

rostral ventromedial (incluido el rafe magno y rafe palido) (Mantyh, 1983).

La mayoria de estos destinos son centros premotores que, a su
vez, contactan con otros centros sensitivos, motores o nucleos
autonomicos de la protuberancia y médula espinal (Holstege y cols.,
1996). Las conexiones de la SGP en humanos han sido muy estudiadas y
en experiencias recientes realizadas en pacientes que han recibido
estimulacion profunda de la SGP por dolor neuropatico han mostrado
conexiones ascendentes de la SGPd con la parte posterior ventral del
talamo y la corteza primaria somatosensorial, y conexiones de la SGPv

con las cortezas cinguladas prefrontal ventromedial y anterior, amigdala y
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nucleo accumbens. Las columnas SGPd y SGPv muestran, ademas,
diferentes conexiones con el bulbo dorsomedial ipsilateral y el cerebelo
(Sillery y cols., 2005). Estos hallazgos confirman la conectividad tan

variada de las diferentes partes de la SGP.

En particular, hay proyecciones directas de la corteza auditiva
primaria y de la zona 18 (un area cortical visual secundaria en la rata) a la
SGPdI pero no a otras subregiones de la SGP (Benzinger y Massopust,
1983; Newman y cols., 1989). También hay una proyeccién de la zona 18
al coliculo superior que esta por encima y adyacente a la SGPdI,
(Benzinger y Massopust, 1983). Es mas, hay una proyeccion desde el
coliculo superior a la SGP, que se dirige exclusivamente a la SGPdI.
Ademas existen inputs exclusivamente hacia la SGPdl y no a otras
subregiones de la SGP, desde dos nucleos que se sabe que tienen un
papel importante en el control de los movimientos oculares como son el
nucleo praepositus hypoglossi y el nucleo periparabigeminal (Klop y cols.,
2005, 2006). Ambos también proyectan al coliculo superior (Klop y cols.,
2005, 2006). Klop y cols., (2006) han sugerido que estos inputs permiten
que las neuronas de la SGPdI puedan responder a las sefiales visuales
generadas por la presencia de objetos en el campo visual externo en
lugar de cambios en las sefales visuales causadas solo por los
movimientos del ojo. Consistente con esta hipdtesis, las neuronas en la
SGPdI se inhiben justo antes y durante los movimientos rapidos de los

ojos (movimientos sacadicos) (Kase y cols., 1986).

Una de las proyecciones mas importantes que recibe la SGPdI
proviene de las neuronas del nucleo dorsal premamilar (PMD) en el
hipotalamo, en particular su porcion ventrolateral (Motta y cols., 2009).
Las lesiones en el PMD o el bloqueo de los receptores excitatorios en el
PMD reducen en gran medida la respuesta de comportamiento defensivo

ya sea a la presencia de un depredador, o al olor de éste (Markham y
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cols., 2004; Blanchard y cols., 2005; Do Monte y cols., 2008;. Motta y
cols., 2009).

La parte ventrolateral del PMD recibe su principal entrada de
informacion desde proyecciones directas desde el nucleo hipotalamico
ventromedial, parte dorsomedial (VMH), que a su vez recibe proyecciones
desde dos zonas de la amigdala, la parte posteroventral del nucleo medial
y la parte posterior de nucleo basomedial (Motta y cols., 2009). La parte
posteroventral de la amigdala medial se activa por el olor del depredador
(McGregor y cols., 2004), mientras que se cree que la parte posterior del
nucleo basomedial es activada mas por las sefiales que indican la

presencia de un depredador (Motta y cols., 2009).

La parte ventrolateral del PMD también recibe una entrada
importante del area hipotalamica anterior (AHA) (Risold y cols., 1994), que
junto con el PMD y VMH son parte del sistema que genera la respuesta
de defensa desde el hipotalamo medial (Swanson, 2000). También hay
una fuerte proyeccidén de una regién lateral en lugar circunscrita en el area
hipotalamica anterior directamente a la SGPdl (Semenenko y Lumb,
1992). La activaciéon de ésta evoca aumentos de la presion arterial, de
flujo sanguinea en las extremidades y de la frecuencia respiratoria, similar
a la respuesta cardiovascular asociada a la respuesta de defensa (Lumb y
Lovick, 1993).

La SGPdI en la rata recibe también proyecciones directas de las
neuronas del cortex prefrontal medial (PFC), en particular desde su
porcion caudodorsal (cértex cingulado anterior y prelimbico caudal) (Floyd
y cols., 2000; Gabbott y cols., 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
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que el coértex 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 y cols.,
2000). En primates, las regiones corticales que son homodlogas a la
porcion caudodorsal del cortex prefrontal medial son las zonas 10, 25 y
32, y los estudios anatomicos han demostrado que estas areas son el
origen de una proyeccion densa a la SGPdI (An y cols., 1998; Bandler y
cols., 2000). Asi mismo, dafos en el cortex prefrontal en humanos afectan
su capacidad para predecir las consecuencias de las conductas de riesgo,
y también reduce las respuestas autonomas que normalmente se asocian
con el estrés emocional en los comportamientos de riesgo (Bechara y
cols., 1997).

En resumen, las conexiones aferentes a la SGPdI| surgen de un
numero de nucleos que reciben entradas relacionadas con las sefales
visuales, auditivas y olfativas, o de los nucleos que procesan tales
sefiales. Es particularmente sorprendente que, a excepcion de la
proyeccion desde la PMDuvl, todas estas entradas son exclusivas de la
SGPdI. Por el contrario, hay muchas entradas a la SGP desde varias
regiones (por ejemplo, nucleo central de la amigdala, el area predptico
medial, campo tegmental pontinomedular, y la médula espinal) que
proyectan a todas las subregiones SGP excepto al SGPdI (Bjorkeland y
Boivie, 1984; Wiberg y Blomqvist, 1984; Rizvi y cols., 1991, 1992; Herbert
y Saper, 1992; Klop y cols., 2005). Es por esto que podemos afirmar que

las aferencias a la SGPdI son altamente especificas y distintivas.

Del mismo modo, las eferencias de la SGPdl también son
altamente especificas y claramente diferentes a las de las otras
subregiones de la SGP. Si atendemos a las eferencias mas importantes
de la SGP, hay fuertes proyecciones hacia la linea media del bulbo

raquideo, médula rostral ventrolateral (que contiene neuronas simpaticas
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premotoras (Dampney y cols., 2003; Guyenet, 2006)), asi como al grupo
respiratorio ventral desde SGPdm, SGPI y SGPvI (Beitz y cols., 1983; Van
Bockstaele y cols., 1991; Cowie y Holstege, 1992; Gaytan y Pasaro,
1998). En contraste, la SGPdI no proyecta a ninguna de estas regiones
(Beitz y cols., 1983; Van Bockstaele y cols., 1991; Cowie y Holstege,
1992; Gaytan y Pasaro, 1998). Las neuronas de la SGPdI proyectan, sin
embargo, al nucleo cuneiforme (Redgrave y cols., 1988; Bernard y cols.,
1989). No existe una proyeccion significativa al nucleo cuneiforme de

otras subregiones de la SGP.

El segundo objetivo mas importante de las proyecciones desde la
SGPdI es el complejo parabraquial, especificamente su nucleo superior
lateral (Krout y cols., 1998). Aunque también hay proyecciones al
complejo parabraquial desde las demas subregiones de la SGP, la SGPdI
es la unica subregidbn que proyecta exclusivamente al subnucleo
parabraquial lateral superior (Krout y cols., 1998). Es interesante resaltar
que también hay una proyeccion muy densa desde el nucleo parabraquial
lateral superior a la parte nucleo hipotalamico ventro medial (DMH)
(Bester y cols., 1997) que, como se menciond anteriormente, es parte del
sistema que produce la respuesta de defensa desde el hipotalamo medial
(Swanson, 2000).
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1.2.3. Propiedades quimicas de la SGPdI

Al igual que sucede con las conexiones anatomicas, las
propiedades quimicas de la SGPdI son claramente diferentes de las otras
subregiones de la SGP. Esto queda patente, sobre todo, en el caso de la
NADPH diaforasa o la éxido nitrico sintasa (NOS), marcadores de las
neuronas que sintetizan oxido nitrico (Herbert y Saper, 1992; Onstott y
cols., 1993; Bandler y Shipley, 1994). Las neuronas de la SGP que
contienen NADPH diaforasa se limitan basicamente a la subregién de la
SGPdI. Del mismo modo, la enzima acetilcolinesterasa en la SGP también
se encuentra solo 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 y cols., 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 el caso de las neuronas y
terminales GABA (Albin y cols., 1990; Azkue y cols., 1997). Por ultimo hay
que anadir 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 SGPvl (Herbert y Saper, 1992), lo que
indica que estas subregiones no reciben una inervaciéon adrenérgica

significativa.
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1.2.4 Funciones de la SGP

1.2.4.1. Respuesta al estrés

La SGP es un componente esencial de una red neuronal que se
activa en respuesta tanto a estimulos internos (estrés interno) como los
dolorosos y amenazas externas, como la presencia de un depredador.
Esta red neural incluye varias areas del coértex prefrontal. Coértex
cingulado anterior, amigdala e hipotalamo, que conectan especificamente
con las distintas columnas que conforman la SGP. Estas conexiones
forman circuitos paralelos que son activados en funcién de las
caracteristicas de los estimulos recibidos, e inician diferentes respuestas
moduladoras, ya sean dolorosas, autondmicas o motoras (Bandler y
Shipley, 1994; Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2002).

Los animales han desarrollado varios tipos de estrategias para
defenderse de los diferentes tipos de estimulos que suponen una
amenaza o estrés. Segun Bandler y cols., (2000) y Keay y Bandler (2001),
las estrategias se pueden clasificar como estrategias de afrontamiento
activo o pasivo. El comportamiento defensivo activo se caracteriza por un
aumento de la actividad somatomotora junto a cambios cardiovasculares
y respiratorios que tienen el efecto de aumentar el flujo de sangre y el
suministro de oxigeno a los musculos esqueléticos para su activacion.
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 disminucion de la actividad somatomotora (por ejemplo, quiescencia)
acompanado por cambios cardiovasculares apropiados, incluyendo

reduccion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca. Esta respuesta
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es provocada por estimulos que son ineludibles, tales como dolor de
origen profundo en los musculos o visceras, o hemorragias (Carrive,
1993; Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2001).

La microestimulacion quimica de la SGP muestra que las diferentes
columnas de la SGP organizan diferentes tipos de respuestas en funcién
del estimulo recibido, ya sea doloroso o de otro tipo (Carrive, 1993;
Bandler y Shipley, 1994; Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2002;
Heinricher y cols., 2009; Nashold y cols., 1969; Keay y Bandler, 2001;
Bandler y cols., 2000). La SGPI y SGPdI inician la respuesta de defensa
(huida o lucha). Esta respuesta estda asociada con taquicardia,
hipertension y redistribucion del flujo sanguineo. Esta respuesta
simpatoexcitadora esta mediada por el bulbo rostroventrolateral, el cual
activa neuronas preganglionares simpaticas que controlan a los efectores
cardiovasculares (Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2001; Hayward,
2007; de Menezes, 2009). Por el contrario, las neuronas de la SGPuvl,
inician respuestas simpatoinhibidoras (hipotensién y bradicardia) que
estan asociadas a inmovilidad e hiporeactividad al entorno. Esta
respuesta vasodepresora esta mediada por neuronas del bulbo
ventromedial y el nucleo del rafe palido (Vagg y cols., 2008), los cuales
inhiben a las neuronas simpatoexcitadoras del bulbo rostroventrolateral. A
nivel respiratorio también se producen respuestas especificas en funcion
de si estimulamos la regién de la SGGPdI (taquipnea) o de la SGPvI
(bradipnea) (Tavares y Lima, 2007). Estas respuestas son mediadas por
proyecciones a interneuronas premotoras a nivel de la protuberancia y el

nucleo retroambiguo a nivel del bulbo.

1.2.4.2. Modulacion del dolor

La SGP es un componente esencial en el circuito neuronal

implicado en la modulaciéon del dolor. ElI control que ejerce es dual,

-18 -



INTRODUCCION

inhibidor o excitador, a nivel de la transmisién nociceptiva del asta dorsal
medular y del nucleo del trigémino. Esta red neuronal contiene
conexiones a nivel del cértex prefrontal y del cértex cingulado, del
hipotadlamo, de la amigdala, de la formacion reticular protuberancial, del
bulbo rostroventrolateral y caudal (Heinricher y cols., 2009; Fields, 2004;
Tavares y Lima, 2007) y las neuronas de esta red expresan receptores
opioides y de TRPV1 (Fields, 2004; Palazzo y cols., 2010) e intervienen
en la analgesia mediante opioides, placebo y acupuntura (Heinricher y
cols., 2009; Fields, 2004; Parry y cols., 2008; Valet y cols., 2004; Wager y
cols., 2007).

El balance entre inhibicidon o facilitacion nociceptiva es dinamico, y
puede ser alterado en diferentes estados comportamentales, emocionales
y patolégicos (Keay y Bandler, 2002; Heinricher y cols., 2009). La
estimulacion de la SGP produce tipicamente analgesia como demostro
por primera vez Reynolds en rata (Reynolds, 1969), y posteriormente se
confirmd en diferentes especies, incluyendo humanos (Nashold y cols.,
1969; Hosobuchi y cols., 1977; Baskin y cols., 1986).

Hay varios estudios que demuestran como la estimulacién de la
SGP inhibe fuertemente la actividad de las neuronas superficiales del asta
dorsal medular que conducen la informacidon nociceptiva procedente de
fibras tipo C, aunque no afecta o incluso pueden potenciar la nocicepcion
mediada por fibras tipo A (Heinricher y cols., 2009; Simpson y cols.,
2008). El efecto inhibidor sobre la neurotransmision nociceptiva que tiene
la SGP es resultado de una respuesta coordinada de las diferentes
columnas que la conforman, y va a depender del tipo de estimulo
doloroso recibido (Carrive, 1993; Bandler y Shipley, 1994; Bandler y cols.,
2000; Nashold y cols., 1969; Keay y Bandler, 2001; Bandler y cols., 2000).
La SGPI y dl producen una respuesta simpatoexcitadora y una analgesia

de corta duraciéon ante estimulos también de corta duracién a nivel
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cutaneo, involucrando neurotransmision no opioide (Keay y Bandler,
2001; Lumb, 2004; Bandler y cols., 2000). Por el contrario, dolor somatico
profundo, visceral o superficial repetitivo activa a la SGPvl y produce
analgesia de larga duracion dependiente de opioides y asociada a
inmovilidad y vasodepresion (Keay y Bandler, 2001; Bandler y cols.,
2000).

La SGP ejerce su funcién moduladora a nivel de estos circuitos que
llevan la informacion nociceptiva principalmente por su proyeccion directa
sobre el bulbo rostroventrolateral, incluyendo al Rafe Magno y, en parte,
por sus conexiones con el Area A5 protuberancial (Behbehani, 1995;
Heinricher y cols., 2009; Fields, 2004). El bulbo rostroventrolateral ejerce
un control bidireccional sobre el procesamiento nociceptivo, a nivel de 2
tipos celulares. Células que son activadas por opioides e inhiben la
nocicepcion, y células que son inhibidas por los opioides y promueven las
respuestas nociceptivas (Fields, 2004). Asi, el balance de la actividad de
ambas poblaciones determina el umbral nociceptivo a nivel del asta dorsal

medular.

1.2.4.3. Otras funciones

La SGP tiene un papel critico en la vocalizacién en respuesta a
estimulos dolorosos (Jurgens, 2009). Hay estudios que demuestran que la
SGPI y SGPvI integran la actividad espiratoria y laringea necesaria para la
generacion de la vocalizacion (Subramanian y cols., 2008). El control
voluntario de la vocalizacién incluye al cortex cingulado, el cual proyecta a
la SGP. La SGP presenta conexiones con la formacion reticular del bulbo
que rodea al nucleo ambiguo, el cual proyecta, a su vez, a motoneuronas
del asta ventral medular que controlan la espiracion, al propio nucleo

ambiguo (controla la fonacion) y a los nucleos trigémino, facial e hipogloso
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que controlan la articulaciéon. Las lesiones de la SGP producen mutismo

tanto en animales como humanos (Jurgens, 2009, Esposito y cols., 1999).

La SGP actua como intermediaria entre la informacion aferente
proveniente de la vejiga y las influencias moduladoras del mesencéfalo
que controlan la miccion. Normalmente, el vaciamiento de la vejiga implica
la coordinacion entre el reflejo espinobulbar y el centro de la miccién
protuberancial (Fowler y cols., 2008). La SGPvl recibe aferencias Ad
desde la vejiga y conduce esta informacion hasta el centro de la miccion
protuberancial (Holstege y cols., 2010). Hay estudios tanto en animales
como en humanos (Liu y cols., 2004; Fowler y Giriffiths, 2010) que
demuestran que la SGP se activa tanto durante el llenado como durante
el vaciado en la miccion. Se ha realizado un modelo de las posibles
conexiones funcionales entre la SGP y otros centros nerviosos
mesencefalicos durante el control de la miccidon (Fowler y Griffiths, 2010).
Segun este modelo el cortex medial prefrontal ejerce una inhibicién ténica
sobre la SGP durante el almacenamiento de la orina, mientras que la
supresion de esta inhibicién permitiria a la SGP la activaciéon del centro de
la miccidn protuberancial cuando el sujeto de estudio desea orinar (Fowler
y cols., 2008).

También se ha descrito una funcién interesante de la SGPvI en los
mecanismos de suefo-vigilia, y en el paso de suefio no-REM a REM
(Fuller y cols., 2007; Hsieh y cols., 2011). Se han descrito una serie de
neuronas dopaminérgicas dentro de la SGPvI que estan activas durante la
vigilia y silentes durante el suefio y que poseen una gran cantidad de
conexiones con otros centros que modulan la regulacion del suefio-vigilia

en hipotalamo y protuberancia (Lu y cols., 2006).
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1.2.4.4. Correlaciones clinicas

La estimulacion de la SGP y de regiones periventriculares
adyacentes en pacientes con dolor cronico intratable produce una
disminucién de éste que esta asociada con la liberacién de opioides (AKil
y cols., 1978) y se bloquea con la administracion de naloxona (Hosobuchi
y cols., 1977). Se ha podido comprobar que la estimulacion de la SGP
puede provocar una atenuacion efectiva en la magnitud del dolor a largo
plazo en determinados pacientes (Pereira y cols., 2007; Owen y cols.,
2007). La estimulacion cerebral profunda de la SGP o la zona
periventricular en algunos casos puede disminuir el dolor entre un 50 y un
66%, los mejores resultados se obtienen en pacientes con sindrome del
miembro fantasma, dolor de cabeza y anestesia dolorosa (Owen y cols.,
2007); la mejor ubicacién en humanos a la hora de estimular la SGP seria

ubicar el electrodo en la SGPvI concretamente (Baskin y cols., 1986).

La estimulacion de la SGP en humanos también produce cambios
en la presion arterial y la frecuencia cardiaca y son consistentes con los
cambios que se observan en animales experimentales (Green y cols.,
2005; Green y cols., 2006). La estimulacion de la SGPd produce un
aumento de la actividad simpatica y de la sensibilidad barorrefleja y puede
reducir la severidad de la hipotensién ortostatica en algunos pacientes
(Green y cols., 2006). La estimulacion de la SGPvl, que como hemos
dicho con anterioridad es el mejor punto para inducir analgesia, esta
asociado con una disminucién de la presion arterial (Green y cols., 2006).
Otro estudio reciente muestra que la estimulacion de la SGPv produce
una predominancia relativa de la modulacion vagal sobre la modulacién
simpatica de la frecuencia cardiaca, la cual se correlaciona con la eficacia
analgésica (Patel y cols., 2011). La estimulacién de la SGPvI en pacientes
con hipertensiéon refractaria produce una disminuciéon duradera de la

presion arterial (Patel y cols., 2011).
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También se ha descrito que la SGP esta afectada en algunas
enfermedades neurodegenerativas, mas concretamente, en Alzheimer
(Parvizi y cols., 2000), Parkinson (Braak y cols., 2000) y atrofias
multisistémicas (Benarroch y cols., 2010), pero no se sabe a ciencia cierta
cual es la correlacidon clinica concreta. Se ha descrito la presencia de
cuerpos [-amiloides y proteina TAU anormalmente fosforilada en
pacientes con enfermedad de Alzheimer (Parvizi y cols., 2000).
Presumiblemente, la SGP, su dafo, contribuya a las manifestaciones
comportamentales aberrantes en la enfermedad de Alzheimer y en las
manifestaciones autonémicas en la enfermedad de atrofia multisistémica
(Benarroch y cols., 2009; 2010).
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1.3. Respuesta de defensa

1.3.1. Areas participantes

Clasicamente, la respuesta de defensa en animales comienza a ser
estudiada por Kabat y cols., (1935). Ellos demostraron que la estimulaciéon
eléctrica del Hipotalamo Caudal produce ademas de un aumento de la
actividad cardiovascular (respuesta presora y taquicardia), un aumento de
la actividad respiratoria. Esta respuesta excitadora cardiorrespiratoria era
mayor en determinadas zonas del Hipotalamo Caudal como la Region
Subfornical, Area Hipotalamica Lateral y campo H1 de Forel (Kabat,
1936).

Estas respuestas evocadas coordinadas por la estimulacion del
hipotalamo caudal son similares a los cambios autondémicos vy
respiratorios que ocurren durante una reaccion de defensa, lucha o huida
de animales o humanos conscientes ante una situacibn amenazante
evocadora de estrés (Mancia y Zanchetti, 1981), o ante un estimulo agudo
como un chorro de aire o un ruido fuerte (Schadt y cols., 1998). Por esta
razon, a los nucleos del Hipotalamo Caudal cuya estimulacion eléctrica
provoca esta respuesta de defensa se les ha denominado clasicamente
Area de Defensa Hipotalamica (aDH) (Hilton, 1982).

Sélo las areas desde las cuales se obtiene una respuesta
cardiovascular y conductual completa pueden ser clasificadas como areas
de defensa. En la rata, estas areas son analogas a las descritas en gato
(Abrahams y cols., 1960; Schramm y Bignall, 1971; Jordan, 1990) y
similares a las descritas previamente para el perro (Bolme y cols., 1967),
cobaya (Smith y cols., 1980), mono (Forsyth, 1970; Schramm y cols.,
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1971) y conejo (Azevedo y cols., 1987; Gellman y cols., 1981; Shimada y
Stitt, 1984).

La Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral es una de las zonas,
no hipotalamicas, desde donde la microestimulaciéon quimica reproduce el
patrén tipico de la respuesta de defensa (Hilton y Redfern, 1986; Yadley y
Hilton, 1986; Carrive, 1991; Lovick, 1991).
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1.3.2. Funciones de la respuesta de defensa

La estimulacién de todas estas zonas del cerebro provoca una
serie de cambios cardiorrespiratorios y autonomicos clasicos que
caracterizan la respuesta de defensa, de lucha, de huida, de alerta o de
estrés agudo en animales o humanos conscientes. Concretamente, la
activacion de estas zonas provoca incrementos de contractilidad
ventricular izquierda (inotropismo) y del gasto cardiaco, produce
vasodilatacion coronaria, aumento de la resistencia vascular en el
territorio renal y esplancnico con disminucion de flujos arteriales y
disminucién de la resistencia vascular muscular por vasodilatacién con
aumento de flujo en el territorio muscular, todo ello acompafado de un
incremento de la actividad del nervio simpatico-renal. A nivel respiratorio
no solo aumenta la actividad frénica, lo cual produce un aumento del
volumen corriente y, por tanto, del volumen minuto, sino que también
produce un aumento de la frecuencia respiratoria por disminucién del
tiempo espiratorio. Se producen asimismo otros cambios autonémicos o
de conducta que incluyen la dilatacion pupilar, la retraccion de la
membrana nictitante, piloereccion y liberacién de catecolaminas desde la

glandula suprarrenal (Jordan, 1990).

La respuesta de defensa tiene como funcion la de preparar al
animal para situaciones de estrés ambiental en la que se exige una
respuesta locomotora rapida. Los componentes hemodinamicos de la
reaccion de defensa incrementan la perfusion de aquellas zonas
vasculares que requieren oxigeno adicional durante el estrés. Por lo cual
esta respuesta se caracteriza por hipertension, taquicardia y redistribucion
del flujo sanguineo dirigido desde las zonas abdominales y viscerales a
los musculos esqueléticos de las extremidades. Adicionalmente esta
respuesta viene acompafiada de midriasis, aumentos en la frecuencia

respiratoria y el volumen corriente (y, por tanto, el volumen minuto) y
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disminucién en las funciones gastrointestinales y urogenitales. Ademas,
en animales no anestesiados, éstos expresan reacciones emocionales
que incluyen la furia o la ira asociadas a los cambios autonémicos vy
respiratorios que ocurren durante la estimulacion de estas areas de
defensa (Mancia y Zanchetti, 1981) o ante un estimulo agudo como un

chorro de aire o un ruido fuerte (Schadt y cols., 1998).

Estudios realizados por miembros de nuestro grupo de
investigacion demuestran que la respuesta cardiorrespiratoria a la
estimulacion del area de Defensa Hipotalamica incluye facilitacion del
reflejo quimiorreceptor (Silva-Carvalho y cols., 1995), inhibicién del reflejo
barorreceptor (Coote y cols., 1979; Mifflin y cols., 1988b; Spyer, 1990) y
del reflejo laringeo apneico (Dawid-Milner y cols., 1995) por disfacilitacion
o inhibicion de neuronas del NTS que reciben aferencias excitadoras
barorreceptoras periféricas (Mifflin y cols., 1988a,b; Jordan y cols., 1988)
mediante la activacién de receptores GABAAa (Jordan y cols., 1988). Esto
implica que la estimulacion hipotalamica puede, en condiciones
apropiadas, inhibir el reflejo barorreceptor a través del NTS. Asimismo,
existen evidencias de que el area de Defensa Hipotalamica establece
sinapsis con el bulbo Rostroventrolateral (RVLM) (Hilton y cols., 1983;
Hilton y Smith, 1984) que participa, como efector final, en la respuesta

cardiorrespiratoria al estrés (Strack y cols., 1989).

Hasta hace muy poco se desconocia si la respuesta evocada a la
estimulacién eléctrica de estas areas cerebrales que participan en la
respuesta de defensa era debida a la activacion de somas especificos o a
la activacion de fibras de paso que tienen su origen fuera del hipotalamo
caudal. Una parte de los autores han descrito que mediante la
estimulaciéon quimica con glutamato (Goodchild y cols., 1982), que activa
especificamente cuerpos celulares sin afectar fibras de paso que tengan

su origen en otros nucleos, el hipotalamo caudal es incapaz de provocar
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la misma respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacién eléctrica
(Bandler, 1982; Tan y Dampney, 1983; Hilton y Redfern, 1986; Spencer y
cols., 1990). Estos autores llegaron a la conclusion de que la respuesta
cardiovascular provocada por la estimulacion eléctrica del hipotalamo
caudal se debe a la activacion de fibras de paso originadas en otros
nucleos y no a cuerpos celulares localizados dentro del hipotalamo

caudal.

Sin embargo, hay otros datos que demuestran que la estimulacion
quimica de neuronas del hipotalamo caudal provoca las mismas
respuestas cardiorrespiratorias provocadas por estimulacion eléctrica
(DiMicco y cols., 1996; Fontes y cols., 2001; DiMicco y cols., 2002;
Horiuchi y cols., 2004; Cao y cols., 2004; McDowall y cols., 2006).

Como se puede observar, hace tiempo que la disyuntiva fibras de
paso vs somas esta en el aire. Esto es debido a distintas causas, aunque
las mas probables sean las diferencias entre el agente anestésico
utilizado, las diferencias en el nivel de anestesia, las concentraciones del
neurotransmisor excitador utilizado, el volumen microinyectado del mismo

o la zona especifica de microinyeccién (Lipski y cols., 1988).

En la actualidad, desde nuestro grupo investigador se han
realizado muchos trabajos en los que se han revisitado las conexiones
desde regiones hipotalamicas que integran la respuesta de defensa como
son el Area Perifornical Hipotalamica, el Nucleo Dorsomedial
Hipotalamico y el Hipotalamo Lateral hacia otras zonas protuberanciales
implicadas en el control cardiorrespiratorio, como son el Complejo
Parabraquial (Dawid-Milner y cols., 1995; Diaz-Casares y cols., 2009,
2012) y el Area A5 (Lépez-Gonzélez y cols., 2013) demostrando que
estan implicadas en la respuesta de defensa y parecen presentar como

neurotransmisor fundamental el glutamato.
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Otras conexiones anatémicas importantes son las que establece el
Nucleo Dorsomedial Hipotalamico con el NTS y el RVLM (Fontes y cols.,
2001) y el Rafe palido (Samuels y cols., 2002, 2004; Horiuchi y cols.,
2004). Confirmando lo anterior, se han realizado trabajos en los que se
demuestra que la activacion del aDH, concretamente del Nducleo
Dorsomedial Hipotalamico y Region Perifornical Hipotalamica, y de la
dIPAG activan receptores serotoninérgicos del tipo 5HT3 ademas de los
GABAa en el NTS sirviendo asi como una posible fuente de inhibicién de
las neuronas barosensibles del NTS (Sévoz-Couche y cols., 2003; Comet
y cols., 2004).

Hay autores que tienden a pensar que mas que la inhibiciéon o
disfacilitacion de neuronas barorreceptoras del NTS evocadas por
estimulacion del area de defensa hipotalamica descritas por Spyer, lo que
se produce es una modulacion o cambio en la sensibilidad del umbral de
activacion del reflejo barorreceptor y de la actividad del nervio simpatico
renal. El reflejo no quedaria propiamente inhibido sino que operaria en un
rango de sensibilidad mucho mas alto (Horiuchi y cols., 2006; McDowall y
cols., 2006)

La desinhibicién del Nucleo Dorsomedial Hipotalamico (DMH) tras
la microinyeccion de bicuculina (antagonista de receptores GABA)
produce un aumento en la actividad simpatica renal y la presion arterial
que ha sido atribuida a la activacién de neuronas en el RVLM (Fontes y
cols., 2001; Cao y cols., 2004). La administraciéon de bicuculina también
produce un aumento de la frecuencia cardiaca, que disminuye entre un
30-50% por la inhibicién del Rafe Palido con muscimol (Samuels y cols.,
2002; Zaretsky y cols., 2003; Horiuchi y cols., 2004).

Ademas existen evidencias morfolodgicas de proyecciones desde el

DMH hacia el Rafe Palido (Samuels y cols., 2004). Los resultados
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parecen demostrar que la respuesta cardiovascular presora y
taquicardizante evocada desde esta region presentaria dos rutas
descendentes, una responsable del aumento de presion arterial, via
RVLM, y otra responsable del aumento de frecuencia cardiaca, via Rafe
Palido.

Actualmente se tiende a pensar que las distintas regiones del
hipotalamo tienen funciones sutiimente diferentes en la organizacion de la
reaccion de defensa. La estimulacion combinada de cuerpos celulares de
distintos subnucleos colabora para una perfecta integracién de la
respuesta de hipertension, taquicardia, taquipnea y cambios autonémicos

clasicamente descritos para la reaccion de defensa.
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1.3.3. Respuesta de defensa. Papel de la SGPdI

Como se ha descrito anteriormente, la SGPdI recibe conexiones
desde regiones sensitivas que incluyen informacion de receptores
visuales, auditivos y olfativos, en particular los que pueden informar de
una amenaza externa. En consonancia con estas conexiones anatémicas,
se ha demostrado que un estimulo auditivo (la aplicacién de ultrasonidos),
puede accionar el comportamiento defensivo en ratas (Beckett y cols.,
1996), como demuestra el aumento de la expresion de c-Fos (un
marcador de activacion neuronal) en la SGPdI durante la respuesta de
defensa (Klein y cols., 2010). Del mismo modo, el olor a gato (solo
entrada olfativa) o la exposicion a un gato (entradas visuales, olfativas y
auditivas) también provoca un aumento de la expresion de c-Fos en la
SGPdl (y en menor medida en la SGPdm) a niveles rostrales e
intermedios de la SGP, pero no en un grado significativo en la SGPI y
SGPVI a estos niveles (Canteras y Goto, 1999; Dielenberg y cols, 2001;
Motta y cols, 2009). Ademas, estos estimulos también evocan una fuerte
expresion de c-Fos en el PMDvl que, como se ha mencionado
anteriormente, posee una gran cantidad de conexiones directas con la
SGPdI (Motta y cols., 2009).

En contraste, los estimulos que son esencialmente fisicos, tales
como el calor radiante o dolor muscular, evocan aumento de la expresion
de c-Fos principalmente en la SGPI o vISGPvl con poco efecto en la
SGPdI (Keay y Bandler, 2001). Por ultimo, los estimulos que tienen
componentes tanto fisicos como psicoldgicos (soplo de aire) evocan la
expresion de c-Fos en todas las subregiones de la SGP (Furlong y cols.,
2009). En consonancia con los resultados descritos anteriormente (olor a
gato o la exposicién a un gato), las lesiones de la SGP dorsal que
incluyen la SGPdl causan wuna reduccion en la respuesta de

comportamiento y en la respuesta taquicardica a estos estimulos, pero no
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tiene ningun efecto significativo sobre la respuesta presora (Dielenberg y
cols., 2004). Por lo tanto, las neuronas en el SGPdI parecen contribuir a la
expresion de algunos pero no todos los componentes de la respuesta

cardiovascular y de comportamiento a estos estimulos amenazantes.

Otros estudios de comportamiento han demostrado que la
activacion de los cuerpos celulares, por microinyeccion de un aminoacido
excitatorio, de las neuronas de SGPI y SGPdI en rata, evoca respuestas
defensivas de comportamiento (por ejemplo, de paralisis y de huida), pero
el umbral para tales efectos es significativamente menor en la SGPdI
(Bittencourt y cols., 2004). Una respuesta de comportamiento similar
también puede ser evocada desde capas profundas del coliculo superior
que recubre la SGPdI (Bittencourt y cols., 2005).

En ratas anestesiadas, la microinyeccion del aminoacido excitatorio
acido DL-homocistéico (DLH) en la SGPdI evoca cambios autonémicos y
respiratorios que son apropiados para tales comportamientos, es decir, un
notable incremento de la actividad nerviosa simpatica renal (RSNA) y en
la actividad respiratoria (Huang y cols., 2000; Subramanian y cols., 2008;

Ligaya y cols., 2010).

Ligaya y cols., (2010) también encontré diferentes patrones de
respuesta desde la SGPdlI en comparaciéon con la SGPdm y SGPI
mediante la inyeccion de cantidades muy pequefias de DLH (750 pmol en
15 nl). En particular, mientras que los grandes incrementos en la RSNA
fueron evocados desde estas tres subregiones de la SGP, el aumento de
la actividad respiratoria fue mucho mayor desde la SGPdI. Por otra parte,
el aumento de la actividad respiratoria evocada desde la SGPdI se debid
principalmente a un aumento en la frecuencia respiratoria, mientras que la

evocada desde la SGPI se debid principalmente a un aumento en la
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amplitud respiratoria (tal como se mide por las magnitudes de las rafagas

de actividad del nervio frénico).

Otra caracteristica interesante de las respuestas evocadas desde
la SGPdI es la estrecha correlacion entre los aumentos evocados en
RSNA y los aumentos evocados en la actividad respiratoria (Ligaya y
cols., 2010). El hecho de que poderosas respuestas simpaticas
respiratorias y renales puedan ser al mismo tiempo generadas desde la
SGPdl es consistente con la opinion de que esta regidbn genera
respuestas de comportamiento de defensa, en las que los aumentos
simultaneos en la actividad respiratoria y simpatica son fisiolégicamente
ventajosos. No hubo correlacion, sin embargo, entre el aumento de la
frecuencia cardiaca y el aumento de la actividad respiratoria, lo que refleja
el hecho de que los cambios en la frecuencia cardiaca provocada desde
la SGPdI son pequefios y variables (Ligaya y cols., 2010). Como se ha
mencionado anteriormente, sin embargo, un estudio reciente ha
demostrado que una alerta auditiva leve o estimulos visuales en ratas
conscientes evocan un marcado aumento en la frecuencia respiratoria,

pero tienen poco efecto sobre la frecuencia cardiaca (Kabir y cols., 2010).

Estas observaciones apoyan la idea de que los cambios
respiratorios y cardiacos provocados por estimulos auditivos o visuales
estan regulados por vias separadas dentro del cerebro. Como se
describié anteriormente, la SGPd| tiene una alta concentracion de
receptores de GABA y enzimas que sintetizan 6xido nitrico, mucho mayor
que en otras subregiones de la SGP. La alta concentracion de receptores
de GABA indica que las neuronas en la SGPdI estan sujetas a entradas
inhibitorias fuertes. En consonancia con esto, el bloqueo de los receptores
de GABA en la SGPdI por microinyeccién de bicuculina evoca una fuerte
respuesta simpatica y respiratoria (Ligaya y cols., 2012), lo que indica que

las neuronas en la SGPdI que generan estas respuestas reciben entradas
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GABAérgicas tonicas. Del mismo modo, el bloqueo de la enzima oxido
nitrico sintasa en la SGPdl evoca una respuesta presora (Hall y
Behbehani, 1997), lo que indica que el 6xido nitrico también tiene un
efecto inhibidor ténico. Otro estudio utilizando registros de células
completas demuestra que el mecanismo de este efecto se basa en la
inhibicion de la actividad neuronal en la SGPdI por el 6xido nitrico a través
de una potenciacién de entradas sinapticas GABAérgicas (Xing y cols.,
2008). Los estimulos fisioldgicos que normalmente regulan la liberacién
de oxido nitrico en la SGPdI, asi como las acciones sobre las neuronas
GABAérgicas que no estan mediadas por el oxido nitrico, sin embargo,
siguen siendo desconocidos. Del mismo modo, no se ha determinado la
fuente(s) de las entradas GABAérgicas a la SGPdI. También ha habido
algunos estudios que proporcionan informacion sobre el papel de la SGP
en el ser humano en la generacion de cambios fisiologicos asociados con
el estrés psicoldgico agudo. En particular, un ataque de panico inducido
por la administracion de lactato en pacientes, conocido por estar asociado
a un incremento significativo en la actividad simpatica y respiratoria (Esler
y Kaye, 2000; Sinha y cols., 2000), se ha demostrado que se asocia con
un aumento del flujo sanguineo a través del coliculo superior y la region
inmediatamente subyacente, que incluiria la SGPdlI (Reiman y cols.,
1989). En segundo lugar, un estudio de Mobbs y cols., (2007), utilizando
imagenes de resonancia magnética funcional mostraron que la actividad
en la SGPd se incrementaba en humanos enfrentados a un depredador
virtual (mediante simulacién por ordenador), y que esta actividad

aumentaba con la proximidad de la amenaza.

Aunque el estudio de la resolucidon de estas imagenes cerebrales
no fue suficiente para identificar con precisién las subregiones SGP que
se activaban, si demostré que la SGPdI tiene un papel fundamental en la
integracion de las respuestas al estrés psicologico agudo. En apoyo de

esto, estudios recientes han demostrado que la estimulacion de la parte
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dorsal de la SGP en los seres humanos provoca aumentos en la presion
arterial, presumiblemente debido a un aumento en la actividad simpatica
(Basnayake y cols., 2011, 2012).
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1.4. Area A5

1.4.1. Aspectos generales del Area A5

El Area A5 es, por definicion, un conjunto de neuronas
catecolaminérgicas (noradrenérgicas) que forman una estrecha columna
de células localizada en la zona ventrolateral de la formacion reticular
parvicelular dentro de la parte caudal de la protuberancia (Byrum y cols.,
1984).

Se divide en tres regiones en funcién de su localizacion espacial:
lateral, dorsal y caudal. La subdivision lateral se encuentra distribuida
dentro del tracto rubrospinal, lateral al complejo olivar superior y medial al
complejo trigeminal sensorial. Se puede decir que esta subdivisiéon es la
que presenta un mayor numero de neuronas. La subdivision dorsal es
mucho mas reducida en tamafo y se localiza en la zona superior del
complejo olivar superior. La subdivisidbn caudal estd formada por un
numero muy reducido de células y se encuentra lateral al polo rostral del
nucleo motor del facial. Aunque la mayoria de las neuronas del Area A5
son catecolaminérgicas, entre ellas hay otras neuronas que no reunen
todas las caracteristicas tipicas de este tipo de neuronas (Jodkowsky y
cols., 1994 y 1997; Goodchild y Pilowsky, 2001).

El Area A5 fue descrita por primera vez en rata, en 1964, por
Dahlstrom y Fuxe. En este animal parece estar bien delimitada, aunque
no tanto como para que puedan establecerse unos margenes nitidos con
los otros grupos noradrenérgicos localizados en la protuberancia, el grupo
A7 y la region subcoerulea (Byrumy cols., 1984). Otras especies como el
gato, el conejo o el perro, presentan un Area A5 peor delimitada (Ishikawa

y cols., 1975; Blessing y cols., 1981; Lackner, 1980). En el hombre su
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localizacion es muy parecida a la de la rata y sus alteraciones parecen
estar involucradas en algunas de las manifestaciones cardiorrespiratorias
qgue se observan en algunas patologias como son: el Sindrome de Rett y
el mal de Ondine que actualmente se engloban dentro de los factores
etiologicos responsables del Sindrome de Muerte Subita Infantil (Obonai y
cols., 1998; Cann-Moisan y cols., 1999; Ozawa y cols., 1999, 2003; Julu y
cols., 2001; Sasaki y cols., 2003; Horne y cols., 2004; Ribas-Salgueiro y
cols., 2004; Gaultier y cols., 2004; Weese-Mayer y cols., 2004).

Las neuronas catecolaminérgicas del Area A5 presentan los
mecanismos enzimaticos necesarios que caracterizan a las neuronas

noradrenérgicas (Goodchild y Pilowsky, 2001), es decir, incluyen:

- Tirosina Hidroxilasa (TH)
- L-aminoacido aromatico Descarboxilasa (aaDC)
- Dopamina Beta Hidroxilasa (DBOH).

Guyenet y cols., (2004) afirman que las neuronas del Area A5
carecen de marcadores de mRNA para la transmision glutamatérgica,

glicinérgica o gabaérgica.

Goodchild y Pilowsky (2001) identificaron una subpoblacion de
neuronas dentro del Area A5 que son inmunoreactivas para la DBOH pero
no para las otras enzimas del ciclo (TH y aaDC). Estas neuronas se
localizan en los niveles mas caudales de la extension del Area A5
(aproximadamente 600 micras rostrocaudalmente), mientras que las
neuronas catecolaminérgicas tipicas se extienden de 1.6 a 2.0 mm
(Dahlstrom y Fuxe, 1964; Byrum 1984). Estos dos grupos celulares son
distinguibles, ademas, en su forma celular. Las neuronas
catecolaminérgicas tipicas del Area A5 son de tamafio medio y, a

menudo, multipolares, como describieron Dahlstrom y Fuxe en 1964. En
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cambio, las neuronas del grupo no catecolaminérgico son mas pequenas,

tienen el soma circular y, a menudo, son bipolares o tripolares.

Huangfu y Guyenet en 1997, corroborado por nuestro grupo de
investigacion (Lopez-Gonzalez y cols., 2013) describen otra caracteristica
de las neuronas catecolaminérgicas del Area A5; su actividad
marcapasos. Las neuronas del Area A5 poseen actividad propia in vitro,
es decir, son activas de manera espontanea en preparaciones de
protuberancia en rodaja de animales neonatos. Esta actividad
marcapasos es inhibida, tras la administracion de noradrenalina, por

autorreceptores presinapticos del tipo a2.

La gran mayoria de las neuronas del Area A5 presentan una
frecuencia de descarga espontanea baja (entre 2 y 4 descargas por
segundo). La actividad espontanea de la mayoria de las células del Area
A5 parece deberse a propiedades intrinsecas mas que a aferencias
sinapticas. Esta actividad de autoexcitacion se debe a oscilaciones
irregulares subumbrales del potencial de membrana, producidas por
cambios de conductancias activadas por voltaje por medio de corrientes
de sodio tetrodotoxin-sensibles. Otra caracteristica es que la actividad
espontanea cesa o disminuye ante aumentos de presién arterial. La forma
mas utilizada de caracterizacion consiste en producir una respuesta
presora por medio de la administracidon intravenosa de clonidina a dosis
bajas. Se sabe también que presentan una velocidad de conduccién
caracteristica de neuronas con poca o ninguna mielinizacion (2-3 ms), es
decir, son fibras C. Todas estas caracteristicas son muy similares a las

neuronas C1 simpatoexcitadoras de la RVLM.
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1.4.2. Aspectos morfofuncionales del Area A5

Se han estudiado en detalle las conexiones del Area A5 con otras
zonas del sistema nervioso central. El Area A5 presenta conexiones
aferentes y eferentes con distintos nucleos a nivel mesencefalico,

protuberancial y bulbar.
1.4.2.1. Conexiones aferentes

El primer trabajo que describe las conexiones aferentes al Area A5
fue el de Woodruff, Baisden, Whittington y Kelly en 1986. En este estudio
realizado en conejo establecen por primera vez, mediante la técnica de
trazadores con peroxidasa de rabano conjugada con aglutinina de germen
de trigo, qué zonas concretas proyectan conexiones al Area A5. Entre
estas zonas destacan los siguientes nucleos: el Nucleo del Tracto
Solitario (NTS), la formacién reticular bulbar, el locus coeruleus (LC), el
Rafe Magno, el complejo Parabraquial (cPB), el Nucleo Paraventricular

Hipotalamico (nPVH) y las regiones Lateral y Perifornical del hipotalamo.

Posteriormente, Byrum y Guyenet en 1987 publican el trabajo mas
completo realizado hasta ahora sobre las conexiones tanto aferentes
como eferentes de esta zona. La técnica usada para describir las
conexiones que proyectan hacia y desde el Area A5 es la misma que
usaron los autores anteriores (Woodruff y cols., 1986), peroxidasa de
rabano conjugada con aglutinina de germen de trigo para el marcaje
retrogrado (microinyeccién en el Area A5 y transporte anterégrado hacia
los somas desde los terminales eferentes que hacen sinapsis en
neuronas del Area A5). De esta forma confirman y amplian las conexiones
aferentes del Area A5 que habian sido descritas previamente. En el Area
A5 convergen aferencias desde el nucleo Paraventricular Hipotalamico
(nPVH), region Lateral (LH), nucleo Dorsomedial Hipotalamico (DMH),
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region Perifornical del Hipotalamo (PFH), Zona Incerta (Zl), Sustancia Gris
Periacueductal (SGP), complejo Parabraquial (cPB), Locus Coerouleus
(LC), nucleo Sensorial Principal del Trigémino (PrV), complejo Trigeminal
Espinal (SpV), complejo Vestibular (VC), zonas intermedia y caudal del
nucleo del Tracto Solitario (NTS), zona caudal ventral de la Formacion
Reticular (RF), Rafe Oscuro, linea media dorsal del bulbo y zona

contralateral protuberancial de la formacion reticular parvicelular.

Evidentemente, unas zonas proyectan con mas densidad que
otras. Destacan por su densidad las profusas proyecciones desde las
zonas intermedia y caudal del NTS, del complejo Parabraquial
(principalmente desde la region lateral (IPB) y Kolliker-Fuse (KF) y con
menor intensidad de la region medial), de la region Perifornical
Hipotalamica (PFH) y del nucleo Paraventricular Hipotalamico (nPVH) (en
mayor medida de la parte posterior de la subdivision lateral parvicelular).
Todas estas zonas estan involucradas en el control cardiorrespiratorio.
Esta relacién morfoldgica parece corroborar el posible rol del Area A5 en
el control y la modulacion de la actividad central cardiorrespiratoria. El
resto de zonas que envian proyecciones al Area A5 lo hacen de forma

difusa o débil siendo, por tanto, su influencia mucho menor.

Estudios posteriores han completado la lista de conexiones
aferentes al Area A5. Caben destacar las conexiones desde la Sustancia
Gris Periacueductal ventrolateral (SGPvl) (Bajic y Proudfit, 1999, 2012),
desde las neuronas de la Lamina | de la médula espinal (Westlund vy
Craig, 1996); desde el bulbo, mas concretamente desde el Bulbo Caudal
Ventrolateral (CVLM) (Tavares y cols., 1996 y 1997; Cobos y cols., 2003)
y desde las neuronas C1 del Bulbo Rostral Ventrolateral (RVLM) (Card y
cols., 2006; Abbot y cols., 2012) y desde una nueva region descrita hace
muy poco tiempo llamada Area Presora Caudal del Bulbo Caudal
Ventrolateral (CPA) (Sun y Panneton, 2002, 2005, 2006; Natarajan y
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Morrison, 2000; Horiuchi y Dampney, 2002). Tanto la Lamina | como la
region del Bulbo Caudal Ventrolateral tienen un papel preponderante en la
integracion de respuestas nociceptivas lo que afiade un nuevo papel a la
funcionalidad del Area A5. También se han descrito conexiones aferentes
desde el Nucleo Retrotrapezoidal (Rosin y cols., 2006) y desde el Grupo
Respiratorio Ventral (Dobbins y Feldman, 1994; Gaytan y cols., 1997,
2002). Asi como aferencias trigeminales desde la cavidad nasal (Caous y
cols., 2001; Panneton y cols., 2000).

1.4.2.2. Conexiones eferentes

Los estudios de Byrum y Guyenet en 1987 demuestran que, al
menos, el 92% de las neuronas noradrenérgicas del Area A5 proyectan
sus axones a la médula espinal, principalmente a las neuronas
preganglionares simpaticas de la columna Intermedio Lateral de la médula
espinal (cIML). Concretamente a la lamina X y al area autbnoma central.
Esta proyeccion al cIML confirma definitivamente lo que ya se habia
descrito anteriormente por Blessing y cols., 1981; Westlund y cols., 1984;
Byrum y cols., 1984; Loewy y cols., 1979, 1986 y posteriormente por
Strack y cols., 1989; Kwiat y Basbaum, 1990; Huangfu y cols., 1991; Clark
y Proudfit, 1993; Bajic y Proudfit, 1999; Bruinstroop y cols., 2011.

Clark y Proudfit en 1993 demuestran que esta proyeccion espinal
viaja por el funiculo dorsolateral hacia los segmentos cervical, toracico y
lumbar de la cIML, y que sus axones ademas de terminar en la lamina X,
también lo hacen ipsilateralmente en las laminas IV, V y VI del asta dorsal
y la lamina VIl de la zona intermedia. Este dato anade a la conocida
funcién cardiorrespiratoria del Area A5 una posible participacion en la
modulacién nociceptiva, corroborando el trabajo realizado anteriormente
por Burnett y Gebhart en 1991. Otros trabajos que confirman esta

posibilidad son los del grupo de Tavares, Lima, Cobos y Teixeira (1996,
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1997, 2002, 2003) que demuestran la existencia de conexiones
reciprocas desde el Area A5 hacia una zona lateral del Bulbo Caudal
Ventrolateral (VLMIlat) y las conexiones reciprocas de ambas zonas con la

Lamina | y, por tanto, su posible rol en la modulacidon nociceptiva.

Con respecto a las neuronas descritas por Goodchild y Pilowsky
(2001) que son inmunoreactivas a DBH pero no a TH y aaDC, no se
conocen cuales son sus proyecciones especificas, pero se sabe que no lo
hacen ni a la RVLM ni a otros nucleos de la médula espinal como la
columna intermediolateral (cIML). Se han descrito algunas conexiones
desde el Area A5 al grupo respiratorio ventral usando las mismas técnicas

descritas anteriormente (Smith y cols., 1988; Nufez-Abades cols., 1993).

Ademas de la densa proyeccion a las neuronas preganglionares
simpaticas (92%), Byrum y Guyenet, 1987 describen conexiones hacia
importantes nucleos de regiones mesencefalicas, protuberanciales y

bulbares.

Destacan las conexiones eferentes a la zona bulbar,
concretamente a la mitad caudal del NTS y al nucleo Dorsal Motor del
Vago, ambos de manera bilateral. Demuestran también que la inervacién
es completamente noradrenérgica y, ademas, que mas de la mitad de las
neuronas del Area A5 proyectan ipsilateralmente a ambos nucleos,
incluso en algunos casos de manera bilateral. Otra proyeccion eferente
muy importante es la que existe con la regidon del complejo Parabraquial.
Mas concretamente hacia el nucleo Parabraquial Lateral (IPB) y al nucleo
Kolliker-Fuse (KF). También existen importantes conexiones con la zona
mesencefalica a nivel de la Sustancia Gris Periacueductal ventral y lateral.

Si seguimos la linea ascendente, este estudio muestra que, al

menos, la tercera parte de las neuronas del Area A5 proyectan
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bilateralmente al Hipotalamo o a regiones superiores, con una proporcion
bastante alta de conexiones que continuan hasta niveles tuberales. En el
hipotalamo, una quinta parte de las neuronas del Area A5 proyectan a la
Region Perifornical de manera bilateral. Esta zona parece ser una de las
zonas diana de los axones de las neuronas del Area A5 junto con el

nucleo Paraventricular Hipotalamico.

También se observan conexiones con el Nucleo Dorsomedial
Hipotalamico y el nucleo Paraventricular del Talamo. Otra regidn eferente
diana para las neuronas del Area A5 parece ser el nucleo Central de la
Amigdala (esta proyeccion se recoge también en el estudio de Usunoff y
cols., 2006) ya que, al menos, la quinta parte de las neuronas del Area A5
proyectan de manera bilateral a la zona, junto a ella también presenta

conexiones con el nucleo del lecho de la estria terminal.

En trabajos mas actuales, Bruinstroop y cols., 2012, se han vuelto
a revisitar, describir y actualizar las conexiones eferentes del Area A5
hacia la zona dorsal y ventral de la médula espinal, a nivel cervical y
lumbosacro (dispersas) y de la columna intermediolateral toracica (mas
densas), sobre todo a nivel de las neuronas preganglionares simpaticas.
También se han descrito conexiones eferentes desde el Area A5 al nuicleo
Retrotrapezoidal (RTN) (Rosin y cols., 2006), donde actualmente se
supone que se ubican quimiorreceptores centrales (Nattie y Li, 2006). En
otro trabajo, Kubin y Rukhadze (2007) han descrito que el nucleo Motor
del Hipogloso y el nucleo viscerosensorial del Nucleo del Tracto Solitario
reciben conexiones eferentes desde el Area A5 en una proporcién de un
46% y 43 % respectivamente, del total de las proyecciones
catecolaminérgicas que reciben, indicando esto que el Area A5 puede
jugar un papel importante en la modulacién del flujo motor y de la

transmision viscerosensorial.
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En resumen, el Area A5 catecolaminérgica pontina proyecta de una
manera muy amplia a muchas estructuras del sistema nervioso central
subcortical implicadas en la modulacién auténoma. Todo este entramado
de conexiones permite establecer claramente el posible rol de esta region
tanto en el control cardiorrespiratorio como en su posible papel en la

modulacién nociceptiva.
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1.4.3. Funcion del Area A5 en el control cardiorrespiratorio

1.4.3.1. Papel del Area A5 en el control cardiovascular

Historicamente ha habido una gran controversia acerca del posible
papel en la regulacion cardiovascular del Area A5. Los diferentes autores
se han decantado por dos funciones completamente antagdnicas: funcion
simpatoexcitadora o funcion simpatoinhibidora. En algunos casos se han
producido circunstancias dicotomicas, ya que la estimulacion quimica ha
provocado disminucién de presion arterial y bradicardia, por lo que
hablariamos de simpatoinhibicion (Neil, 1982; Close, 1982); mientras que
la estimulacion eléctrica ha sido simpatoexcitadora (aunque hay casos en
los que incluso ha resultado cardioinhibidora, como en el caso de Drye,
1990).

En estudios mas recientes, los autores se decantan principalmente
por la actividad simpatoexcitadora de la zona, ya que la estimulacién
eléctrica (Close, 1982; Loewy, 1979; Neil, 1982) y quimica (glutamato) del
Area A5 se caracteriza por un incremento de la presién arterial y la
frecuencia cardiaca (Dawid-Milner MS y cols., 2001; Dawid-Milner MS vy
cols., 2003) asociado a una respuesta de facilitaciéon espiratoria con
bradipnea y aumento de la presion subglética (Lara JP y cols., 2002).
Ademas, la respuesta a la microestimulacion quimica con glutamato es
muy similar a la producida en el nucleo Parabraquial medial tras la
estimulacion con el mismo neurotransmisor. Sugiriendo, por tanto, una
posible relacion funcional entre ambos. La microestimulacién quimica de
los somas del Area A5 produce también un aumento de la actividad
nerviosa simpatica renal y esplacnica. Este efecto es abolido por la
destruccion selectiva de células catecolaminérgicas del Area A5

producido por la microinyeccion de 6-OHDA (Huangfu 1991, 1992;
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Koshiya y Guyenet, 1994). El Area A5, su estimulacién, también modifica

la lagrimacion y la salivacion (Toth y cols., 1999).

Los registros neuronales unitarios realizados en las células
putativas de esta region pontina confirman el papel simpatoexcitador de
estas neuronas (Huangfu y cols., 1991; Guyenet y cols., 1993; Koshiya y
Guyenet 1994; Lopez-Gonzalez y cols., 2013). En estos estudios se
observa que la actividad de las neuronas del Area A5 esta fuertemente
influenciada por inputs aferentes de control cardiorrespiratorio, como el
que llega desde los barorreceptores arteriales y los provenientes de los
quimiorreceptores periféricos, asi como desde el Area de Defensa

Hipotalamica.

Las neuronas del Area A5 correlacionan su descarga con la
descarga simpatica. La descarga del nervio esplancnico simpatico se
precede por un potencial de accién de las neuronas del Area A5 en unos
69 ms (Koshiya y Guyenet, 1994). Este dato es otra prueba a favor del

papel simpatoexcitador de este grupo neuronal.

El 63% de las neuronas registradas son inhibidas por el aumento
de presion arterial concomitante a la inyeccién de adrenalina o al estimulo
barorreceptor por constriccion adrtica. Independientemente del modelo de
activacion barorreceptora, la inhibicion se produce en un rango de presion

arterial que abarca desde los 80 a los 140 mmHg.

Asimismo, durante la disminucion de presion arterial evocada por la
estimulacion del reflejo Von Bezold-Jarisch, en el cual se provoca la
activacion de receptores cardiopulmonares mediante la administracion
intravenosa de fenilbiguanida (agonista serotonérgico), se produce una
disminucién de la descarga nerviosa simpatica. Acompafiando a esta

disminucién de la actividad nerviosa esplancnica, las neuronas del Area
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A5 noradrenérgicas responden con un aumento brusco de su descarga,

confirmando asi su rol simpatoexcitador.

Las neuronas del Area A5 juegan un papel importante en el
aumento de la presion arterial evocado por la estimulacion de los
quimiorreceptores. Durante breves periodos de anoxia (10 s) o hipoxia
(aplicando O2 al 12%) aumentan su frecuencia de descarga basal al
mismo tiempo que la presién arterial y la actividad del nervio frénico. Este
efecto no se observa en ratas en las que se han bloqueado los
quimiorreceptores carotideos. El mismo resultado aparece en animales
durante hipercapnia (5-8% de COg2). El aumento de CO2 incrementa
significativamente la actividad de las neuronas del Area A5 en animales
con los quimiorreceptores periféricos intactos. La respuesta desaparece
cuando se denervan estos quimiorreceptores. Otro dato que confirma el
importante papel de estas neuronas en el reflejo quimiorreceptor es que la
microinyecciéon de muscimol (agonista gabaérgico) en el Area A5
disminuye hasta en un 85% la magnitud de este reflejo sin variar otras
variables cardiorrespiratorias. Toda esta serie de datos nos permiten
concluir que las neuronas del Area A5 poseen una funcién claramente

simpatoexcitadora.

En las ultimas revisiones realizadas sobre el control simpatico del
sistema cardiovascular y de los mecanismos de integracion de los reflejos
barorreceptor y quimiorreceptor y de las vias centrales que los soportan
tanto en animales conscientes (Dampney y Horiuchi, 2003; Dampney y
cols., 2003) como anestesiados (Pilowsky y Goodchild, 2002; Guyenet,
2006; Kanbar y cols., 2011; Lopez-Gonzalez y cols., 2013), los distintos
autores coinciden en otorgar un papel relevante al Area A5 en el control

simpatoexcitador.
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Concretamente, en uno de los ultimos trabajos publicados por
nuestro grupo de investigacion (Lopez-Gonzalez MV y cols., 2013), se
pone de manifiesto esta actividad simpatoexcitadora al demostrarse la
participacion del Area A5 en la respuesta de defensa evocada desde el
Area de Defensa Hipotalamica. En este trabajo nuestro grupo demuestra,
por primera vez, mediante técnicas electrofisiolégicas, neuroanatomicas y
neurofarmacolégicas la existencia de conexiones funcionales entre las
dos zonas. Parece ser que el Area A5 es funcionalmente necesaria para
que se produzcan los cambios autondmicos necesarios, entre ellos la
inhibicion del reflejo baroreceptor, durante la activacion de la respuesta de
defensa desde esta zona. Sin esta inhibiciéon, no se podria obtener el
aumento de frecuencia cardiaca y presion arterial necesarios para el
correcto desarrollo de la respuesta de defensa del animal. Se sugiere que
esta participacion del Area A5 en la respuesta de defensa esta mediada
por las conexiones aferentes desde el Area de Defensa Hipotaldmica y
desde el Complejo Parabraquial hacia este nucleo, y las propias eferentes
del Area A5 hasta las zonas bulbares y espinales implicadas en esta
respuesta. Estas serian las que posee con el Bulbo rostroventrolateral y
caudoventrolateral y el Nucleo del Tracto Solitario y con la columna

intermediolateral medular.

1.4.3.2. Papel del Area A5 en el control respiratorio

Hay pocos estudios que hayan intentado dilucidar la funcion
respiratoria del Area A5. Siempre que se ha estudiado la zona de la
protuberancia ventrolateral ha sido de forma superficial y la mayoria de

las veces como complemento al estudio de la actividad cardiovascular.
Si echamos la vista atras en el tiempo, ya en el ano 1923, Lumsden

y cols. hacian referencia al posible papel de la protuberancia en el control

respiratorio utilizando técnicas de transeccidn nerviosa bulbo-
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protuberancial. En un estudio que se ha convertido en un clasico, este
autor demostrdé que existian ciertas estructuras pontinas, llamadas centros
pneumotaxicos, que estaban implicados en el mantenimiento del patrén
respiratorio normal en gatos adultos anestesiados y vagotomizados. Es
mas, la transeccidon protuberancial media, eliminando eferencias de la
protuberancia rostral, producia un patron concreto llamado “apneustico”,
caracterizado por inspiraciones largas y sostenidas interrumpidas por

espiraciones cortas.

Este patrén no solo requeria la ausencia de determinadas
estructuras pontinas sino también vagotomia y anestesia. (Stella, 1938; St
John y cols., 1972). Estimulaciones eléctricas, lesiones electroliticas y
registros neuronales han localizado los centros pneumotaxicos
clasicamente en el nucleo Parabraquial Medial y en el nucleo Kolliker-
Fuse (Bertrand y cols., 1971, 1973, 1974; Vibert y cols., 1976). Ademas,
se sabe que las neuronas con control respiratorio de esos nucleos ejercen
su funcién por medio de glutamato actuando en receptores NMDA de
células diana ya que se puede producir apneusis bloqueando estos

receptores (Foutz y cols., 1988; Borday y cols., 1998).

En 1973 Bolme y Fuxe, al producir apneusis inhibiendo el Locus
Coeruleus, introdujeron la posibilidad de que fueran las neuronas
centrales noradrenérgicas las que pudieran producir este tipo de patron
respiratorio derivado del centro pneumotaxico. Incluso se ha hipotetizado
a lo largo de los afios con la posibilidad de que en realidad estos centros
no existan en la rata ya que las dosis de antagonistas de NMDA que se
debian usar no eran ni mucho menos comparables con aquéllas que eran
eficientes en gatos (Monteau y cols., 1990). Recientemente se ha
contemplado la posibilidad de que haya otros centros nerviosos
implicados. Las lesiones quimicas producidas en regiones de la

protuberancia ventrolateral, incluyendo el Area A5, inducen un patrén de
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respiracion apneustica en ratas adultas anestesiadas, vagotomizadas,
paralizadas y ventiladas artificialmente (Wang y cols., 1993; Jodkowsky y
cols., 1994; Coles y Dick, 1996).

El conocimiento de estos resultados lleva a profundizar en el
estudio del papel del Area A5 en la regulacién respiratoria. Los primeros
trabajos comprobaron que una estimulacion amplia con glutamato de la
protuberancia ventrolateral, incluyendo el Area A5, prolonga la espiracion
(Jodkowsky y cols., 1997). Se describen también varios grados de apnea
tras la estimulacion eléctrica del Area A5 (Loewy vy cols., 1979). Ademas,
se ha intentado ver el posible papel de esta zona con estudios “in vitro” en
rodajas de protuberancia en preparaciones neonatales (Hilaire y cols.,
1989, 1993, 2004).

Hilaire y cols., 1989, observan que, in vitro, en preparaciones
pontino-bulbares neonatales de rata, lesiones electroliticas locales del
Area A5 activan al generador del ritmo respiratorio a nivel bulbar,
aumentando la frecuencia de descarga frénica. Por otro lado, las
estimulaciones eléctricas del Area A5 lo inhibian disminuyendo la

frecuencia respiratoria por aumento del tiempo espiratorio.

La confirmacién definitiva del papel del Area A5 en el control
cardiorrespiratorio lo realiza nuestro grupo en el afno 2001 (Dawid-Milner y
cols., 2001). Los resultados del estudio de Dawid-Milner y cols., 2001,
indican que la respuesta respiratoria a la activacion especifica de los
somas del Area A5 mediante la microinyeccién de glutamato, consiste
principalmente en una disminucion de la frecuencia respiratoria debido a

una disminucion del tiempo espiratorio.

Este dato sugiere que la respuesta respiratoria que se produce con

la microinyeccion de glutamato puede atribuirse a la activacion de somas
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en el Area A5. Sin embargo, es conocido que todo aumento de presion
arterial provoca, por via refleja, una disminucion concomitante de la
frecuencia respiratoria. Para dilucidar el papel real de las neuronas del
Area A5, los mismos autores ponen de manifiesto que la estimulacion
eléctrica y con glutamato de las neuronas del Area A5 tras el bloqueo de
la respuesta presora mediante la administracion de guanetidina sigue
produciendo una disminucion de la frecuencia respiratoria y de la
actividad frénica en animales anestesiados, paralizados y ventilados
artificialmente. Este parece ser el patron de respuesta real de las
neuronas del Area A5 cuando son activadas directamente y cuando se

excluyen los principales reflejos cardiorrespiratorios.

Trabajos posteriores en ratones (Viemari y cols., 2003, 2004)
repiten las técnicas usadas anteriormente y anaden la aplicacion de
agonistas noradrenérgicos al generador del ritmo respiratorio, obteniendo
también una disminucién de la frecuencia respiratoria. Es decir, confirman
que el bloqueo mediante lesion electroliica del Area A5 activa al
generador del ritmo respiratorio mientras que la aplicacion de agonistas
noradrenérgicos lo inhiben, poniendo de manifiesto que las neuronas del
Area A5 son las responsables de la inhibicién noradrenérgica que recibe
el generador del ritmo respiratorio a nivel bulbar, mediante receptores a2
noradrenérgicos (Errchidi y cols., 1990, 1991; Viemari y cols., 2003;
Hilaire y cols., 2004), aunque esta inhibicion no es lo suficientemente
fuerte, en rata, para eliminar la ritmogénesis respiratoria, cosa que si

ocurre en los ratones.

El posible papel del Area A5 en el control respiratorio se deriva
también de trabajos morfolégicos en rata adulta mediante Ila
microinyeccion de virus trans-sinapticos en motoneuronas frénicas. En
estos trabajos se comprueba que en el Area A5 existen neuronas de

tercer orden implicadas en la red neuronal que controla la actividad

-55.-



INTRODUCCION

diafragmatica y, por tanto, la fonacion y la respiracion (Dobbins vy
Feldman, 1994).

Ademas, las neuronas del Area A5 presentan un perfil de descarga
respiratorio y, en su mayoria, poseen actividad postinspiratoria (Guyenet y
cols., 1993). Participan también en las respuestas respiratorias a hipoxia y
a hipercapnia (Guyenet y cols., 1993; Coles y Dick, 1996; Haxhiu y cols.,
1996; Dick y Coles, 2000; Roux y cols., 2000; Schlenker y Prestbo, 2003).
Cuando se retira el estimulo hipoxico, la frecuencia respiratoria disminuye
por debajo de niveles basales. A este fendmeno se le llama “disminucion
de frecuencia respiratoria posthipoxica” y esta asociado con un aumento

del tiempo espiratorio.

Coles y Dick en 1996 describen por primera vez que las lesiones
electroliticas del Area A5 abolen la aparicién de la “disminucién de
frecuencia respiratoria posthipéxica”. Obtienen también una respuesta
similar tras la microinyeccién de muscimol (agonista gabaérgico) en el
Area A5. Los mismos autores, en 1998, especifican que la disminucion
de la frecuencia respiratoria se produce por la activacion de neuronas
espiratorias del tronco del encéfalo y que la neurotransmision
glutamatérgica a nivel del Area A5 estaria involucrada en la modulacién
de la “disminucion de frecuencia respiratoria posthipoxica”. En un trabajo
reciente, Schlenker y Prestbo, 2003 lesionan el Area A5 y someten a los
animales a hipoxia y a hipercapnia ratificando que la lesién del Area A5
elimina la “disminucion de frecuencia respiratoria posthipdxica” y que

también disminuye la respuesta respiratoria a la hipercapnia.

Actualmente, muchos autores centran sus esfuerzos en dilucidar el
papel que juegan las regiones noradrenérgicas del tronco del encéfalo,
entre ellas esta el Area A5, y del bulbo espinal en la maduracién del

“Generador Central Respiratorio” (GCR) y en la modulacion de su
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actividad. El GCR ha sido estudiado en preparaciones “in vitro” de médula
espinal y tronco del encéfalo de embriones de ratas y ratones y en recién
nacidos. Estas preparaciones siguen manteniendo la ritmicidad del GCR
durante varias horas (Di Pasquale y cols., 1992; Hilaire y cols., 1997;
Viemari y cols., 2003). En preparaciones en rodaja del bulbo de neonatos
y roedores jovenes el GCR también mantiene su funcién, como lo
demuestra el registro unitario de neuronas respiratorias del Grupo
Respiratorio Ventral (GRV) (Koshiya y cols., 1999).

El “Generador Central del Ritmo Respiratorio” se localiza en el
complejo pre-Botzinger, como se demuestra por medio de lesiones
locales electroliticas “in vitro” en las que se altera esta ritmicidad (Viemari
y cols., 2003) o en preparaciones “in vivo” en mamiferos adultos en los
que se observa una alteracion del patrén respiratorio (Wenninger y cols.,
2004; McKay y cols., 2005).

Hilaire, 2006, demuestra que los grupos noradrenérgicos del tronco
del encéfalo intervienen en el control respiratorio, puesto que: 1) La
noradrenalina enddégena que liberan los cuatro grupos noradrenérgicos
del tronco del encéfalo facilitan (A1/C1 y AB) o reducen (Area A5) la
actividad del Generador Central del Ritmo Respiratorio. 2) Las Areas A5 y
A6 ejercen un efecto dual antagénico a nivel bulbar, el Area A5 tiene un
efecto inhibitorio sobre el ritmo respiratorio mediante la activacién de
receptores a2, mientras que el Area A6 tiene un efecto acelerador del
ritmo mediante la activacion de receptores al. 3) El Area A5
protuberancial y el grupo A1/C1 bulbar ejercen sus efectos antagdnicos
sobre el Generador Central del Ritmo Respiratorio mediante la activacién
de receptores a2. Aunque no se sabe si existen dos tipos funcionalmente
diferentes de receptores a2. 4) El grupo A2/C2 bulbar puede tener un

papel normalizador sobre el Generador Central del Ritmo Respiratorio a
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través de mecanismos y de receptores que todavia no estan totalmente

definidos.

Todos estos datos sugieren que las neuronas del Area A5
establecen un control modulador bidireccional con neuronas centrales
respiratorias y, por tanto, tienen un papel importante en el control

respiratorio en diferentes situaciones fisiologicas.
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1.4.4. Otras funciones del Area A5. Control nociceptivo

El trabajo de Clark y Proudfit en 1993, afiade la funcion moduladora
de la nocicepcién a las comUnmente conocidas del Area A5. Estos
autores comprueban que las neuronas noradrenérgicas del Area A5
proyectan sus axones a través del funiculo dorsolateral a los segmentos
cervical, toracico y lumbar. Sus axones terminan principalmente en la
parte ipsilateral del asta dorsal (laminas IV-VI) y en la zona intermedia
(lamina VII) ademas de la ya conocida proyeccion a la columna celular
intermedio lateral, corroborando el trabajo realizado anteriormente por
Burnett y Gebhart en 1991.

También se sabe que las neuronas del Area A5 participan en las
respuestas autondmicas cardiorrespiratorias inducidas por la activacion
de inputs nasales trigeminales nociceptivos en mamiferos adultos (Allen y
Pronych, 1997; McCulloch y Panneton, 1997; Esser y cols., 1998;
McCulloch y cols., 1999; Panneton y cols., 2000).

En trabajos realizados por el grupo de Tavares, Lima, Cobos y
Teixeira (1996, 1997, 2002, 2003), estos autores demuestran la existencia
de conexiones reciprocas desde el Area A5 hacia una zona lateral del
bulbo caudal ventrolateral (VLMIlat) y las conexiones reciprocas de ambas
zonas con la Lamina |. Ademas, demuestran que existen contactos
sinapticos entre las zonas sefialadas y que éstos presentan un caracter
excitador. Es mas, demuestran que la inhibicidon nociceptiva producida por
receptores a2-adrenérgicos desde el bulbo caudal ventrolateral es
especifica de las regiones mas laterales y esta mediada por las neuronas
noradrenérgicas del Area A5 (Burnett y Gebhart, 1991; Proudfit, 1988).

La mayoria de las neuronas noradrenérgicas que participan en esta
via disinaptica hacia la médula espinal también presentan proyecciones
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colaterales a la zona lateral del bulbo caudal ventrolateral (Tavares y
cols., 1997). Como la noradrenalina y la clonidina inhiben a las neuronas
de esta regién bulbar produciendo hiperalgesia, es posible que la
conexion entre esta zona y el Area A5 sea el sustrato anatémico para un
circuito de feedback negativo que medie la inhibicion del bulbo lateral

ventrolateral disminuyendo la sensibilidad al dolor.

Otros autores (Westlund y Craig, 1996; Wilson y cols., 2002)
afiaden que el Area A5 y la CVLMlat pueden ser importantes en la

homeostasis.

Por tanto, se puede decir que las neuronas de la zona caudal del
bulbo ventrolateral poseen dos funciones: la primera, vasodepresora,
ejercida a través de proyecciones inhibidoras al bulbo rostral ventrolateral,
y una segunda funciéon antinociceptiva que realizan a través de la ruta
espinal noradrenérgica establecida con el Area A5. La primera ruta parece
ser inhibidora y la segunda parece ser excitadora, por lo que podrian ser

realizadas por grupos de neuronas diferentes.

Otros datos que confirman el posible papel del Area A5 en el
control nociceptivo son los de Cucchiaro y Commons, (2003) en los que
demuestran que las neuronas del Area A5 poseen el receptor de
acetilcolina (04B2) el cual esta implicado en los efectos analgésicos de
derivados de la epibatidina como son el A-85380 y el ABT-594. Se
comprobd que la subunidad a4 es la realmente importante a la hora de
modular la accion analgésica de estas sustancias. Estos autores
demuestran que la administracion sistémica de epibatidina aumenta de
manera muy significativa la expresion de c-Fos en las neuronas del Area
A5 (ademas de en otros nucleos implicados en nocicepcién), lo que indica
que los efectos analgésicos de esta sustancia pueden estar mediados por

su accion sobre la subunidad a4 en estos nucleos.
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En trabajos actuales, Bajic y Proudfit, 2012, demuestran una
conexidon anatdomica monosinaptica entre la SGPvl y las neuronas del
Area A5 (tanto las noradrenérgicas como las que no lo son). Se describen
3 acciones principales sobre esta zona: 1) conexiones excitadoras
postsinapticas, sobre neuronas de la zona rostral del Area A5 que
incluirian glutamato y sustancia P como neurotransmisores, 2) conexiones
inhibidoras postsinapticas, sobre neuronas de las zonas rostral y caudal
del area A5, mediante los neurotransmisores GABA y encefalina, que
actuarian tanto en interneuronas como en neuronas propias de la zona y
3) Una accion inhibidora a nivel presinaptico, sobre terminales neuronales
excitadores que llegan al Area A5, sobre todo que contactan con
neuronas no catecolaminérgicas, desde otras regiones. Por tanto, seria

una funciéon moduladora de la excitabilidad de esta zona.

La estimulacién tanto eléctrica (Fang and Proudfit, 1996, 1998)
como quimica (Yaksh, 1979; Jensen and Yaksh, 1984, 1986) de la SGPvI
produce una potente simpatoinhibiciéon y antinocicepcion. Se sabe que
esta funcion antinociceptiva es mediada, en su mayor parte, por neuronas
noradrenérgicas que proyectan al asta dorsal de la médula espinal, donde
entran en contacto con los inputs nociceptivos. Por tanto, los autores
piensan que esta conexion monosinaptica entre ambas areas es basica
para la funcién antinociceptiva, corroborando por tanto los estudios

anteriormente citados.
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1.4.5. Aspectos Fisiopatolégicos del Area A5

Se ha analizado la cascada de genes que participan en la
diferenciacion de las neuronas noradrenérgicas del Area A5 durante el
desarrollo del sistema nervioso central. Los genes mas estudiados son:
Rnx, Phox2a, Phox2b y Ret. Se sabe que mutaciones de alguno de ellos
en ratones, no permiten un desarrollo del animal mas alla de P1-P2. El
corto periodo de vida de estos ratones se produce por una disfuncién
respiratoria fatal por déficit del efecto de la noradrenalina endégena sobre
la maduracion prenatal del Generador Central Respiratorio (GCR)
(Blanchi y Sieweke, 2005).

Los estudios respiratorios “in vivo” de ratones mutantes para estos
genes y los analisis “in vitro” de la actividad del GCR revelan que es
necesario el desarrollo correcto de los grupos noradrenérgicos
troncoencefalicos para una actividad respiratoria normal y, por tanto, para

la supervivencia del animal.

Las alteraciones genéticas o epigenéticas de la maduracion del
sistema noradrenérgico durante el periodo perinatal pueden afectar a la
maduracion del GCR vy, por tanto, tener drasticas consecuencias en la
supervivencia postnatal. De hecho, el Sindrome de Muerte Subita Infantil
que es la causa principal de muerte en bebés de paises industrializados,
puede ser debido a desérdenes neurovegetativos, sobretodo a
disfunciones cardiorrespiratorias durante el suefio (Horne y cols., 2004;
Ribas-Salgueiro y cols., 2004). En el analisis postmortem de las victimas
de este sindrome se observa que, habitualmente, existen alteraciones en
el sistema noradrenérgico en el tronco del encéfalo, con niveles
anormales de metabolitos noradrenérgicos, morfologia anormal de las
neuronas noradrenérgicas y expresion anormal de receptores adrenales

a2 y expresion anormal de enzimas catecolaminérgicos (Obonai y cols.,
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1998; Cann-Moisan y cols., 1999; Ozawa y cols., 1999, 2003) y presentan
frecuentes mutaciones en genes implicados en la especificacion del
fenotipo noradrenérgico en genes tales como Phox2a, Ret y Rnx (Weese-
Mayer y cols., 2004).

Existe otra enfermedad, el Sindrome de Hipoventilacion Central
Congénita (mal de Ondine) que es un desorden muy raro caracterizado
por un fallo idiopatico del control autonémico respiratorio (Sasaki y cols.,
2003; Gaultier y cols., 2004). En estos pacientes se ha hallado la
mutacion heterocigota para el gen Phox2b, que induciria déficits en el
sistema noradrenérgico. Estos sindromes junto a las apneas centrales o

las apneas obstructivas del sueiio pueden inducir una hipoxia crénica.

Otros estudios actuales se han centrado en el posible papel de los
factores de crecimiento, mas concretamente BDNF y GDNF, en el
desarrollo de la red neuronal del tronco del encéfalo responsable de la
funcion respiratoria. Estos estudios han identificado al Area A5 como una
posible diana de estos factores (Katz, 2003 y 2005; Guo y cols., 2005;
Huang y cols., 2005). De manera especifica se sabe que ratones
Knockout null para los genes de BDNF y GDNF pierden el 44% y el 37%
de las neuronas TH en el Area A5 respectivamente. También se ha visto
en cultivos de células del Area A5 que BDNF y DNF exdgenos aumentan
las ramificaciones de las neuronas TH del Area A5 sin afectar al nimero
de neuronas o la proliferacion de las células TH, sugiriendo que estos
factores son vitales en la proliferacion mas que en la supervivencia de las
neuronas del Area A5 y que pueden actuar como cofactor uno del otro

regulando esta diferenciacion.
Si tomamos en conjunto todos estos datos podemos afirmar que el

Area A5 es un lugar donde una disrupcién de las sefiales de BDNF y

GDNF pueden desordenar el desarrollo de los inputs que manda al
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generador del patrén respiratorio bulbar, por lo que tendria unas
potenciales implicaciones clinicas ya que la posibilidad de una
malformacion en este desarrollo noradrenérgico a nivel protuberancial
podria contribuir a los fenotipos respiratorios asociados con mutaciones
en GDNF o en su receptor RET, como en los casos del Sindrome de
Hipoventilacion Central Congénita (mal de Ondine) en humanos (Sasaki y
cols., 2003). De manera similar el Area A5 podria estar implicada en el
mal funcionamiento de el gen responsable del Sindrome de RETT o
disrupcion respiratoria durante la vigilia (Julu y cols., 2001), que es el
MeCP2 (Amir y cols., 1999; Chen y cols., 2001; Guy y cols., 2001), que es
un regulador transcripcional represor de BDNF (Chen y cols., 2003;
Martinowich y cols., 2003). La deleccion de este gen en ratones
desacopla la expresién de BDNF de su fina regulacion por parte de la
actividad neuronal (Chen y cols., 2003). Sin embargo no se conoce cémo
la desregulacion de BDNF puede dar lugar a la patologia caracteristica
del Sindrome de RETT.

Un resumen de los efectos que causan estas mutaciones lo vuelve

a hacer Hilaire en su revision del 2006:

1) en_mutantes Rnx se observa que la formacion de la mayoria de

las neuronas noradrenérgicas esta drasticamente comprometida, menos
las neuronas del A6 que son parcialmente preservadas. En ella la
frecuencia respiratoria es anormalmente alta al nacer, con ciclos
respiratorios de muy alta variabilidad de duracion y con frecuentes
paradas respiratorias (Shirasawa y cols., 2000). Esto se explicaria por la
falta de los grupos neuronales de A5, A1/C1 y A2/C2 durante la gestacion.
La pérdida de la inhibicién del Area A5 sobre el Generador del Ritmo
Respiratorio haria aumentar la frecuencia respiratoria, potenciada por la

activacion de las neuronas del A6. Ademas la falta de la facilitacion
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realizada por las neuronas A1/C1 junto con la estabilizacion de las

neuronas A2/C2 hacen que el ciclo respiratorio se haga irregular.

2) en_ mutantes Phox?2a se preserva la formacion de la mayoria de

las neuronas noradrenérgicas excepto las del A6. Esto genera una
respiracion alterada de los fetos obtenidos por cesarea en el dia
gestacional numero 18 (Viemari y cols., 2004), con un ritmo in vitro
anormalmente bajo. Esto se explicaria por la falta de activacion que
tendrian los receptores a1, lo que conlleva una preponderancia de la
activacion que llega a los receptores a2 por parte del Area AS5,

disminuyendo la frecuencia respiratoria.

3) en_mutantes Ret, la formacién tanto del Area A5 como del A6

esta alterada, sin alterar a los grupos noradrenérgicos bulbares (Viemari y
cols., 2005). El analisis respiratorio de los fetos E18 nos da una tendencia
a una frecuencia respiratoria mas baja de lo normal, pero no
estadisticamente significativa. En cambio, registros in vitro confirman el

déficit respiratorio produciendo disminucién de frecuencia respiratoria.

4) en_mutantes Mecp2 se observa también que la delecciéon de

este gen también produce déficit en el contenido en noradrenalina y de la
respiracion (Viemari cols., 2005). Produciendo anormalidades en el ciclo
respiratorio tanto en su duracion como en la reduccion de frecuencia

respiratoria, consecuentes con déficit en los grupos A1/C1y A2/C2.

5) en_mutantes BDNF esta deteriorada la expresion normal del

comportamiento respiratorio al nacer (Erickson y cols., 1996). Estudios in
vitro e in vivo muestran un ritmo respiratorio muy variable y deprimido
durante el periodo postnatal. Ademas BDNF es necesario para la
supervivencia postnatal de neuronas dopaminérgicas primarias, su

inactivacion puede alterar neuronas quimiorreceptoras aferentes
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periféricas y la respuesta respiratoria a la hipoxia (Erickson y cols., 2001),
asi como la facilitacion a largo plazo de la respiracion por hipoxia

intermitente (Baker-Herman y cols., 2004).

6) en mutantes Phox2b el mutante homocigoto para el gen tiene

comprometida la supervivencia de todos los grupos neuronales
noradrenérgicos, pero el heterocigoto puede sobrevivir. Poseen
frecuentes apneas durante el suefio pero una respiracion normal mientras
estan despiertos (Durand y cols., 2005). La mutacion heterocigota para

este gen se ha hallado en muchos pacientes con el mal de Ondine.

También se ha descrito que el estrés durante el periodo perinatal y
neonatal puede afectar a la programacion de expresion establecida para
ciertos neurotransmisores y sus receptores, entre ellos la noradrenalina
(Herlenius y Lagercrantz, 2004). Asi, a parte de los factores genéticos, los
factores epigenéticos también juegan un papel principal en el desarrollo
del sistema noradrenérgico cuya alteracion puede causar alteraciones
respiratorias e hipoxia. Esto ultimo puede afectar a la maduracion y
funcién de todas las neuronas cerebrales y sus circuitos funcionales, con
consecuencias deletéreas en el suefo, memoria, comportamiento, etc.
Queda patente, por tanto, que es necesario un desarrollo normal en el
sistema noradrenérgico para asegurar un correcto desarrollo del sistema

respiratorio durante el periodo perinatal y para una vida normal posterior.

En otro trabajo muy interesante (Benarroch y cols., 2008), se ha
descrito que en pacientes diagnosticados con atrofia multisistémica se
produce una pérdida severa de neuronas noradrenérgicas a nivel del
Locus Ceruleus y del Area A5. Estos autores sugieren que la pérdida de
este tipo de neuronas contribuye al desarrollo de este tipo de enfermedad,
mas concretamente, a los sintomas cardiorrespiratorios asociados a las

funciones ya descritas de estas zonas.
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2. OBJETIVOS

En continuidad con la linea de investigacidon mantenida desde hace
afos por el grupo de investigacion en el que se ha venido desarrollando
este trabajo, el presente estudio tiene por objeto esclarecer algunos de los
mecanismos protuberanciales implicados en el control central

cardiorrespiratorio

Se han propuesto los siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizar, en rata, la relacion funcional de la Sustancia
Gris Periacueductal dorsolateral con el Area A5

protuberancial. Para ello, se aplicaron microinyecciones de:

a) Muscimol, agonista GABAérgico, que produce
inhibicion neuronal por hiperpolarizacion sostenida

secundaria al aumento de permeabilidad al K*.

2. Caracterizar la funcion de la  neurotransmision
glutamatérgica en la interrelacién funcional de la Sustancia
Gris Periacueductal dorsolateral y el Area A5 protuberancial.
Para ello se aplicaron microinyecciones del antagonista
general de receptores glutamatérgicos en el Area A5

protuberancial:

a) Acido Kinurénico, antagonista de receptores de

aminoacidos excitadores.

3. Caracterizar la funcibn de los distintos subtipos de

receptores glutamatérgicos en la interrelaciéon funcional entre
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la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral y el Area A5
protuberancial. Para ello se aplicaron microinyecciones de
distintos  tipos de  antagonistas de  receptores

glutamatérgicos en el Area A5:

a) DAPS5, antagonista especifico de receptores de
glutamato ionotropicos de tipo NMDA.

b) CNQX, antagonista especifico de receptores de
glutamato ionotrépicos de tipo no NMDA.

c) MCPG, antagonista general de receptores

metabotropicos.

. Pretendemos que todo lo anterior permita aportar nuevos
datos que contribuyan a esclarecer algunos de los
mecanismos protuberanciales implicados en el control
central cardiorrespiratorio y su posible participacion en la
respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion

eléctrica de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Animal de experimentacion

Los experimentos se han realizado en 76 ratas macho no
consanguineas SPF del tipo Sprague-Dawley de la cepa OFA-SD IOPS
Caw, con un peso medio entre 250 y 300 gr, procedentes de la casa
CRIFFA y estabuladas durante al menos dos semanas en el Estabulario de
la Facultad de Medicina. Para todo el trabajo experimental se han seguido
las normativas establecidas en las recomendaciones del ICLAS y de la
directiva 86/809/CEE recogidas en el Real Decreto 23/1988 del 14 de
Marzo. En todas las manipulaciones experimentales se han extremado las

medidas para intentar reducir al minimo el dolor y el estrés de los animales.

Los animales se han mantenido en ciclos de 16/8 horas de
luz/oscuridad, con una temperatura media controlada de 21 £ 1° C y se han
alimentado con dieta estandar de mantenimiento rata/raton (A0O4 Panlab) y
con agua descalcificada de la red general de abastecimiento. El agua y la

comida se han administrado "ad libitum".
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3.2. Preparacion quirurgica

Anestesia del animal

El anestésico empleado fue pentobarbital sédico (Penthotal) a una
dosis de 60 mg/Kg de peso, administrado por via intraperitoneal. El nivel de
anestesia se valoro por ausencia de alteraciones de la presién arterial y de
la frecuencia cardiaca o respiratoria durante el pinzamiento de las
extremidades posteriores. Siempre que fue necesario, se administraron
dosis suplementarias de pentobarbital sédico, 2 mg/Kg por via intravenosa,

para mantener el nivel de anestesia.

Se rasuraron con esquiladora eléctrica las zonas siguientes: triangulo
de Scarpa en la extremidad posterior izquierda, zona cervical anterior,
region parieto-occipital y piel que cubre las regiones de las apdfisis C7 y L2.
A continuacion se colocé el animal en posicién de decubito supino y se fijo

por las cuatro extremidades y la boca en una mesa Palmer.

Traqueotomia y canulacién traqueal

Se practicod una incision cutanea longitudinal media a nivel del tercer
anillo traqueal, de aproximadamente 1 cm de longitud en direccidon caudal. A
continuacion se realizo diseccidn por planos musculares y aislamiento de la
traquea, teniendo especial cuidado con los nervios laringeos recurrentes
para evitar su lesion. Una vez separados los nervios se pasaron dos hilos
de sutura (calibre 0, métrico 3.5) por debajo de la traquea y se procedio a su
apertura mediante una incisidbn en cruz con termobisturi. Por ultimo, se
introdujo una canula metalica (diametro interno 2.5 mm) que se fij6 para

evitar su movimiento.
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Canulacioén esofagica

Inmediatamente por debajo de la traquea se localizé y aislo el
esoéfago con hilo de sutura y se ligé la porcion mas craneal. Se practico 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 aproximadamente 1 cm por encima del limite esternal caudal.

Se fij6 después la canula a la piel con hilo de sutura (calibre O,
métrico 3.5). La valoracion de la presion esofagica colocando el catéter en el
tercio inferior del eséfago permite obtener un registro continuo de presién

pleural.

Canulacion de vena femoral

Se busco por palpacion el pulso femoral en el triangulo de Scarpa,
inmediatamente por debajo del ligamento inguinal. Se practicd una incisién

en la zona de la arteria femoral.

Se descubren vena y arteria femorales mediante diseccién roma y se
pasoé un hilo de referencia (hilo de sutura calibre 2/0, métrico 3) debajo de la
vena femoral. Este hilo se deslizé en sentido distal en la vena. Otro hilo se
coloco en sentido proximal. El hilo situado proximalmente se anudo, a la vez
que se pinzaba la vena con unas pinzas hemostaticas miniaturizadas tipo
bulldog (Aesculap). Se realizé una pequefa incision transversal a través de
la cual se introdujo un catéter con suero salino (diametro interior 0.4 mm y
exterior 0.8 mm) en la luz vascular. La introduccion del catéter se acompané
de apertura controlada de la pinza hemostatica. Una vez introducido el

catéter se fijo con hilos de sutura (calibre 2/0, métrico 3).
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Canulacion arterial

Se procedié como en la canulacion de la vena, anudando el hilo
situado en la porcion proximal y colocando las pinzas hemostaticas en la
porcion distal. Se realizé una pequefa incision en la arteria, introduciendo
un catéter (diametro interior 0.4 mm y exterior 0.8 mm) purgado con suero
heparinizado al 5% (heparina sédica BOIZOT). Una vez introducido el

catéter se fijo con hilos de sutura (calibre 2/0, métrico 3).

Posteriormente se cerrd la herida con grapas (12 X 2.5 mm de
Medicon Instruments) y se conectaron los catéteres a los sistemas de
venoclisis. En ambos sistemas se intercalaron llaves de tres vias para

permitir la introduccion de distintos farmacos.

Parietostomia bilateral posterior

Una vez canulada la traquea, el esofago la arteria y vena femorales,
se situd el animal sobre el aparato de estereotaxia (Kopf Instrument) en
posicion decubito prono, con la barra superior 3.3 mm por debajo de la linea
interaural (Paxinos y Watson, 1997). El animal se fij6 por medio de barras
laterales en los conductos auditivos externos y también se fijaron el hocico y

la boca.

Una vez fijado el animal al aparato de estereotaxia, se coloco sobre
un sistema de manta termostatica homeotérmica, alimentado en DC
(Harvard Aparatus) controlado por sonda rectal. La temperatura se mantuvo
constante a 37 £ 0.5 °C.

Se realizé una incision longitudinal media en la piel de la cabeza y se

dejé al descubierto la calota mediante diseccién roma de aponeurosis y

planos musculares con ayuda de una espatula. El diploe se cubrié de cera
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Osea para evitar hemorragias. A continuacion se practicd parietostomia
posterior bilateral de 4 mm de diametro, con ayuda de un taladro quirurgico,
en las coordenadas 4.0 mm posterior a bregma y 0.6 mm lateral a la linea
media, para la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral (SGPdI); -1.0
mm posterior a la linea interaural y 2.4 mm lateral a la linea media, para la

regién del Area A5.
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3.3. Variables registradas y material utilizado

En todos los experimentos se registraron directamente las siguientes

variables:

- Flujo respiratorio.
- Presion pleural.
- Presion arterial.

- Frecuencia cardiaca.

Estas variables fueron analizadas durante el experimento. A partir de
ellas podemos obtener otras variables como son la frecuencia respiratoria
instantanea, tiempo inspiratorio y tiempo espiratorio, obtenidas a partir del
flujo respiratorio, y valores de frecuencia cardiaca instantanea obtenidos a

partir del registro de frecuencia cardiaca. Figura 3.3.1.

Almacenamiento y estudio de las senales

Las sefales de las diferentes variables eran enviadas tras su
obtencién y amplificaciéon a un panel de conexiones multiples. Desde este
panel se envian las sehales a un sistema de almacenamiento digital
(Neurocorder de Neuro-Data, modelo DR-890) y a un poligrafo de plumillas

multicanal (SANEI) para su estudio posterior.

El sistema de almacenamiento consistia en un convertidor analogico-
digital multiplexado, del cual utilizamos 6 canales (mode 4). Los diferentes
canales y las variables grabadas "on line" en cada uno de ellos son; C2:
flujo respiratorio; C3: presion pleural; C4: presion arterial; C6: frecuencia
cardiaca. En todos ellos la frecuencia de muestreo fue de 11 KHz y el rango

de trabajo de * 8 voltios.
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Durante el transcurso de la experiencia también quedaron grabadas
las explicaciones dadas en tiempo real, sobre el desarrollo de los
experimentos. Las sefales, una vez digitalizadas, fueron almacenadas en
cinta de video comercial mediante grabacion en video grabador-reproductor
(JVC).

Para el registro grafico se dispuso en paralelo un poligrafo de
plumillas de 7 canales, con 40 mm de ancho de registro por canal, con
sensores y modulos de acondicionamiento. La velocidad del papel mas

frecuente para el registro de las variables fisiologicas fue de 100 mm/min.

Se utilizaron también dos programas de adquisicion, analisis e
impresion de sefales: Spike2 (CED), con el convertidor analogico-digital

1401, y Chart 5.0 con el convertidor analogico-digital PowerLab.

Material técnico utilizado para el registro de las variables

Dispositivos y transductores

Transductores de presion

Para la medida de la presién pleural valorada como presion
esofagica se utilizd un transductor de presion aneroide, de la casa
Coulbourn Instruments, modelo T41-05 y un transductor de presion

diferencial modelo SP-2040D, para la valoracion del flujo respiratorio.

Estos transductores presentan una membrana balanceada por
puente de Wheatstone. Las resistencias que constituyen el puente de
Wheatstone son galgas extensométricas de una sustancia siliconada que
varian su resistencia frente a pequefos estiramientos. Las galgas

extensométricas pueden ser modificadas por la presion ejercida desde dos
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compartimentos independientes, lo que permite obtener la diferencia entre

las dos presiones actuantes.

Para la medida de la presion arterial se empleé un transductor
modelo MP-15D, de la casa Coulbourn Instrument. Presenta un rango de
actividad de -50 a 300 mmHg y una sensibilidad de 50 uV/V/cmHg.

Neumotacografo

Permitio el registro del flujo respiratorio. EI modelo utilizado ha sido el
tipo Fleisch (00) con una sensibilidad de 11.25 ml/s equivalente a 1 mm
H20. Se conecté a la canula traqueal. Consiste basicamente en un tubo
rigido, cuyo disefio permite unicamente el paso de aire en régimen laminar.
Para ello presenta en su interior un sistema de canaliculos, formando una
rejilla fina, que aseguran esa circulacion laminar con una resistencia baja y

constante del aire.

Podemos definir el flujo de un fluido como la razén entre la variacion
o gradiente de presidon y la resistencia. Si la resistencia permanece
constante, seran unicamente los cambios de presion los que modifiquen
directamente el flujo de aire.
F=P/R, siendo;
F: el flujo instantaneo; P: el gradiente de presion; R: la resistencia al flujo de

aire.

Conectando el neumotacografo a un transductor de presion
diferencial mediante dos conexiones situadas a cada uno de los lados de la
resistencia mecanica, se obtuvo el gradiente de presibn que es

directamente proporcional al flujo de aire.

El registro obtenido es el neumotacograma, con variaciones ciclicas
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de acuerdo con las fases de la respiracion. De este modo, en cada ciclo
respiratorio se pueden definir dos puntos de flujo cero, correspondientes al
final de la inspiraciéon y de la espiracion y dos puntos de deflexion maxima
del registro, correspondientes al flujo maximo inspiratorio y espiratorio. El
flujo instantdneo puede definirse en cualquier momento del ciclo,

correspondiendo con la pendiente de la curva inscrita en ese punto.

Tacometro

La frecuencia cardiaca instantanea se obtuvo mediante tacometro,
modelo S77-26 de la casa Coulbourn Instruments. El sistema consiste en un
procesador analdgico que convierte el intervalo interlatido en wun
determinado valor de voltaje de salida que es proporcional a la sefial de
entrada. Sus caracteristicas principales son: frecuencia de respuesta desde
4 a 1500 entradas/min. Tiempo de respuesta inmediata, con una estabilidad
1.5%. La senal de entrada fue la dP/dt obtenida desde el registro de presion

arterial.
Amplificadores

Para el registro de presion pleural, flujo respiratorio y presion arterial
se utilizaron amplificadores modelo S72-25, de la casa Coulbourn

Instruments, con un nivel de entrada maximo de 10 mV, una resistencia de

entrada de 10'° Q y una impedancia de salida de 50Q.

Otros dispositivos empleados

Osciloscopio digital

Modelo VC-6023 de Hitachi. Este dispositivo permite trabajar con dos

canales simultaneos, digitalizar la sefial y mediante un programa propio
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calcular dimensiones y exportar resultados a un ordenador o plotter. Se
utilizaron dos unidades. Una de ellas se utilizé para visualizar flujo y presion
pleural, pudiéndose calcular también la resistencia respiratoria, gracias a la

posibilidad de graficar estas 2 variables en el modo XY.

La otra unidad fue utilizada para visualizar la intensidad de la
estimulacion eléctrica en tiempo real. La intensidad se obtenia de forma
indirecta haciendo pasar un voltaje conocido a través de una resistencia de
valor conocido. Dividiendo el valor del voltaje por la resistencia se obtiene el

valor de la intensidad.

Osciloscopio analégico

Modelo 5112 de Tektronik. Este dispositivo permite trabajar con 5
canales simultaneos. Se utilizé para visualizar en tiempo real el flujo

respiratorio, la presion pleural y la presion arterial.

Ademas, permitio la presentaciéon simultanea y en tiempo real de los
potenciales de campo extracelulares (PAE) y flujo respiratorio. Por lo cual,
podia estimarse cualitativamente la posible relacién fasica entre ambos
eventos y proceder a su estudio y almacenamiento. Asi mismo, podia
presentarse en pantalla la presion pleural, presion arterial y los impulsos del

generador de rampa, que convierte los PAE detectados en impulsos TTL.

Electrodos de estimulacion bipolares

Se utilizaron electrodos de estimulacién concéntricos bipolares (SNE
100, Rhodes Medical Electrodes).
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Microposicionador electrohidraulico

Se  utiliz6 para realizar desplazamientos micrométricos del

microelectrodo de estimulacién. El modelo utilizado fue el 607-W de David

Kopf Instruments, con un recorrido minimo de 1um.

Mesa antivibratoria de gas

Se utilizé para impedir la transmision de vibraciones desde el medio
externo a la preparacion experimental. El modelo utilizado fue el TMC sys
63530.

Microscopio quiruargico

Usado para visualizaciones de campos quirurgicos y campos de

registros electrofisioldgicos. EI modelo utilizado fue el Leica M-300.

Torreta de estereotaxia

Modelo SM-11 de Narishige. Soportaba al microposicionador para la

microinyeccién en el Area A5.

Amplificador — Medidor de impedancia — Actuador

Modelo 010/v 1.0 de JSS. Con diferentes médulos que permitian
diferentes funciones como la amplificacion diferencial de la sefial captada
por el microelectrodo y previamente preamplificada por una subunidad
perteneciente al mismo sistema. La sefial se amplificd en estas dos etapas
x10. El rechazo en modo comun, fue de 100 DB a 50 kHz. La estabilidad del
voltaje de salida fue de +5 V. (error de <25 pV.). La sedal fue filtrada

mediante un sistema analdgico en banda de 3 kilociclos y a una amplitud de
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3 DB por octava.

La medicién de impedancia se llevd a cabo mediante la inyeccion de
corriente y compensacion de resistencia y capacitancia. El actuador utilizado
posibilitaba la mejora del registro por limpieza del microelectrodo mediante
la inyeccion de pulsos de corriente de 2.5 vy 60 ms de duracion.

Amplificador de audio

Sony c-12 permitia hacer audibles las descargas de PAE asi como

del ritmo cardiaco.
Generador de onda cuadrada

Modelo CS-220A de la casa Cibertec. Se utiliz6 como fuente de
impulsos para la estimulacion a través de los microelectrodos de
estimulacion.

Unidad de aislamiento

Para evitar la aparicion de posibles artefactos en la sefial. Modelo
100 de Cibertec.

Convertidor analdgico/digital

Es un sistema multiplexado, digital/analégico de 8 canales de la

marca Neuro Data. Instrument Corp. modelo Neuro Corder DR-890.

Grabador-reproductor de seinales digitales

Sistema de video JVC-VHS. HR-D211EM y almacenamiento en
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cintas de video-cassette E-180 VHS de TDK.

Poligrafo

Se empled un registrador con impresion térmica SANEI, de 8
canales, con 40 mm de ancho de registro por canal, con sensores y
modulos de acondicionamiento. Cada uno de estos canales de registro
consiste en un registrador del tipo de bobina mévil, en el que la pluma
térmica permanece unida a una bobina que puede girar en los dos sentidos,
entre los polos de un iman. Como la impedancia de entrada de la bobina es
baja, la sefial sufre un proceso de amplificacion que incrementa la tension

de la sefal pero también necesita una preamplificacion de potencia.

Las deflexiones de la pluma se registran sobre papel que se desliza
bajo las mismas en sentido transversal al giro de las plumas. La
superposicion de ambos movimientos es la que proporciona la
representacion grafica de la variable en el tiempo. Se utilizaron rollos de
papel para impresora térmica con coordenadas cartesianas rectangulares.
La velocidad de papel mas frecuente para el registro de las variables

fisiolégicas fue de 100 mm/min.
Panel de conexiones multiples

Con una capacidad de 28 entradas intercambiables y 45 salidas.
Disefiado por el profesor Marc Stefan Dawid Milner y fabricado por la
empresa Alava Ingenieros.

Microinyector

Se utilizé el modelo micro4™ de (WPI). Se empled para realizar las

microinyecciones, en las cuales se utilizaron micropipetas de vidrio selladas
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con tubo de silicona con conexién a micropipeta Hamilton 7000.5 N para

una inyeccion maxima de 500 nl.

Micropipetas de vidrio

Se utilizan capilares de vidrio de 5-10 um de diametro (Clark
Electromedical Instruments, GC150F-10), para realizar microinyecciones
de farmacos. Los electrodos se estiran en una forja de electrodos de barra
multiple de la casa Narishige de Japdn, modelo PE-2, con una rotacion de
270°.
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3.4. Farmacos utilizados

Pentotal Sodico

Como anestésico ha sido utilizado Pentotal sodico 60 mg/Kg i.v.
Dosis de ataque: 0.1 ml/100g i.p.
Dosis de mantenimiento: 0.1-0.2 ml i.v. de una dilucion al 20 % de 0.2

ml de solucién de 60 mg/Kg en 0.8 ml de suero salino.
Muscimol

Es un analogo de GABA aislado del hongo alucinbgeno Amanita
muscaria. Es uno de los mas selectivos y potentes agonistas del GABA que
se conocen. Se fija a los receptores de éste y provoca un estado de

hiperpolarizacién neuronal sostenido por aumento de la permeabilidad al K*.

La solucién empleada fue 4 mM, inyectandose 50-100 nl, lo que

implica una dosis de 0.2-0.4 nmoles.

Acido Kinurénico

Es un antagonista competitivo de receptores de aminoacidos

excitadores incluyendo glutamato, glicina y D-serina.

La solucion empleada fue 100 mM, inyectandose 50-100 nl, lo que

implica una dosis de 5-10 nmoles.

DAPS5

2R-amino-5-fosfono pentanoato (DAP5). Es un antagonista
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selectivo de receptores ionotropicos de glutamato que produce el bloqueo

de receptores del tipo NMDA.

La solucion empleada fue 2 mM, inyectandose 50-100 nl, lo que

implica una dosis de 0.1-0.2 nmoles.

CNQX

6-ciano-7-nitroquinoxalino-2,3-dione (CNQX). Es un antagonista de
receptores ionotropicos de glutamato que produce el bloqueo de receptores
de tipo no NMDA.

La solucién empleada fue 1 M, inyectandose 50-100 nl, lo que implica

una dosis de 50-100 nmoles.

MCPG

o-Metil-(4-carboxi-fenil) glicina (MCPG). Es un antagonista no

selectivo (general) de receptores metabotrépicos de glutamato.

La solucion empleada fue 10 mM, inyectandose 50-100 nl, lo que

implica una dosis de 0.5-1 nmoles.
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3.5. Protocolo experimental

Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria evocada
por estimulacion de la Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral (SGPdIl) antes y después de la aplicacién de

distintos farmacos en el Area A5

Se situd estereotaxicamente el microelectrodo de estimulacion en la
Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral (SGPdI) (coordenada posterior
desde bregma —4.0 mm, 0.6 mm lateral a la linea media y de 4.5-5.0 mm de
profundidad con respecto a la superficie cerebral, Paxinos y Watson, 1997).
Hay que tener en cuenta que la torre del equipo de estereotaxia donde esta
fijado el microelectrodo de estimulacion, penetra en el cerebro del animal
con una inclinacién de 30° para evitar problemas de espacio con la segunda
torre del equipo de estereotaxia, que se utiliza para la microinyeccion de
farmacos en el area A5. Para la estimulacion eléctrica se utiliza un electrodo
de estimulacion concéntrico bipolar (SNE 100, RODHES Medical
Electrodes). El resumen esquematico de este protocolo experimental se

recoge en la Figura 3.3.1.

Se analizaron los cambios cardiovasculares y respiratorios durante
estimulacion eléctrica (30-40 pA, 100 Hz, pulsos de 1 ms, durante 5 s) de la
SGPdl.

Los cambios en los parametros respiratorios y cardiovasculares
provocados durante la estimulacion eléctrica de la Sustancia Gris
Periacueductal dorsolateral (SGPdI) se analizaron antes y después de la
microinyeccion de distintos farmacos. Cada farmaco se corresponde con un
grupo experimental. Se utilizaron PBS, Muscimol, Kinurénico, DAP5, CNQX
y MCPG en el Area A5.
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Se utilizé un microelectrodo de estimulacion eléctrica en la Sustancia
Gris Periacueductal dorsolateral (SGPdI) (para la estimulacion eléctrica), y
una micropipeta de vidrio colocada en el Area A5 para las microinyecciones

de los diferentes farmacos.

Después de estimular eléctricamente la Sustancia Gris
Periacueductal dorsolateral (SGPdI), se inyectd, en grupos experimentales
distintos, Muscimol 4 mM (50-100 nl, 0.2-0.4 nmoles, pH 7.4 + 0.1, durante 5
s), Kinurénico 100 mM (50-100 nl, 5-10 nmoles, pH 7.4 + 0.1, durante 5 s),
DAP5 2mM (50-100 nl, 0.1-0.2 nmoles, pH 7.4 + 0.1, durante 5 s), CNQX 1
M (50-100 nl, 50-100 nmoles, pH 7.4 + 0.1, durante 5 s) y MCPG 10 mM
(50-100 nl, 0.5-1 nmol, pH 7.4 + 0.1, durante 5 s) en el Area A5. Para la
microinyeccion la micropipeta de vidrio se rellena del farmaco
correspondiente disuelto en PBS (phosphate buffer saline, pH 7.4 + 0.1) con

un 1% de Azul de Evans para marcar el lugar de inyeccion (Figura 3.3.1).

Se esperaron 4 minutos. Se analizaron los cambios cardiovasculares
y respiratorios durante la estimulacion eléctrica (30-40 puA, 100 Hz, pulsos
de 1 ms durante 5 s) de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral

(SGPdI) tras la microinyeccién de cada farmaco.

Por ultimo, se observaron las diferencias obtenidas entre la respuesta
cardiorrespiratoria evocada por estimulacion de la Sustancia Gris
Periacueductal dorsolateral (SGPdI) antes de la microinyeccién de los
diferentes farmacos, y la respuesta obtenida tras la microinyeccion de los

mismos.
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Figura 3.3.1. Disefio general del montaje y variables registradas
durante la estimulacion eléctrica (30-40 pA, 100 Hz, 1 ms, durante 5
segundos) de la Sustancia Gris Periacueductal Dorsolateral antes y
después de la microinyeccién en el Area A5 de Muscimol (50-100 nl, 0.2-0.4
nmol), Kinurénico (50-100 nl, 5-10 nmol), CNQX (50-100 nl, 50-100 nmol),
DAPS5 (50-100 nl, 50-100 nmol) y MCPG (50-100 nl, 0.5-1 nmol). Todas las
sefales fueron Vvisualizadas en tiempo real mediante poligrafo y
almacenadas en un sistema digital por medio de convertidor A/D para el

analisis posterior.
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3.6. Procesamiento histolégico

Las lesiones eléctricas producidas por el electrodo de estimulaciéon
de la SGPdI, y la microinyecciéon de Azul de Evans en el Area A5 nos
permitieron marcar la posicion de ambos nucleos. Al final de los
experimentos se inyectd pentotal sodico, 4 mg/Kg por via intravenosa,

para inducir una anestesia profunda. A continuacién se extrajo el
encéfalo. Se realizd transeccion medular entre los limites bulboespinal y

medio colicular.

Se introdujo el tronco del encéfalo en una solucion de formol 50 ml al
5% y se procedi6é a cortarlo en secciones de 80 um, con criotomo (Leica
Instruments GmbH, Mod.1206). Los cortes asi obtenidos fueron

posteriormente tefidos con rojo neutro. (Figura 3.6.1).
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Figura 3.6.1. Fotografias de dos cortes coronales de secciones de
80 um tenidos con rojo neutro que muestran las dos regiones de trabajo.
En la parte superior se aprecia el tejido microcoagulado marcando el
punto de estimulacion eléctrica de la SGPdI tras pasar una corriente de
250 pA al final del experimento. En la fotografia inferior se puede apreciar
el lugar exacto de la microinyeccion realizada en el Area A5 gracias a la
tonalidad violacea que adquiere el tejido en contacto con el colorante Azul
de Evans. Se ha superpuesto en ambas fotografias un esquema extraido

del Atlas de Paxinos y Watson.
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3.7. Tratamiento estadistico

Los procedimientos del calculo utilizado se han adaptado a las
caracteristicas de las variables, teniendo en cuenta el error por la distinta

reactividad de los animales componentes de cada muestra.

Para valorar los resultados de las medias obtenidas dentro de un
mismo grupo de animales, una vez comprobada la normalidad y
homocedasticidad de las variables de cada muestra se realiz6 mediante
anadlisis de la varianza y el test de Student — Newman — Keuls de
comparacion multiple. Las diferencias han sido consideradas significativas
cuando p<0.05. En todos los casos, se han utilizado representaciones

graficas en forma de histograma.

La distribucion total de animales utilizados en cada uno de los grupos
de experiencias ha servido para disponer del numero necesario en cada
caso concreto para el estudio estadistico. Ha sido posible reunir series de

animales con datos muy homogeéneos.

Se realizaron medidas del tiempo inspiratorio, tiempo espiratorio,
frecuencia respiratoria instantanea, presion arterial y frecuencia cardiaca
instantanea. Estas medidas han sido tomadas 5 segundos antes de la
estimulacion, durante la estimulacion y 20 segundos después de la
estimulacion. Sélo se han valorado los datos obtenidos en las experiencias
en las que el estudio histolégico demostrd que las distintas estimulaciones y
microinyecciones fueron realizadas en la Sustancia Gris Periacueductal

dorsolateral (SGPdl) y/o Area A5, respectivamente.

-95.



MATERIAL Y METODOS

-96 -



RESULTADOS



Yaviyw 3a
AYaISHIAINN

eayualy ugloeB|nAIg

K seuoioealjqng - )
ewl 4



RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacion eléctrica de la Sustancia gris

Periacueductal dorsolateral (SGPdI)

Respuesta respiratoria

Se caracterizd la respuesta respiratoria obtenida tras la
estimulacion eléctrica de la SGPdI en ratas con respiracion espontanea
(n=7).

La respuesta respiratoria consistio en un aumento en la frecuencia
respiratoria (p<0,001) debida a una disminucién del tiempo espiratorio
(p<0,001). No hubo cambios significativos en el tiempo inspiratorio.
Respuesta cardiovascular

La estimulacién eléctrica de la SGPdl produce una respuesta

presora consistente en un aumento de la presion arterial (p<0,001)

acompafiada siempre de un aumento en la frecuencia cardiaca (p<0,001).
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4.2. Caracterizacidon de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdl antes y
después de la microinyeccion de PBS (phosphate buffer

saline) en el Area A5

Antes de iniciar todos y cada uno de los estudios realizados, se
efectuaron una serie de experimentos controles (n=7). En ellos se
caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion
eléctrica de la SGPdI antes y después de la microinyeccion de una
disoluciéon compuesta de PBS (phosphate buffer saline, pH 7.4 + 0.1) y
azul de Evans 1% (50 — 100 nl) en el Area A5.

La respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacidon eléctrica
de la SGPdI antes de la microinyeccion se caracterizé por un incremento
de la frecuencia respiratoria debida a una disminucion del tiempo
espiratorio e incremento de la presién arterial y frecuencia cardiaca.
Figuras 4.2.2,4.2.3,4.2.4,4.2.5; Tablas 4.2.1, 4.2.11 y 4.2.1lI.

La localizacion de las zonas de microinyeccion se observa en la
Figura 4.2.1.

La microinyeccién de PBS (50 — 100 nl, n=7) en el Area A5 no tuvo

ningun efecto sobre las variables cardiorrespiratorias en reposo.

Pasados cuatro minutos de la microinyeccion de PBS en el Area A5
no se modificaron los valores de reposo en ninguna de las variables
cardiorrespiratorias registradas: frecuencia respiratoria (de 85 +5a 71+ 3
rpm), presion arterial (de 92 + 1 a 90 £ 1 mmHg) y cardiaca de reposo (de
352 £+ 12 a 354 + 14 cpm). Figuras 4.2.4 y 4.2.5. Tablas 4.2.1y 4.2.1l.
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Respuesta respiratoria.

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPdI no se modifica tras la microinyeccién de PBS en el Area A5:

Tras cuatro minutos de la microinyeccion de la solucidén de PBS, la
respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdI se
caracterizé por un incremento de frecuencia respiratoria (de 71 £ 3 a 116
1 4 rpm, p<0.001), por disminucién del tiempo espiratorio (de 0.663 + 0.04
a 0.321 £ 0.02 s., p<0.001) acompafiado por incremento de la presion
pleural inspiratoria (de 0.393 + 0.02 a 0.506 + 0.03 cmH20, p<0.05). No
se produjeron cambios en el tiempo inspiratorio (de 0.193 £ 0.01 a 0.203
0.01 s). Figura 4.2.2; Tabla 4.2.1.

El incremento en valores absolutos de la frecuencia respiratoria es
de 44 + 10 rpm, este incremento se produjo por una disminucion en
valores absolutos del tiempo espiratorio de 0.342 + 0.07 s. El cambio en
valores absolutos del tiempo inspiratorio y de la presion pleural
inspiratoria son de 0.01 + 0.01 s y 0.110 + 0.05 cmH20, respectivamente.
Figura 4.2.4; Tabla 4.2.1ll.

No existen diferencias en los cambios en valores absolutos del
incremento de la frecuencia respiratoria (de 39 + 8 a 44 + 10 rpm) y de la
disminucién del tiempo espiratorio (de 0.237 + 0.02 a 0.342 + 0.06 s.) asi
como del incremento de presion pleural inspiratoria (de 0.140 + 0.02 a
0.110 + 0.05 cmH20). Figura 4.2.4; Tabla 4.2.1l1.
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Respuesta cardiovascular

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de

la SGPdI no se modifica tras la microinyeccién de PBS en el Area A5:

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica /a
SGPdl 4 minutos después de la microinyecciéon de PBS en el Area A5 se
caracterizé por un incremento de presion arterial (de 90 + 1 a 121 + 3
mmHg, p<0.001), acompafiado de un incremento en la frecuencia
cardiaca (de 354 + 14 a 381 + 15 cpm, p<0.001). Figura 4.2.3; Tabla
4.2.11.

El incremento en valores absolutos de la presion arterial y
frecuencia cardiaca es de 31 + 4 mmHg y 27 + 3 cpm, respectivamente.
Figura 4.2.5; Tabla 4.2.1lI.

No se modifica el incremento en valores absolutos de presion
arterial (de 30 + 3 a 31 + 4 mmHg) y de frecuencia cardiaca (de 37 + 4 a

27 £ 3 cpm). Figura 4.2.5; Tabla 4.2.1lI.
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-0.3 mm -1.3 mm

-0.6 mm -1.6 mm

TTT

Figura 4.2.1. Esquematizacién en secciones coronales del Area A5 desde
la porcion rostral (parte superior izquierda) a la porcion caudal (parte
inferior derecha), que muestra la localizacion de las zonas de
microinyeccion de PBS en el Area A5.

(A5) Area A5 catecolaminérgica; (7n) nervio facial o raiz de este nervio; (rs) tracto
rubroespinal; (s5) raiz sensorial del nervio trigémino; (sp5) tracto trigéminoespinal.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH20)
140 - 0,55 -
130 A
0,5 -
120 A
110 - 0,45 -
100 H
90 p 0,4 N
80
0,35 A1
70
60 T T | 0,3
antes durante después antes durante después
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)
0,8 - 0,21 1
07 - 0,205 -
0,2 -
06 1 0,195 -
0,5 - 0,19 -
04 - 0,185 -
0,18
0.3 1 0,175 -
0,2 T T ) 0,17 r r
antes durante después antes durante después

Figura 4.2.2 Cambios en los parametros respiratorios promediados
(n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20 segundos después de la
estimulacion eléctrica de la SGPdI. Se representan, de arriba hacia abajo,
frecuencia respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccion de PBS en el Area
A5.

Los datos se muestran como la media + el error estandar de la media. Los
valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

130 -
125 -
120 -
115
110 -
105 -
100 -
95 A
90 A
85 A
80 T T ]
antes durante después

Frecuencia Cardiaca (cpm)

400 -
390 -
380 A
370 A

360 -
350 H
340 -

330 A

320 T T ]
antes durante después

Figura 4.2.3. Cambios en la respuesta presora (arriba) y cardiaca
(abajo) promediados (n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20
segundos después de la estimulacién eléctrica de la SGPdI.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccion de PBS en el Area
A5. Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH20)
60 - 0,18 -
0,16 o
50 |
I 0,14 A
40 - 0,12
0,1 4
30 1
0,08 4
20 -+ 0,06 -
0,04 -
10 -
0,02 +
0 . 0
Control PBS Control
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)
0 0,02 -
-0,05 -
-0,1 1
0,015 1
-0,15 1
0,2 -
-0,25 + 1 0,01 +
0,3 -
-0,35 +
0,005 -
0,4 {
-0,45 -
0,5 0 .
Control PBS Control PBS

Figura 4.2.4. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de las
variables respiratorias durante la estimulaciéon eléctrica de la SGPdI. Se
representan de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, la frecuencia
respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

En azul se representa la estimulacion control. En rojo se representa la
estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccion de PBS en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los
valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

-105 -



RESULTADOS

Presion Arterial (mmHg)

35 A
30 - I
25 A
20 -
15 A
10

Control PBS

Frecuencia Cardiaca (cpm)

45 -
40 - '|'
35 A
30 A
25 1
20 1
15 -
10 -

Control PBS

Figura 4.2.5. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de la
presion arterial (arriba) y frecuencia cardiaca (abajo) durante la estimulacion
eléctrica de la SGPdI.

En azul se muestra la estimulacion control y en rojo la estimulacién de la
SGPdI tras microinyeccién de PBS en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
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Ctri
Ti (s)

PBS

Ctrl
Te (s)

PBS

Ctri

FR (rpm)
PBS
Ctri
PP(cmH:20)
PBS

ANTES

0.196 +0.01

0.193 +0.01

0.536 +0.05

0.663 +0.04

85+5

71+3

0.369 +0.03

0.393 +0.02

DURANTE

0.199 +0.01

0.203 +0.01

0.299 +0.02
*kk

0.321 +0.02
*kk

123 +5
Fokk

116 4
Fkk

0.509 +0.04
*

0.506 +0.03
*

DESPUES

0.183 +0.01

0.185 +0.01

0.599 +0.09

0.574 +0.03

0.376 +0.03

0.433 +0.02

Tabla 4.2.1. Respuesta respiratoria evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de PBS en el Area AS5.
Se muestran los valores promediados de tiempo inspiratorio (Ti), tiempo

espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR) y presion pleural (PP).

-107 -



RESULTADOS

Ctrl
PA (mmHg)
PBS
Ctrl
FC (cpm)
PBS

ANTES

92 +1

352 +12

354 +14

DURANTE

122 4
*kdk

121 +3
*kdk

389 + 12
*k%k

381 +15
*k¥k

DESPUES

89 +1

351 +14

351.0+15

Tabla 4.2.1l. Respuesta cardiovascular evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyecciéon de PBS en el Area AS.
Se muestran los valores promediados de presion arterial (PA) y frecuencia

cardiaca (FC).

Todos los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
Los valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Control

PBS

la SGPdI antes y después de la microinyeccion de PBS en el Area A5.

Ti (s)

0.004 +0.01

0.010 +0.01

Te (s)

0.237 +0.02

0.342 +0.07

FR(rpm)

44 +10

PP(cmH:0)

0.140 +0.02

0.110 £ 0.05

PA(mmHg)

30+3

FC(cpm)

37 +4

27 +3

Tabla 4.2.1ll. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion de

Se muestran los cambios en valores absolutos promediados de tiempo

inspiratorio (Ti), tiempo espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR), presion

pleural (PP), presién arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).
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4.3. Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdl antes y

después de la microinyecciéon de Muscimol en el Area A5

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI antes y después de la microinyecciéon
de Muscimol (50-100 nl, 0.2-0.4 nmol) en el Area A5 (7 ratas).

La respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulaciéon eléctrica
de la SGPdI antes de la microinyecciéon se caracterizé por un incremento
de frecuencia respiratoria por disminucion del tiempo espiratorio,
incremento de la presidn pleural inspiratoria y aumento de presion arterial
y frecuencia cardiaca. Figuras 4.3.2A, 4.3.3, 4.3.4, 4.3.5, 4.3.6; Tablas
4.3.1,4.3.11y 4.3.1.

La localizacion de las zonas de microinyeccion se observa en la
figura 4.3.1.

La microinyeccién de Muscimol en el Area A5 (50-100 nl, 0.2-0.4
nmol, n=7) produjo una respuesta bifasica (pequefio aumento seguido de
disminucién) en la presién arterial en 2 ratas, con ligero aumento de
frecuencia respiratoria. En el resto, 5 ratas, se produjo un incremento de
presion arterial, en 2 de ellas muy elevado, acompanado en todas ellas de
un ligero aumento de la frecuencia cardiaca. Con respeto a la
componente respiratoria en estos 5 animales, se produce apnea en 3 de

ellos y un ligero aumento de frecuencia respiratoria en los otros dos.
Tras cuatro minutos de la microinyeccién de Muscimol en el Area

A5 se produjo disminucién no significativa de la frecuencia respiratoria de

reposo (de 107 £ 4 a 101 + 5 rpm) debido a una disminucion del tiempo
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espiratorio (de 0.355 + 0.02 a 0.393 + 0.02 s, p<0.05). Figuras 4.3.3,
4.3.4; Tablas 4.3.1 y 4.3.1L.

Respuesta respiratoria

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI se modifica significamente tras la microinyeccion de Muscimol en
el Area A5:

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI 4 minutos después de la microinyeccién de Muscimol en el Area
A5 se caracterizo por un incremento de frecuencia respiratoria (de 101 £ 5
a 123 £ 7 rpm, p<0.001) por disminucion del tiempo espiratorio (de 0.393
+0.02 2 0.285 + 0.02 s, p<0.001). No se produjeron cambios en la presion
pleural inspiratoria (de 0.321 + 0.02 a 0.391 £ 0.02 cmH20) ni en el
tiempo inspiratorio (de 0.211 + 0.009 a 0.212 + 0.009 s). Figuras 4.3.2B,
4.3.3; Tabla 4.3.1.

El incremento en valores absolutos de la frecuencia respiratoria es
de 23 + 5 rpm, este incremento se produjo por una disminucion en valores
absolutos del tiempo espiratorio de 0.125 + 0.01 s. El cambio en valores
absolutos del tiempo inspiratorio es de 0.001 + 0.01 y de presion pleural
inspiratoria es de 0.068 + 0.01 cmH20. Figura 4.3.5; Tabla 4.3.1II.

Existen diferencias significativas en el incremento en valores
absolutos de la frecuencia respiratoria (de 37 + 6 a 23 £ 5 rpm, p<0.01),
pero no del tiempo espiratorio (de —0.109 + 0.01 a -0.125 + 0.01 s). Figura
4.3.5; Tabla 4.3.1II.
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Respuesta cardiovascular

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI se modifica significativamente tras la microinyeccion de
Muscimol en el Area A5. El incremento de la presién arterial se ve
disminuido, y el de la frecuencia cardiaca queda practicamente abolido

tras la microinyecciéon de Muscimol en el Area A5:

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI 4 minutos después de la microinyeccién de Muscimol en el Area
A5 se caracterizd por un incremento de presién arterial (de 118 + 4 a 157
+ 2 mmHg, p<0.001) y un ligero aumento de la frecuencia cardiaca (de

375+ 7 a 382 + 8 cpm). Figuras 4.3.2B, 4.3.4; Tabla 4.3.11.

Los cambios en valores absolutos de la presién arterial y frecuencia
cardiaca son de 39 £+ 2 mmHg y 7 + 9 cpm respectivamente. Figura 4.3.6;
Tabla 4.3.111.

Se produjo un menor incremento en valores absolutos de presion
arterial (de 47 + 4 a 39 + 2 mmHg, p<0.05) y el aumento de la frecuencia
cardiaca queda practicamente abolido (de 54 + 10 a 7 £ 9 cpm, p<0.001).
Figura 4.3.6; Tabla 4.3.1.
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Otros resultados

Hay que indicar que, en 3 animales, la microinyeccién de Muscimol
provocd una depresion gradual de la frecuencia respiratoria, que finaliza
con la muerte del animal (localizacién de la microinyeccion en el Area A5).

En estos casos el volumen de la microinyeccion fue de 300 nl.

En otros 6 animales se microinyectd fuera de la zona de estudio.
Cinco animales no sufrieron ningun cambio tras la estimulacion de la
SGPdI (localizacion de los puntos de microinyeccion en zonas del nucleo
sensorial principal del trigémino parte ventrolateral — tracto espinal del
trigémino, Pr5VL-Sp5). En un animal se produce disminucién de las
frecuencia cardiaca y apnea como consecuencia de la estimulacién de la
SGPdI tras la microinyeccion de Muscimol (la microinyeccién se localizo

encima de la salida del nervio facial, 7n).
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Nl
SpS  7n

rs

Interaural Interaural

0.0 mm -1.0 mm

Interaural Interaural
-0.3 mm -1.3 mm

Interaural

-0.6 mm {1 -1.6 mm

- P —

T T T
6 % 4 3 é i 0 6 5 4 3 2 1 0

Figura 4.3.1. Esquematizacion en secciones coronales del Area A5
desde la porcidn rostral (parte superior izquierda) a la porciéon caudal (parte
inferior derecha), que muestra la localizacion de las zonas de
microinyeccién de Muscimol en el Area A5.

(A5) Area A5 catecolaminérgica; (7n) nervio facial o raiz de este nervio; (rs) tracto
rubroespinal; (s5) raiz sensorial del nervio trigémino; (sp5) tracto trigéminoespinal.
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pm

mmHg

75

.
.
rpm . Trrere,

mlta

mmHg

S

Figura 4.3.2. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacién
eléctrica de la SGPAdI antes (A) y cuatro minutos después (B) de la
microinyeccion de Muscimol en el Area A5 (flecha vertical hacia arriba). La
estimulacion eléctrica tiene una duracion de cinco segundos. Se representan
de arriba hacia abajo los registros de frecuencia respiratoria instantanea, flujo
respiratorio, presion pleural, frecuencia cardiaca instantanea y presion arterial.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH:0)
160 - 0.6 1 ek
k%%
150 4
140 - 0.5 1
130 A
120 - 04 -
110 -
100 A 0,3 -
90 -
80 . . 0.2
antes durante después ’ antes durante después
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)
05 , 0,25 -
0,45 -
0,23 -
04 A
035 | 0,21 -
03 0,19 -
0,25 1
0,17 -
0,2 -
0,15 . . . 0,15 . .
antes durante después antes durante después

Figura 4.3.3. Cambios en los parametros respiratorios promediados
(n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20 segundos después de la
estimulacion eléctrica de la SGPAdI. Se representan, de arriba hacia abajo,
frecuencia respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPAdI tras la microinyeccion de Muscimol en el
Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

170 -
160 -
150 A
140 A
130 A
120 A
110 A

100 -

90

antes durante despueés

Frecuencia Cardiaca (cpm)

420 -
410 -
400 -
390 A
380 A
370 A
360 -
350 ~
340 -

330 T T ]
antes durante después

Figura 4.3.4. Cambios en la respuesta presora (arriba) y cardiaca
(abajo) promediados (n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20
segundos después de la estimulacion eléctrica de la SGPAdI.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacién de la SGPAdI tras la microinyeccion de Muscimol en el
Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Frecuencia Respiratoria (rpm)

Presién Pleural (cmH20)

50 - 0,3 -
45 |
40 1 I 0,25 1 **
*% I-
35 - 0,2
30 -
25 - 0,15 -
20 -
15 - 0,1-
10/ 0,05 1
5 i I
0 T 0 T
CONTROL MuscIMOL CONTROL MUSCIMOL
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)
0 : 0,02 - &
-0,02 1 0.01 -
-0,04 1
-0,06 1 0
-0,08 - -0.01 -
0.1 1 -0.02 -
0,12 - I
014 ] -0,03 - I
-0,16 A -0,04 -
CONTROL MUSCIMOL CONTROL MUSCIMOL

Figura 4.3.5. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de las
variables respiratorias durante la estimulaciéon eléctrica de la SGPAdI. Se
representan de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, la frecuencia
respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

En azul se representa la estimulacién control. En rojo se representa la
estimulacién de la SGPAdI tras la microinyeccion de Muscimol en el Area AS5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

60 -

50 - I

40 A

30 -

20 1

10

CONTROL MUSCIMOL

Frecuencia Cardiaca (cpm)

70 + k%
60 - I

50 -
40 -
30 -

10 ‘
0 .

CONTROL MUSCIMOL

Figura 4.3.6. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de la
presion arterial (arriba) y frecuencia cardiaca (abajo) durante la estimulacion
eléctrica de la SGPAdJI.

En azul se muestra la estimulacion control y en rojo la estimulacién de la
SGPAdI tras microinyeccion de Muscimol en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
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Ctrl

Ti (s)
MUS
Ctrl

Te (s)
MUS
ER (rpm) Ctrl
MUS
Ctrl

PP(cmH:20)

MUS

ANTES

0.212 +0.01

0.211 +0.01

0.355 +0.02

0.393 +0.02

107 + 4

101 +5

0.326 +0.02

0.321 +0.02

DURANTE

0.184 +0.01

0.212 +0.01

0.246 +0.02
*%k*

0.285 +0.02
*kk

143 +8
Fokk

123 +7
*kk

0.534 +0.04
*kk

0.391 +0.03

DESPUES

0.201 +o0.01

0.207 +o0.01

0.391 +0.03

0.416 +0.03

104 :6

0.339 +0.03

0.316 +0.02

Tabla 4.3.1. Respuesta respiratoria evocada por estimulacion de la
SGPAdI antes, durante y después de la microinyeccion de Muscimol en el
Area A5. Se muestran los valores promediados de tiempo inspiratorio (Ti), tiempo

espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR) y presion pleural (PP).
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Ctrl
PA (mmHg)
MUS
Ctrl
FC (cpm)
MUS

ANTES

108 +1.4

118 +3.8

356 +14

3757

DURANTE

155 +4
Jodkek

157 +2.4
*k¥k

410 + 17
*k¥k

382 :38

DESPUES

109 + 3.5

118 +3.7

362 + 16

370 =10

Tabla 4.3.1l. Respuesta cardiovascular evocada por estimulacion de la
SGPAdI antes, durante y después de la microinyecciéon de Muscimol en el
Area A5. Se muestran los valores promediados de presion arterial (PA) y

frecuencia cardiaca (FC).

Todos los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los
valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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- PA FC
Ti (s) Te (s) FR (rpm)| PP (cmH20) (mmHg) (cpm)
Control| - 0.028 +0.01| -0.109 +o0.01 37 6 0.211 + 0.04 47 +4 54 + 10
MUS | 0.001:001 | -0.125+001| 23+5 | 0.068 +0.01 39:2 7 +9
* *% *% * *%k%

Tabla 4.3.1ll. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion de
la SGPAdI antes y después de la microinyeccién de Muscimol en el Area AS5.
Se muestran los cambios en valores absolutos promediados de tiempo inspiratorio
(Ti), tiempo espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR), presiéon pleural (PP) y
presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).
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4.4. Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdl antes y

después de la microinyeccion de Kinurénico en el Area A5

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI antes y después de la microinyeccién
de Kinurénico (50-100 nl, 5-10 nmol) en el Area A5 (8 ratas).

La respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulaciéon eléctrica
de la SGPdI antes de la microinyeccion se caracterizé por un incremento
de frecuencia respiratoria por disminucion del tiempo espiratorio, y
aumento de presion arterial y frecuencia cardiaca. Figuras 4.4.2A, 4.4.3,
444,445, 446; Tablas4.4.1,4.4.1ly4.4.lll.

La localizacion de las zonas de microinyeccion se observa en la
figura 4.4.1.

La microinyeccién de Kinurénico en el Area A5 (50-100 nl, 5-10
nmol, n=7) en 5 casos no produjo efectos cardiorrespiratorios (localizadas
las cinco en pleno Area A5), en otros 2 casos produjo una respuesta
bifasica de la presioén arterial (localizadas en pleno Area A5), en uno de
estos casos se acompafia de un ligero aumento y en el otro de una ligera

disminucién de frecuencia cardiaca.

Cuatro minutos después de la microinyeccion de Kinurénico en el
Area A5 se produjo una disminucién significativa de la frecuencia
respiratoria de reposo (de 98 + 4 a 85 + 7, p<0.05) y del tiempo espiratorio
de reposo (de 0.362 + 0.02 a 0.480 + 0.05, p<0.01). No se modifican

significativamente la componente cardiovascular ni el tiempo inspiratorio.
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Respuesta respiratoria

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPd| se modifica tras la microinyeccién de Kinurénico en el Area A5:

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI 4 minutos después de la microinyeccion de Kinurénico en el Area
A5 se caracterizo por un incremento de frecuencia respiratoria (de 85 + 7
a 103 = 4 rpm, p<0.01) por disminucion del tiempo espiratorio (de 0.480 +
0.05 a 0.350 + 0.02 s, p<0.01). Esta respuesta era acompafada por un
incremento de presién pleural inspiratoria (de 0.388 + 0.04 a 0.516 + 0.04
cmH20, p<0.05). No se produjeron cambios en el tiempo inspiratorio (de
0.254 + 0.01 2 0.241 + 0.02 s). Figuras 4.4.2B, 4.4.3; Tabla 4.4.I.

El incremento en valores absolutos de la frecuencia respiratoria es
de 18 =+ 5 rpm, este incremento se produjo por una disminucion en valores
absolutos del tiempo espiratorio de —0.131 + 0.04 s. Los cambios en
valores absolutos del tiempo inspiratorio son de -0.013 + 0.02 s y de la
presidon pleural inspiratoria son de 0.128 + 0.03 cmH20. Figura 4.4.5;
Tabla 4.4.111.

Existen diferencias significativas en el incremento en valores
absolutos de la frecuencia respiratoria (de 31 + 5 a 18 £ 5 rpm, p<0.05).
Figura 4.4.5; Tabla 4.4.111.

Respuesta cardiovascular
La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de

la SGPdl se modifica sustancialmente tras la microinyeccion de

Kinurénico en el Area A5. Se produce un menor incremento de presion
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arterial y se abole practicamente el incremento de frecuencia cardiaca

evocado por estimulacion eléctrica de la SGPdI.

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI 4 minutos después de la microinyeccién de Kinurénico en el
Area A5 se caracterizé por un incremento de presion arterial (de 103 + 1 a
137 + 6 mmHg, p<0.001). No se produjeron cambios de frecuencia

cardiaca (de 383 + 15 a 380 + 14 cpm). Figuras 4.4.2B, 4.4.4; Tabla 4.4.11.

Los cambios en valores absolutos de la presién arterial y frecuencia
cardiaca son de 34 + 5 mmHg y -3 £+ 11 cpm respectivamente. Figura
4.4.6; Tabla 4.4.111.

Se produjo un menor incremento en valores absolutos de presion
arterial (de 43 + 3 a 34 + 5 mmHg, p<0,05) y de frecuencia cardiaca (de
39+6a-3+11cpm, p<0.01). Figura 4.4.6; Tabla 4.4.111.

Otros resultados

Hay que sefialar que son cinco los animales en los que la
microinyeccion bilateral de Kinurénico provoco una depresion gradual de
la frecuencia respiratoria, que finaliza con la muerte de los mismos

(localizacién de la microinyeccion en el Area A5).

En otros 4 animales se microinyectd fuera de la zona de estudio.
En uno de ellos, se produjo una ligera disminucion de presion arterial y un
ligero aumento de frecuencia respiratoria como consecuencia de la
estimulacion de la SGPdI tras la microinyeccion de Kinurénico (la
microinyeccidn se localizé encima de la salida del nervio facial, 7n). Otro
animal tuvo una disminucion de presion arterial y de frecuencia cardiaca

tras la estimulacion de la SGPdI (localizacion de la microinyeccion en la
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oliva lateral superior). Dos animales no sufrieron ningun cambio tras la
estimulacion de la SGPdI (localizacién de los puntos de microinyeccion en
la zona del nucleo paraolivar superior y la oliva lateral superior, SPO y

LSO; nucleo abducens accesorio y nucleo facial accesorio, Acs 6/7).
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Interaural

0.0 mm -1.0 mm

Interaural Interaural
-0.3 mm -1.3 mm

Interaural
-0.6 mm { -1.6 mm

TTT

Tl

T B
6 5 4

W -
N
—
o
[=))
w
&~
W
o

Figura 4.4.1. Esquematizacion en secciones coronales del Area A5
desde la porcién rostral (parte superior izquierda) a la porcién caudal (parte
inferior derecha), que muestra la localizacion de las zonas de
microinyeccion de Kinurénico en el Area AS5.

(A5) Area A5 catecolaminérgica; (7n) nervio facial o raiz de este nervio; (rs) tracto
rubroespinal; (s5) raiz sensorial del nervio trigémino; (sp5) tracto trigéminoespinal.
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tpm

emh:.0

: B

emH:Q

cpm

350 A ."':-'..

150

mmHg

Figura 4.4.2. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion eléctrica de la
SGPdI antes (a) y cuatro minutos después (b) de la microinyeccidon de Kinurénico en el Area
A5 (flecha vertical hacia arriba). La estimulacion eléctrica tiene una duracion de cinco

segundos. Se representan de arriba hacia abajo los registros de frecuencia
respiratoria instantanea, flujo respiratorio, presion pleural, frecuencia cardiaca
instantanea y presion arterial.
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Frecuencia Respiratoria (rpm)

Presién Pleural (cmH20)

1401 Sk 0.6 1
1301 0,55
120- *kk *kk . 05 -
1101 * 0,45 -
133 ///Q\\\\ 047
h ** *
so] T I 0351
701 03 1
60 0,25 -
antes durante después 0,2 . . .
antes durante después
Tiempo espiratorio (s) Tiempo inspiratorio (s)
0,8 0,28 -
0,7 1 0,26 - /JJ
0,6 - *%k . 0,24 - \(E/
0,5 1 k *k o x  x 0,22 -
0,4 S~ 0,2 A
0,31 W 0,18 -
0,2 1 0,16 -
0.1 0,14
antes durante después ’ ' ' '

antes

durante después

Figura 4.4.3. Cambios en los parametros respiratorios promediados
(n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20 segundos después de la
estimulacion eléctrica de la SGPdI. Se representan, de arriba hacia abajo,
frecuencia respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

La linea continua representa la estimulacién control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPdI tras la microinyeccion de Kinurénico en el
Area A5.
Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

160 -
150 4
140 -
130 -
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antes durante después

Frecuencia Cardiaca (cpm)

450 - *%kk

430 -

* %k *% *k

410

390 A
— — ~

370 T— | ~S -

350 A

1

330 . . s
antes durante después

Figura 4.4.4. Cambios en la respuesta presora (arriba) y cardiaca
(abajo) promediados (n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20
segundos después de la estimulacién eléctrica de la SGPdl.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPdI tras la microinyeccion de Kinurénico en el
Area A5. Los datos se muestran como media =+ el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH20)
40 . 031
35 - i 0,25- I
30 021
25 A1
20 A1 0,151
15 A 0,11
10 -

5 - 0,05-

T , o r
CONTROL KINURENICO CONTROL KINURENICO
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)
0 - L 2 0 .
0,05 - 0,01 -
-0,02 -

-0,1 T I _0,03 i

0,15 - -0,04 A 7
-0,05 - l
0.2° CONTROL KINURENICO 0,06 - :
CONTROL KINURENICO

Figura 4.4.5. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de las
variables respiratorias durante la estimulaciéon eléctrica de la SGPdI. Se
representan de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, la frecuencia
respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

En azul se representa la estimulacion control. En rojo se representa la
estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccion de Kinurénico en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los
valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

50 - *

40 -

20 -

CONTROL KINURENICO

Frecuencia Cardiaca (cpm)

50 -
40 - I *%
30 -

0 .
-10 - |

-20 -

CONTROL KINURENICO

Figura 4.4.6. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de la
presion arterial (arriba) y frecuencia cardiaca (abajo) durante la estimulacion
eléctrica de la SGPdI. En azul se muestra la estimulacién control y en rojo la
estimulacién de la SGPdI tras microinyeccion de Kinurénico en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
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Ti (s)

Te (s)

FR (rpm)

PP(cmH20)

Ctrl

KIN

Ctrl

KIN

Ctrl

KIN

Ctrl

KIN

ANTES

0.258 +0.01

0.254 +0.01

0.362 +0.02

0.480 +0.05

85+7

0.302 - 0.03

0.388 +0.04

DURANTE

0.213 +0.01

0.241 +0.02

0.255 +0.02
*

0.350 +0.02
ok

128 +4
Fokk

103 £ 4
*%*

0.519 +0.03
Fede

0.516 +0.04
*

DESPUES

0.227 +0.01

0.262 +0.02

0.356 +0.03

0.445 +0.04

104 =5

88 +7

0.308 +0.03

0.395 +0.04

Tabla 4.4.1. Respuesta respiratoria evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de Kinurénico en el
Area A5. Se muestran los valores promediados de tiempo inspiratorio (Ti), tiempo
espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR) y presién pleural (PP).
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ANTES DURANTE DESPUES

Ctrl 103 +2 145 +2 94 +2

dededs
PA (mmHg)

KIN 103 +1 137 +6 96 +2
*k¥k

Ctrl 391 +12 430 =10 400 =11
*k¥k

FC (cpm)
KIN 383 +15 380 +14 364 +11

Tabla 4.4.1l. Respuesta cardiovascular evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyecciéon de Kinurénico en el
Area A5. Se muestran los valores promediados de presion arterial (PA) y
frecuencia cardiaca (FC).

Todos los datos se muestran como media + el error estandar de la

media. Los valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Ti (s)
Control| -0.045 +0.01
KIN -0.013 £ 0.02

Te (s)

-0.108 +0.02

-0.131 +0.04

FR (rpm)

PP (cmH20)

0.216 +0.05

0.128 +0.03

PA (mmHg)

FC (cpm)

39+6

-3 +11
*k

Tabla 4.4.1ll. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion de
la SGPdI antes y después de la microinyeccion de Kinurénico en el Area AS5.
Se muestran los cambios en valores absolutos promediados de tiempo inspiratorio
(Ti), tiempo espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR), presion pleural (PP),
presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).
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4.5. Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdl antes y

después de la microinyeccién de DAP5 en el A5

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI antes y después de la microinyecciéon
de DAPS5 (50-100 nl, 50-100 nmol) en el Area A5 (7 ratas).

La respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulaciéon eléctrica
de la SGPdI se caracterizé por un incremento de frecuencia respiratoria
por disminucion del tiempo espiratorio, incremento de la presién pleural
inspiratoria y aumento de presion arterial y frecuencia cardiaca. Figuras
452A,453,454,4.5.5,4.5.6; Tablas 4.5.1,4.5.11 y 4.5.1lI.

La localizacion de las zonas de microinyeccion se observa en la
figura 4.5.1.

La microinyeccién de DAP5 en el Area A5 (50-100 nl, 50-100 nmol,
n=7) produjo, en todos animales se produjo un aumento sostenido de la
presion arterial que se acompand de un aumento de frecuencia cardiaca.
En dos casos se acompaiié de apnea (localizacién en pleno Area A5) v,
en otro se acompaid de disminucion de frecuencia respiratoria y de flujos

(localizacion en pleno Area A5).
Cuatro minutos después de la microinyeccion de DAP5 en el Area

A5 no se producen cambios significativos en los niveles de reposo de las

variables cardiorrespiratorias. Figura 4.5.3; Tabla 4.5.1.
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Respuesta respiratoria

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPdI no se modifica tras la microinyeccién de DAP5 en el Area A5:

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI 4 minutos después de la microinyeccion de DAP5 en el Area A5 se
caracterizé por un incremento significativo de frecuencia respiratoria (de
90 £ 5 a 112 £ 3 rpm, p<0.01) por disminucion significativa del tiempo
espiratorio (de 0.398 + 0.04 a 0.290 + 0.02 s, p<0.05). Esta respuesta era
acompafada por un incremento de presion pleural inspiratoria (de 0.356 +
0.02 a 0.569 + 0.04 cmH20, p<0.001). Figuras 4.5.2B, 4.5.3: Tabla 4.5.1.

El incremento en valores absolutos de la frecuencia respiratoria es
de 22 + 7 rpm, este incremento se produjo por una disminucion en valores
absolutos del tiempo espiratorio de -0.108 + 0.02 s. Los cambios en
valores absolutos del tiempo inspiratorio son de -0.039 + 0.05 s y de
presidon pleural inspiratoria son de 0.214 + 0.05 cmH20. Figura 4.5.5;
Tabla 4.5.111.

No existen diferencias en los cambios en valores absolutos de
ninguna de las variables respiratorias registradas con respecto al control:
frecuencia respiratoria (de 30 + 5 a 22 + 7 rpm), presién pleural
inspiratoria (de 0.22 + 0.05 a 0.214 + 0.05 cmH20), tiempo espiratorio (de
-0.124 + 0.01 a —0.108 + 0.02 s) e inspiratorio (de -0.039 + 0.02 a -0.039
+ 0.05 s). Figura 4.5.5; Tabla 4.5.1ll.
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Respuesta cardiovascular

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI se modifica tras la microinyeccién de DAP5 en el Area A5. Se
produce un menor incremento de presion arterial y de frecuencia cardiaca

evocado por estimulacion de la SGPal:

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI 4 minutos después de la microinyeccion de DAP5 en el Area A5
se caracterizé por un incremento de presion arterial (de 113 +5a 174 +7
mmHg, p<0.001) y de frecuencia cardiaca (de 369 + 14 a 377 + 15 cpm).
Figuras 4.5.2b, 4.5.4; Tabla 4.5.1I.

Los cambios en valores absolutos de la presién arterial y frecuencia
cardiaca son de 61 £+ 3 mmHg y 9 + 7 cpm respectivamente. Figura 4.5.6;
Tabla 4.5.111.

Se produjo un menor incremento en valores absolutos de presion
arterial (de 70 + 4 a 61 + 3 mmHg, p<0.05) y de la frecuencia cardiaca (de

41+7 a9 +7 cpm, p<0.01). Figura 4.5.6; Tabla 4.5.111.

Otros resultados

En tres animales, tras la microinyeccidén bilateral de DAP5 se
produce una depresion gradual de la frecuencia respiratoria, que finaliza
con la muerte de los mismos (localizacién de la microinyeccién en el Area
A5).

En otros 2 animales se microinyect6 fuera de la zona de estudio.

En uno de ellos se produjo una ligera disminucion de presion arterial tras
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la estimulacion de la SGPdI (localizacion entre las zonas del nucleo
sensorial principal del trigémino parte ventrolateral — tracto espinal del
trigémino, Pr5VL-Sp5). En otros animal no se produjeron cambios tras la
estimulacion de la SGPdI (localizacién de los puntos de microinyeccion en
la zona del nucleo paraolivar superior y la oliva lateral superior, SPO y

LSO; oliva lateral superior respectivamente).
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Figura 4.5.1. Esquematizacion en secciones coronales del Area A5
desde la porcion rostral (parte superior izquierda) a la porciéon caudal
(parte inferior derecha), que muestra la localizaciéon de las zonas de
microinyeccion de DAPS5 en el Area AS5.

(A5) Area A5 catecolaminérgica; (7n) nervio facial o raiz de este nervio; (rs)
tracto rubroespinal; (s5) raiz sensorial del nervio trigémino; (sp5) tracto
trigéminoespinal.
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4.5.2. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulaciéon
la SGPdl antes (a) y cuatro minutos después (b) de la

microinyeccion de DAP5 en el Area A5 (flecha vertical hacia arriba). La
estimulacion eléctrica tiene una duracién de cinco segundos.

Se rep

resentan de arriba hacia abajo los registros de frecuencia

respiratoria instantanea, flujo respiratorio, presion pleural, frecuencia cardiaca
instantanea y presion arterial.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presion Pleural (cmH20)

135 - 0.7 ;
125 -
115 -
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antes durante después antes durante después
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)

0,55 H 0,4 -

0,5
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0,45 1

0,4 - 0,3 -

0,35 0,25 -
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0,25 1

02 0,15 1

0,15 r r ] 0,1 T r

antes durante después antes durante después

Figura 4.5.3. Cambios en los parametros respiratorios promediados
(n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20 segundos después de la
estimulacion eléctrica de la SGPdI. Se representan, de arriba hacia abajo,
frecuencia respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPdI tras la microinyeccién de DAP5 en el Area
A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

80

200 1
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antes
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Frecuencia Cardiaca (cpm)

420
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Figura 4.5.4. Cambios en la respuesta presora (arriba) y cardiaca
(abajo) promediados (n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20
segundos después de la estimulacién eléctrica de la SGPdI.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccién de DAP5 en el Area
A5. Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Frecuencia Respiratoria (rpm)

Presién Pleural (cmH20)

40 - 0,3 -
35 -
[ 0,25 - ]
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25 - 0,2 "
20 - 0,15 o
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0
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-0,14 -
-0,12 - I 016 |
-0,14 - 0.18 -
-0,16 - -0,2 -

Figura 4.5.5. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de las

variables respiratorias durante la estimulacién eléctrica de la SGPdI.

estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccion de DAP5 en el Area AS5.

Se representan de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, la
frecuencia respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.
En azul se representa la estimulacion control. En rojo se representa la

Los datos se muestran como media * el error estandar de la media. Los
valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

Frecuencia Cardiaca (cpm)

60

**

40

30

20

10 -

CONTROL dAP5

Figura 4.5.6. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de la
presion arterial (arriba) y frecuencia cardiaca (abajo) durante la estimulacion
eléctrica de la SGPdI.

En azul se muestra la estimulacion control y en rojo la estimulacion de la
SGPdI tras microinyeccién de DAP5 en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
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Ctrl
Ti (s)
DAP5
Ctrl
Te (s)
DAP5
Ctrl
FR (rpm)
DAP5
Ctrl
PP(cmH:20)
DAP5

ANTES

0.283 +0.02

0.289 +0.05

0.386 +0.02

0.398 +0.04

90:5

0.365 +0.01

0.356 +0.02

DURANTE

0.235 +0.01

0.250 +0.02

0.266 +0.01
*

0.290 +0.02
*

121 15
*kdk

1123
*k

0.591 +0.05
*k¥k

0.569 +0.04

*kk

DESPUES

0.266 +0.01

0.300 +o0.04

0.417 +0.02

0.455 +0.04

89 +4

84 +5

0.369 +0.01

0.363 +0.01

Tabla 4.5.1. Respuesta respiratoria evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de DAP5 en el Area
A5. Se muestran los valores promediados de tiempo inspiratorio (Ti), tiempo

espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR) y presion pleural (PP).
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Ctrl
PA (mmHg)
DAP5
Ctrl
FC (cpm)
DAP5

ANTES

104 :2

113 +5

362 + 20

369 +14

DURANTE

174 13
Fokk

174 + 7
Fkk

403 +13
*%k*

377 +15

DESPUES

115z5

114 :8

373 +16

372 +11

Tabla 4.5.1l. Respuesta cardiovascular evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de DAP5 en el Area
A5. Se muestran los valores promediados de presiéon arterial (PA) y frecuencia

cardiaca (FC).

Todos los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
Los valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Control

DAP5

Ti (s)

-0.039 +o0.02

-0.039 +0.05

Te (s)

-0.124 +0.01

-0.108 +0.02

FR (rpm)

30+5

22 + 7

PP (cmH20)

0.222 +0.05

0.214 +0.05

PA (mmHg)

70 +4

61+3

FC (cpm)

41 +7

*%

Tabla 4.5.1ll. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion de
la SGPdI antes y después de la microinyeccion de DAP5 en el Area A5. Se
muestran los cambios en valores absolutos promediados de tiempo inspiratorio
(Ti), tiempo espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR), presion pleural (PP),
presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).
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4.6. Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdl antes y

después de la microinyeccion de CNQX en el Area A5

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI antes y después de la microinyeccion
de CNQX (1M) en el Area A5 (8 ratas).

La respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulaciéon eléctrica
de la SGPdI se caracterizd por un incremento de frecuencia respiratoria
por disminucion del tiempo espiratorio, incremento de la presién pleural
inspiratoria y aumento de presion arterial y frecuencia cardiaca. Figuras
4.6.2A,4.6.3,4.6.4,4.6.5,4.6.6; Tablas 4.6.1, 4.6.11 y 4.6.II.

La localizacion de las zonas de microinyeccion se observa en la
figura 4.6.1.

La microinyeccion de CNQX en el Area A5 (50-100 nl, 50-100 nmol,
n=7) produjo en todos los animales un aumento sostenido de presion
arterial y taquicardia. En dos casos se observo taquipnea, en tres apnea y

en otros dos no hay cambios respiratorios.

Tras cuatro minutos de la microinyecciéon de CNQX en el Area A5
se produjo un incremento significativo de la presion arterial (de 106 + 3 a
128 + 4 mmHg, p<0.001) y de la frecuencia cardiaca de reposo (de 323 +
10 a 350 + 8 cpm, p<0.001). Se produce una disminucion no significativa
de la frecuencia respiratoria de reposo (de 109 + 5 a 98 + 5 rpm), debido a
un aumento significativo del tiempo espiratorio de reposo (de 0.345 + 0.01
a 0.437 £ 0.04 s, p<0.001). Figuras 4.6.3; Tablas 4.6.1 y 4.6.1l.
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Respuesta respiratoria

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPd| se modifica tras la microinyeccién de CNQX en el Area A5

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI 4 minutos después de la microinyeccion de CNQX en el Area A5
se caracterizo por un incremento de frecuencia respiratoria (de 98 + 5 a
122 + 6 rpm, p<0.001) por disminucion del tiempo espiratorio (de 0.437 +
0.04 a 0.315 = 0.02 s, p<0.001) e incremento de presion pleural
inspiratoria (de 0.403 + 0.02 a 0.648 + 0.05 cmH20, p<0.001). No se
produjeron cambios en el tiempo inspiratorio (de 0.187 + 0.01 a 0.186 +
0.01 s). Figuras 4.6.2B, 4.6.3; Tabla 4.6.1.

El incremento en valores absolutos de la frecuencia respiratoria es
de 24 + 3 rpm, este incremento se produjo por una disminucion en valores
absolutos del tiempo espiratorio de 0.122 + 0.02 s. Los cambios en
valores absolutos del tiempo inspiratorio es de 0.005 + 0.009 s y de

presion pleural 0.245 + 0.05. Figura 4.6.5; Tabla 4.6.111.

Hubo cambios significativos en el incremento en valores absolutos
de frecuencia respiratoria (de 32 + 4 a 24 + 3 rpm, p<0.01). No hubo
cambios significativos en los valores absolutos de tiempo espiratorio (de
0.101 + 0.01 a 0.122 + 0.02 s) de tiempo inspiratorio (de 0.026 + 0.01 a
0.005 + 0.009 s) y de presion pleural inspiratoria (de 0.251 + 0.05 a 0.245
+ 0.05 cmH20). Figura 4.6.5; Tabla 4.6.11.
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Respuesta cardiovascular

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
SGPd! se modifica tras la microinyecciéon de CNQX en el Area A5. Se
produce un menor incremento de presion arterial y de frecuencia cardiaca

tras la microinyeccion de CNQX en el Area A5:

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI 4 minutos después de la microinyeccién de CNQX en el Area A5
se caracterizo por un incremento de la presion arterial (de 128 +4 a 172 +
4 mmHg, p<0.001) y un aumento significativo de la frecuencia cardiaca
(de 350 + 8 a 368 + 6 cpm, p<0.01). Figuras 4.6.2b, 4.6.4; Tabla 4.6.1l.

Los cambios en valores absolutos de la presién arterial y frecuencia
cardiaca son de 44 + 4 mmHg y 18 + 4 cpm respectivamente. Figura
4.6.6; Tabla 4.6.111.

Se produjo un menor incremento en valores absolutos de presion
arterial (de 51 + 4 a 44 + 4 mmHg, p<0.05) y frecuencia cardiaca (de 37 +
5a 18 + 4 cpm, p<0.001). Figura 4.6.6; Tabla 4.6.lII.

Otros resultados

En tres animales, tras la microinyeccién bilateral de CNQX se
produce una depresién gradual de la frecuencia respiratoria, que finaliza
con la muerte de los mismos (localizacién de la microinyeccion en el Area
A5).

En otros dos animales se microinyecto fuera de la zona de estudio.
En uno de ellos se produjo una ligera disminucion de presién arterial y

frecuencia respiratoria tras la estimulacion de la SGPdI (localizacion entre
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las zonas del nucleo sensorial principal del trigémino parte ventrolateral —
nervio facial, Pr6VL-7n). En el otro animal no se produjeron cambios tras
la estimulacién de la SGPdI (localizacion de la microinyeccién en la zona
del nucleo sensorial principal del trigémino parte ventrolateral- sensorial

principal del trigémino parte dorsomedial, ProVL-Pr6DM).
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Interaural Interaural
-0.3 mm -1.3 mm

Interaural

-0.6

mm { -1.6 mm
6 5 4 3 2 1 0 6 5 4 3 2 1 0

'
[N
L

Figura 4.6.1. Esquematizacion en secciones coronales del Area A5
desde la porcion rostral (parte superior izquierda) a la porcién caudal
(parte inferior derecha), que muestra la localizacién de las zonas de
microinyeccion de CNQX en el Area A5. (A5) Area A5 catecolaminérgica;
(7n) nervio facial o raiz de este nervio; (rs) tracto rubroespinal; (s5) raiz
sensorial del nervio trigémino; (sp5) tracto trigéminoespinal.
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Figura 4.6.2. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacién
eléctrica de la SGPdl antes (A) y cuatro minutos después (B) de la
microinyeccion de CNQX en el Area A5 (flecha vertical hacia arriba). La
estimulacion eléctrica tiene una duracién de cinco segundos.
representan de arriba hacia abajo los registros de frecuencia
respiratoria instantanea, flujo respiratorio, presiéon pleural, frecuencia cardiaca
instantanea y presion arterial.
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Frecuencia Respiratoria (rpm)

Presién Pleural (cmH20)

160 - 0.7 1
150 | k%%
140 1 0,6 1
130 A
120 - 0,5 -
110 -
100 - 0,4 -
90 -
80 r v 0,3 T
antes durante después antes durante despues
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)
05 - *kk 0.2
* KK
08 1 !\ 1 0,19 I | |
04 1 K% ***/ - — —
; N 0,18
0,35 \ *%
L~ 0,17
0,3 A
* KK * KK
4 * 0,16
02 1 0,15
0,15 T r 0,14 r
antes durante después antes durante después

Figura 4.6.3. Cambios en los parametros respiratorios promediados
(n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20 segundos después de la

estimulacion eléctrica de la SGPdI.

Se representan, de arriba hacia abajo, frecuencia respiratoria, presion
pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.
La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacién de la SGPdl tras la microinyeccion de CNQX en el Area

A5.

Los datos se muestran como media * el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

200

*%
180

160 1 ** /5\ :*

140 -
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AL

100 -

80 T T ]
antes durante después

Frecuencia Cardiaca (cpm)

380 -
370 A
360 A
350 A
340 A
330 A
320 A

310 T r
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Figura 4.6.4. Cambios en la respuesta presora (arriba) y cardiaca
(abajo) promediados (n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20
segundos después de la estimulacién eléctrica de la SGPdI.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPdI tras la microinyeccion de CNQX en el Area
A5. Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH20)
0,35
0,3

0,25 - I
0,2
0,15
0,1 -
0,05 -
0 .
CONTROL CNQX
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)

Figura 4.6.5. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de las
variables respiratorias durante la estimulacion eléctrica de la SGPdI.

Se representan de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, la
frecuencia respiratoria, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

En azul se representa la estimulacién control. En rojo se representa la
estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccién de CNQX en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

60 -
50
40 -
30
20 -

10 +

CONTROL CNQX

Frecuencia Cardiaca (cpm)

40
35 -
30 -
25
20 -
15 -
10 -

* %%

CONTROL CNQaX

Figura 4.6.6. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de la
presion arterial (arriba) y frecuencia cardiaca (abajo) durante la estimulacion
eléctrica de la SGPdI.

En azul se muestra la estimulacion control y en rojo la estimulacién de la
SGPdI tras microinyeccion de CNQX en el Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
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Ti (s)

Te (s)

FR (rpm)

PP(cmH20)

Ctrl

CNQX

Ctrl

CNQX

Ctrl

CNQX

Ctrl

CNQX

ANTES

0.181 +0.01

0.187 +o0.01

0.345 +0.01

0.437 +o0.04

109 +5

0.380 +0.02

0.403 +0.02

DURANTE

0.158 +0.01

0.186 +0.01

0.250 +0.02

*k*

0.315 +0.02
*k¥k

141 +8
*kdk

12216
*kdk

0.631 +0.05
*%k%

0.648 +0.05

*kk

DESPUES

0.175 +0.01

0.185 + 0.01

0.338 +0.01

0.423 +0.03

114 6

101 x5

0.399 +o0.02

0.417 +0.02

Tabla 4.6.1. Respuesta respiratoria evocada por estimulaciéon de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de CNQX en el Area
A5. Se muestran los valores promediados de tiempo inspiratorio (Ti), tiempo
espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR) y presion pleural (PP).
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Ctrl
PA (mmHg)
CNQX
Ctrl
FC (cpm)
CNQX

ANTES

106 +3

128 +4

323 +10

350 +8

DURANTE

158 + 6
Fokk

172 +4
Fkk

3617
*kk

368 +6
*%

DESPUES

110 x4

125z:6

324 10

347 +7

Tabla 4.6.1l. Respuesta cardiovascular evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de CNQX en el Area

A5.

Se muestran los valores promediados de presion arterial (PA) y frecuencia

cardiaca (FC).

Todos los datos se muestran como media + el error estandar de la media.
Los valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Ti (s)

Control| 0.026 +0.01

CNQX | 0.005 +o0.01

Te (s)

0.101 +o0.01

0.122 +0.02

FR (rpm)

24 :3
%%

PP (cmH20)

0.251 +0.05

0.245 +0.05

PA (mmHg)

51+4

44 + 4

FC (cpm)

18 +4
Fdek

Tabla 4.6.1ll. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion de
la SGPdI antes y después de la microinyeccion de CNQX en el Area A5. Se
muestran los cambios en valores absolutos promediados de tiempo inspiratorio
(Ti), tiempo espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR), presion pleural (PP),
presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).
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4.7. Caracterizacion de la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdl antes y

después de la microinyeccién de MCPG en el Area A5

Se caracterizd la respuesta cardiorrespiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI antes y después de la microinyeccion
de MCPG (10 mM) en el Area A5 (7 ratas).

La respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulaciéon eléctrica
de la SGPdI se caracterizd por un incremento de frecuencia respiratoria
por disminucion del tiempo espiratorio, incremento de la presion pleural
inspiratoria y aumento de presion arterial y frecuencia cardiaca. Figuras
4.72A,473,47.4,4.7.5,4.7.6; Tablas 4.7.1,4.7.11 y 4.7 lII.

La localizacion de las zonas de microinyeccion se observa en la
figura 4.7 1.

La microinyeccién de MCPG en el Area A5 (50-100 nl, 0.5-1 nmol,
n=7) produjo en todos los casos un incremento bifasico de presion arterial.
En dos animales aumenta la frecuencia cardiaca acompafada de apnea.
La frecuencia respiratoria disminuye en un animal tras la administracion
de MCPG.

Tras cuatro minutos de la microinyeccién de MCPG en el Area A5

no se producen cambios significativos en las variables cardiorrespiratorias

de reposo.
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Respuesta respiratoria

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPdI no se modifica tras la microinyeccién de MCPG en el Area A5

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI cuatro minutos después de la microinyeccién de MCPG en el Area
A5 se caracterizo por un incremento de frecuencia respiratoria (de 87 + 7
a 112 + 6 rpm, p<0.01) por disminucion del tiempo espiratorio (de 0.468 +
0.05 a 0.320 = 0.03 s, p<0.001) e incremento de presion pleural
inspiratoria (de 0.319 + 0.02 a 0.505 + 0.02 cmHz20, p<0.001). No se
produjeron cambios en el tiempo inspiratorio (de 0.239 + 0.01 a 0.222 +
0.01 s). Figuras 4.7.2B, 4.7.3; Tabla 4.7.1.

El incremento en valores absolutos de la frecuencia respiratoria es
de 25 + 5 rpm, este incremento se produjo por una disminucion en valores
absolutos del tiempo espiratorio de 0.183 + 0.05 s. Los cambios en
valores absolutos del tiempo inspiratorio son de 0.041 + 0.01 s y de
presidn pleural inspiratoria son de 0.19 + 0.03 cmH20. Figura 4.7.5; Tabla
4.7.11.

No hubo cambios significativos en los incrementos en valores
absolutos de frecuencia respiratoria (de 25 + 4 a 25 + 5 rpm) de tiempo
espiratorio (de 0.101 + 0.02 a 0.183 + 0.05) de tiempo inspiratorio (de
0.054 + 0.01 a 0.041 £ 0.01) y de presion pleural inspiratoria (de 0.19 +
0.01a0.19 + 0.03). Figura 4.7.5; Tabla 4.7.III.
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Respuesta cardiovascular

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI se modifica tras la microinyecciéon de MCPG en el Area A5. Se
producen cambios significativos tanto de presion arterial como de
frecuencia cardiaca reduciéndose sus aumentos tras la microinyeccion de
MCPG en el Area A5:

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI cuatro minutos después de la microinyecciéon de MCPG en el
Area A5 se caracterizé por un incremento de la presion arterial (de 116 +
8 a 166 = 11 mmHg, p<0.001) y una completa abolicién del aumento de la
frecuencia cardiaca (de 340 + 14 a 359 + 17 cpm). Figuras 4.7.2B, 4.7 4;
Tabla 4.7.11.

Los cambios en valores absolutos de la presién arterial y frecuencia
cardiaca son de 50 + 6 mmHg y 19 + 4 cpm respectivamente. Figura
4.7.6; Tabla 4.7.111.

Se produjo un menor incremento significativo en valores absolutos
de presion arterial (de 61 + 6 a 50 + 6 mmHg, p<0.05) y una disminucién
significativa de la frecuencia cardiaca (de 41 + 5 a 19 + 4 cpm, p<0.001).
Figura 4.7.6; Tabla 4.7.1lI.
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Otros resultados

En cinco animales, tras la microinyecciéon bilateral de MCPG, se
produce una depresion gradual de la frecuencia respiratoria, que finaliza
con la muerte de los mismos (localizacién de la microinyeccion en el Area
A5).

En otro animal se microinyecté fuera de la zona de estudio. La
microinyeccion no produjo ningun cambio cardiorrespiratorio por si misma
ni tras la estimulacion de la SGPdI (localizacion entre las zonas del nucleo
sensorial principal del trigémino parte ventrolateral — tracto espinal del

trigémino — nervio facial, Pr6VL - Sp5 - 7n).
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Figura 4.7.1. Esquematizacion en secciones coronales del Area A5
desde la porcién rostral (parte superior izquierda) a la porcién caudal
(parte inferior derecha), que muestra la localizacion de las zonas de
microinyeccion de MCPG en el Area A5.

(A5) Area A5 catecolaminérgica; (7n) nervio facial o raiz de este nervio; (rs)
tracto rubroespinal; (s5) raiz sensorial del nervio trigémino; (sp5) tracto
trigéminoespinal.
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Figura 4.7.2. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulaciéon
eléctrica de la SGPdl antes (a) y cuatro minutos después (b) de la
microinyeccion de MCPG en el Area A5 (flecha vertical hacia arriba). La
estimulacion eléctrica tiene una duracién de cinco segundos.
representan de arriba hacia abajo los registros de frecuencia
respiratoria instantanea, flujo respiratorio, presion pleural, frecuencia cardiaca
instantanea y presion arterial.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH20)
130 - 0,6 -
120 -

0,5 4

110 -
100 - 0.4
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Figura 4.7.3. Cambios en los parametros respiratorios promediados
(n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20 segundos después de la
estimulacion eléctrica de la SGPdI. Se representan, de arriba hacia abajo,
frecuencia respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPdI tras la microinyecciéon de MCPG en el
Area A5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

200

180 1

160 -
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Figura 4.7.4. Cambios en la respuesta presora (arriba) y cardiaca
(abajo) promediados (n=7) obtenidos 5 segundos antes, durante y 20
segundos después de la estimulacién eléctrica de la SGPdI.

La linea continua representa la estimulacion control. La linea discontinua
representa la estimulacion de la SGPdI tras la microinyecciéon de MCPG en el
Area A5. Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Frecuencia Respiratoria (rpm) Presién Pleural (cmH:0)

0,25

0,2 T
0,15 -

0,1 -

0,05 -

0 '
CONTROL MCPG
Tiempo Espiratorio (s) Tiempo Inspiratorio (s)

Figura 4.7.5. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de las
variables respiratorias durante la estimulacion eléctrica de la SGPdI. Se
representan de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha, la frecuencia
respiratoria, presion pleural, tiempo espiratorio y tiempo inspiratorio.

En azul se representa la estimulacién control. En rojo se representa la
estimulacién de la SGPdI tras la microinyeccion de MCPG en el Area AS5.

Los datos se muestran como media + el error estandar de la media. Los

valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Presion Arterial (mmHg)

80 1
70 -
60 -
50 A
40 -
30 -
20 A
10 A

CONTROL MCPG

Frecuencia Cardiaca (cpm)

*k%k

CONTROL MCPG

Figura 4.7.6. Cambios en valores absolutos promediados (n=7) de la
presion arterial (arriba) y frecuencia cardiaca (abajo) durante la estimulacion
eléctrica de la SGPdI.

En azul se muestra la estimulacion control y en rojo la estimulacién de la
SGPdI tras microinyeccion de MCPG en el Area A5.

Los datos se muestran como media * el error estandar de la media.
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Ti (s)

Te (s)

FR (rpm)

PP(cmH20)

Ctrl

MCPG

Ctrl

MCPG

Ctrl

MCPG

Ctrl

MCPG

ANTES

0.255 +0.01

0.239 +0.01

0.428 +0.04

0.468 +0.05

91+6

0.333 +0.02

0.319 +0.02

DURANTE

0.204 +0.01
*

0.222 +0.01

0.337 +0.03
*

0.320 +0.03
*%%

115 t6
*kdk

1126
%%

0.519 +0.02
Fedede

0.505 +0.02
Fedede

DESPUES

0.237 +0.01

0.243 +0.01

0.481 +0.05

0.495 +0.06

86 +6

85+8

0.361 z0.03

0.374 +0.03

Tabla 4.7.1. Respuesta respiratoria evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccién de MCPG en el Area
A5. Se muestran los valores promediados de tiempo inspiratorio (Ti), tiempo
espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR) y presion pleural (PP).
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Ctrl
PA (mmHg)
MCPG
Ctrl
FC (cpm)
MCPG

ANTES

1053

116 +8

336 12

340 14

DURANTE

166 +38
Ktk

166 +11
*kk

376 £ 12
*%

359 +17

DESPUES

1094

118 +7

333 +17

329 +18

Tabla 4.7.1l. Respuesta cardiovascular evocada por estimulacion de la
SGPdI antes, durante y después de la microinyeccion de MCPG en el Area
A5. Se muestran los valores promediados de presién arterial (PA) y frecuencia

cardiaca (FC).

Todos los datos se muestran como media =+ el error estandar de la media.
Los valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Ti (s)

Control| 0.054 =o0.01

MCPG | 0.041 +0.01

Te (s)

0.101 +o0.02

0.183 +0.05

FR (rpm)

PP (cmH:z0)

0.190 +0.01

0.190 +0.03

PA (mmHg)

61 +6

50 +6
*

FC (cpm)

41 +5

19 +4
*kk

Tabla 4.7.1ll. Cambios cardiorrespiratorios durante la estimulacion de
la SGPdI antes y después de la microinyeccién de MCPG en el Area A5. Se
muestran los cambios en valores absolutos promediados de tiempo inspiratorio
(Ti), tiempo espiratorio (Te), frecuencia respiratoria (FR), presion pleural (PP),
presion arterial (PA) y frecuencia cardiaca (FC).
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DISCUSION

5. DISCUSION

5.1. Consideraciones generales

El Area A5 fue descrito por primera vez en rata, en 1964, por
Dahlstrom y Fuxe y se ha definido como un conjunto de neuronas
catecolaminérgicas (noradrenérgicas) que forman una estrecha columna
de células localizada en la zona ventrolateral de la formacién reticular
parvicelular dentro de la parte caudal de la protuberancia (Byrum y cols.
1984).

Se la ha dividido en tres regiones atendiendo a su localizacién
espacial: lateral, dorsal y caudal. Se puede decir que la subdivision lateral
es la que presenta un mayor numero de neuronas, mientras que las otras
dos subdivisiones estan formadas por un numero muy reducido de

células.

La mayoria de las neuronas del Area A5 son catecolaminérgicas
aunque, entre ellas, hay otras neuronas que no lo son (Jodkowsky y cols.,
1994 y 1997; Goodchild vy Pilowsky, 2001). Las neuronas
catecolaminérgicas presentan los mecanismos enzimaticos necesarios
que caracterizan a las neuronas noradrenérgicas (Goodchild y Pilowsky,

2001), es decir, incluyen:
- Tirosina Hidroxilasa (TH)
- L-aminoacido aromatico Descarboxilasa (aaDC)

- Dopamina Beta Hidroxilasa (DBOH).

Las neuronas del Area A5 poseen actividad propia in vitro. La gran
mayoria de las neuronas del Area A5 presentan una frecuencia de
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descarga espontanea baja (entre 2 y 4 descargas por segundo). La
actividad espontanea de la mayoria de las células del Area A5 parece
deberse a propiedades intrinsecas mas que a aferencias sinapticas. Otra
caracteristica es que la actividad espontanea cesa o disminuye ante
aumentos de presion arterial. Se sabe también que presentan una
velocidad de conduccion caracteristica de neuronas con poca o0 ninguna

mielinizacion (1-3 m/s), es decir, son fibras C.

El Area A5 se ha asociado histéricamente con el control central
cardiorrespiratorio (Dawid-Milner y cols., 2002; Pilowsky y Goodchild,
2002; Dampney y Horiuchi, 2003; Dampney y cols., 2003; Dawid Milner y
cols., 2003; Guyenet, 2006; Taxini y cols. 2011; Kanbar y cols., 2011;
Abbott y cols., 2012; Lopez-Gonzélez y cols., 2013), aunque en las
ultimas décadas ha sido implicado en otra serie de funciones viscerales
como la nocicepcion (Clark y Proudfit, 1993; Heinricher y cols., 2009;
Marques-Lopes y cols., 2010). Ademas, en el hombre, sus alteraciones
parecen estar involucradas en algunas de las manifestaciones
cardiorrespiratorias que se observan en algunas patologias como el
Sindrome de Rett y el mal de Ondine que actualmente se engloban dentro
de los factores etioldgicos responsables del Sindrome de Muerte Subita
Infantil (Obonai y cols., 1998; Cann-Moisan y cols., 1999; Ozawa vy cols.,
1999, 2003; Julu y cols., 2001; Sasaki y cols., 2003; Horne y cols., 2004;
Ribas-Salgueiro y cols., 2004; Gaultier y cols., 2004; Weese-Mayer y

cols., 2004) o en la atrofia multisistémica (Benarroch, 2008).

Observando las aferencias y eferencias, podriamos considerar al
Area A5 como un centro privilegiado en la integracién de la informacién
autonémica desde el tronco del encéfalo caudal al encéfalo anterior.
Sabemos que la protuberancia es el blanco de proyecciones
descendentes desde el encéfalo anterior, hipotalamo, mesencéfalo y

cerebelo, y también indirectamente de aferencias reflejas que ascienden
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desde el parénquima pulmonar y vias respiratorias (Allen y cols., 1991;
Paton y cols., 1991). El Area A5 también tiene conexiones anatémicas
precisas y apropiadas con distintos nucleos bulbares y espinales para
producir cambios en la actividad respiratoria y cardiovascular (Blessing y
cols., 1981; Westlund y cols., 1984; Byrum y cols., 1984; Loewyy cols.,
1979, 1986; Byrum y Guyenet, 1987; Strack y cols., 1989; Kwiat y
Basbaum, 1990; Huangfu, Koshiya y Guyenet 1991; Clark y Proudfit,
1993; Bajic y Proudfit, 1999).

Existen evidencias de que el Area A5 proyecta ampliamente a
areas del encéfalo anterior involucradas en la regulacién cardiovascular y
en la reaccion de defensa (Byrum y Guyenet, 1987). Los efectos
cardiovasculares evocados por activacién del Area A5 son producidos, en
parte, por el control del reflejo barorreceptor a nivel del nucleo del tracto
solitario (NTS). El mecanismo es similar al producido durante la reaccién
de defensa evocada por estimulacion del area de defensa hipotalamica
(Felder y Mifflin, 1994). Parece existir una modulacion inhibidora del
reflejo barorreceptor por la activacion de receptores NMDA y no NMDA

del bulbo rostroventrolateral (Moriguchi y cols., 1995).

Se interpreta que una inhibicion del reflejo barorreceptor podria ser
uno de los mecanismos por el cual la respuesta presora evocada
centralmente podria mantenerse bajo una gran variedad de situaciones de
estrés medioambiental, incluyendo la reaccion de defensa. La activacion
del nucleo paraventricular hipotalamico (Coote y cols.,1979; Hwang y
col.,1998), del nucleo Dorsomedial Hipotalamico o la regién Perifornical
Hipotalamica (Allen y Cechetto, 1992, 1993; Stotz-Potter y cols., 1996;
DiMicco y cols., 2002; Sévoz-Couche y cols., 2003; Cao y cols., 2004;
Horiuchi y cols., 2004; McDowall y cols., 2006) o de la sustancia gris
periacueductal (Nosaka y cols.,1993; Huang y cols., 2000; Bitencourt y
cols., 2004; Subramanian y cols., 2008; Ligaya y cols., 2010) parece
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promover la respuesta presora y la inhibicibn de la respuesta
barorreceptora. Las distintas regiones del encéfalo anterior cuya
estimulacion evoca una respuesta de defensa y las redes nociceptivas
centrales presentan densas conexiones hacia el Area A5 (Byrum vy
Guyenet, 1987). Asi, esta modulacion descendente, supuestamente
inhibidora del reflejo barorreceptor por la activacion del Area A5
proporciona el circuito necesario mediante el cual estos nucleos del
encéfalo anterior inducirian la respuesta presora. Es mas, esto lo pudimos
demostrar, desde nuestro grupo de trabajo, con la publicacion de Lépez-
Gonzalez y cols en 2013. Donde se producia un bloqueo de esta
componente cardiovascular evocada por la estimulacion desde el Area de

Defensa Hipotalamica tras la inhibicion del Area A5 con muscimol.

Basandonos en todos estos datos, este trabajo de tesis doctoral
nos ha permitido destacar el papel del Area A5 en la modulacién de la
respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdl.

La estimulacion eléctrica de la SGPdI produce aumento de
frecuencia respiratoria asociado a un incremento de presion arterial y
taquicardia. Esta respuesta parece ser debida a la activacion del reflejo
quimiorreceptor (Silva-Carvalho y cols., 1993; 1995) y a la inhibicion del
reflejo barorreceptor. Estas dos modulaciones tienen lugar a nivel del NTS
(Jordan y cols., 1988; Mifflin y cols., 1988 a, b). Nuestro estudio pretende
desvelar si la posible inhibicién del reflejo barorreceptor evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI utiliza como centro intermediario al
Area A5, que seria el responsable final de la modulacién inhibidora sobre
la actividad barorreceptora y la modulacién excitadora sobre la actividad

quimiorreceptora.
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En una primera fase de este estudio, por medio de la
microinyeccion de Muscimol, hemos demostrado la existencia de una
estrecha relacién funcional entre el SGPdI y el Area A5. En una segunda
fase, demostramos la participacién del glutamato como uno de los
neurotransmisores excitadores necesarios para la modulacion de la
respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI. El estudio finaliza con un grupo de experimentos que nos
proporcionan evidencias que demuestran que los receptores de glutamato
ionotropicos (NMDA y no NMDA) y metabotropicos estan involucrados de
una u otra forma, en funcién de su localizacién dentro del Area A5, en la

mediacion de esta respuesta.

Muchos autores, entre ellos nuestro grupo, hemos sugerido que las
neuronas de esta zona tienen un papel simpatoexcitador (Guyenet y
Byrum, 1985; Huangfu y cols., 1991; Guyenet y cols., 1993; Dawid Milner
y cols., 2001 y 2003; Lépez-Gonzalez y cols., 2013). De acuerdo con
estos autores, nuestros datos corroboran estos resultados, mostrando las
primeras evidencias de interaccion entre las neuronas de la SGPdl y del
Area A5 poniendo de manifiesto la estrecha relacién funcional entre
ambas zonas y ver qué papel tiene el Area A5 en la respuesta
cardiorrespiratoria evocada desde el SGPdl y el posible papel del

glutamato como neurotransmisor implicado en ella.
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5.2. Metodologia utilizada

Todos los experimentos se han llevado a cabo en rata entera
anestesiada y con respiracion espontanea. La rata es el animal que con
mas frecuencia esta siendo usado en estos ultimos afios para el estudio
de las estructuras nerviosas implicadas en el control cardiorrespiratorio, y
este es uno de los principales motivos de su eleccibn como animal de
experimentacion. Ha sido posible encontrar algunas referencias
bibliograficas con explicaciones acerca de aspectos morfologicos,
fisiologicos, etc., de estas estructuras, y concretamente de la SGPdl y del
Area A5.

Un aspecto basico de este tipo de experimentos es que se puedan
reproducir lo mas fielmente posible las condiciones fisioldgicas, de aqui la
conveniencia del empleo del animal entero. Por esta misma razon se
procuré también que la administracion de anestesia no causara una
alteracién de las variables cardiorrespiratorias que pudiera influir en el
resultado del experimento. Por lo que respecta a la preparacidén quirurgica
previa, su proposito es que, en el transcurso del experimento, puedan
efectuarse la observacion y analisis de las modificaciones (producidas por
la estimulacién eléctrica y por las microinyecciones de farmacos) de los
diversos parametros respiratorios y cardiovasculares (frecuencia
respiratoria instantanea, presion pleural, presién arterial y frecuencia
cardiaca instantanea). El andlisis de los cambios obtenidos en las
diferentes variables proporciona una informacion 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 relacién entre ellos.

En estos experimentos ha sido utilizada la microestimulacion

eléctrica para evocar la respuesta cardiorrespiratoria de la SGPdI. Los
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parametros de la estimulacion (1 ms, 100 Hz, 10-30 pA durante 5 s) se
han elegido con el fin de obtener una respuesta lo mas fisiolégica 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 estudio. En todos los casos la intensidad ha sido

suficiente para obtener la respuesta caracteristica de la SGPdI.

Para la microinyeccién de farmacos se ha utilizado un sistema de
bomba microinyectora micro4™ de (WPI). Se empled para realizar las
microinyecciones, en las cuales se utilizaron micropipetas de vidrio selladas
con tubo de silicona con conexidén a micropipeta Hamilton 7000.5 N para

una inyeccion 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 de cada farmaco 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 antagdnicas (Lipski y col., 1988). Esta técnica para la
microinyeccion de cantidades entre 10-100 nmol, ha sido recomendada
por Goodchild y col., 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 farmaco microinyectado se diluye en PBS (phosphate buffer

saline) con azul de Evans al 1% para el marcaje de las zonas de

microinyeccién. Al diluir el farmaco en la mezcla de azul de Evans y PBS
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no es necesario retirar éste durante el experimento y evita errores en la

localizacion histoldgica.

La localizacion de la SGPdI se realizd situando el electrodo segun
las coordenadas del atlas de Paxinos y Watson (coordenada
anteroposterior desde bregma a —4.0 mm, 0.6 mm lateral a la linea media
y de 4.5-5.0 mm de profundidad con respecto a la superficie cerebral,
Paxinos y Watson, 1997). Debemos tener en cuenta que la torre del
equipo de estereotaxia donde esta fijado el microelectrodo de
estimulacién, penetra en el cerebro del animal con una inclinacion de 30°
para evitar problemas de espacio con la segunda torre del equipo de
estereotaxia, que se utiliza para la microinyeccion de farmacos en el area
A5. Se empezo6 a estimular eléctricamente (10-30 pA, 100Hz, pulsos de 1
ms durante 5 s) a una profundidad de 3 mm a partir de la superficie de la
calota, y se fue bajando el microelectrodo 100 um cada vez hasta que la
estimulacién eléctrica produjo la respuesta cardiorrespiratoria tipica de la
SGPdI (incremento de frecuencia respiratoria junto con incremento de

presion arterial y frecuencia cardiaca).

Al final de cada experimento se verificé la localizacion de la lesion
de la estimulacion eléctrica y de la microinyeccidon en los cortes
histolégicos. Sdélo se tuvieron en cuenta aquellos animales en los que la
respuesta cardiorrespiratoria se correspondia con una buena localizacién
de la SGPdI y del Area A5.
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5.3. Estimulacion de la Sustancia Gris Periacueductal
dorsolateral (SGPdI)

La SGP de rata ha sido explorada usando estimulacion eléctrica y
quimica con el propdsito de localizar las regiones con cuerpos o fibras
neuronales capaces de iniciar o integrar los componentes viscerales y de
conducta caracteristicos de la reaccion de defensa (Hilton y Redfern,
1986). Estos son, como se ha mencionado ya, incremento de presion
arterial y frecuencia cardiaca, incremento de la frecuencia respiratoria y
otras respuestas como dilatacién pupilar, la retraccion de la membrana
nictitante, piloereccion y liberacién de catecolaminas desde la glandula
suprarrenal (Jordan, 1990). Nuestras observaciones coinciden con las
respuestas citadas. En la literatura se puede comprobar que las columnas
correspondientes a la SGPI y la SGPdI son las que inician la respuesta de
defensa. Esta respuesta estd asociada con taquicardia, hipertension vy
redistribucion del flujo sanguineo. Esta respuesta simpatoexcitadora esta
mediada por el bulbo rostroventrolateral, el cual activa neuronas
preganglionares  simpaticas que controlan a los efectores
cardiovasculares (Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2001; Hayward,
2007; de Menezes, 2009).

Hemos observado también que la estimulacién eléctrica fuera de
estas areas no produce una respuesta completa de defensa y, por tanto,

no se han utilizado estos experimentos en nuestros resultados.

5.3.1. Efectos respiratorios y cardiovasculares

Apoyando los estudios previos con estimulacion de la SGPdI,
nuestros resultados confirman que la respuesta evocada por estimulacion
eléctrica se caracteriza por aumento de frecuencia respiratoria. Este

incremento se produce fundamentalmente por disminucion del tiempo
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espiratorio, sin cambios significativos en el tiempo inspiratorio en la
mayoria de los experimentos. Sin embargo, se observa un aumento del
flujo inspiratorio por aumento de actividad frénica. La disminucion del
tiempo espiratorio se acompafa de un aumento de flujo espiratorio. Esta
respuesta respiratoria se acompana siempre de una respuesta
cardiovascular concomitante. La respuesta cardiovascular se caracteriza

por un incremento de presién arterial y frecuencia cardiaca.

Se ha interpretado que una de las funciones mas impotantes de la
SGPdl es similar a la de otras zonas implicadas en la respuesta de
defensa, por tanto, preparar al animal ante situaciones amenazantes o de
estrés medioambiental, por ello es necesario redistribuir el flujo
sanguineo. Se mantiene la perfusion del musculo cardiaco y del SNC. Se
incrementa la perfusion de aquellas zonas vasculares que requieren
oxigeno adicional durante la respuesta de defensa y se disminuye en las
zonas menos vitales, como el sistema renal o el gastroentérico. El
incremento de la frecuencia cardiaca y presion arterial permite enviar un
gran volumen sanguineo al musculo esquelético que aumenta su
actividad para la lucha o la huida. La respuesta se acompafa de un
aumento de la ventilacion que asegura una adecuada oxigenacion de la
sangre arterial y facilita la eliminacién del CO2 producido en la respuesta

metabdlica (Loewy, 1990).

La estimulacion de la SGPdI activa por una via indirecta neuronas
del bulbo rostral ventrolateral (RVLM) que, a su vez, activan neuronas
preganglionares simpaticas presentes en la columna intermediolateral de
la médula espinal. Estas proyecciones son finalmente responsables de
parte del incremento brusco de la presion arterial (Loewy, 1990; Loewy,
1991; Bandler y cols., 2000; Keay y Bandler, 2001; Hayward, 2007; de
Menezes, 2009). Se sabe también que el aumento de presion arterial se

produce por activacion indirecta del RVLM por otras vias menos
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estudiadas. El objetivo de este trabajo ha sido estudiar el papel del Area

A5 en esta respuesta presora.

Como hemos dicho anteriormente, la SGPdI no tiene conexiones
directas con el RVLM, responsable de la respuesta presora. Pero también
es cierto que posee conexiones muy densas, de entrada y salida, a la
zona hipotalamica responsable de la activacion del RVLM durante la
respuesta de defensa, y se sabe que la actividad cardiorrespiratoria de las
neuronas de la SGPdl depende de la actividad de esas neuronas
hiopotalamicas (de Menezes y cols., 2009; Horiuchi y cols., 2009).
Ademas, la SGPdI tiene conexion directa con el complejo Parabraquial
lateral (Bester y cols, 1997). Asi mismo, nuestro grupo de investigacion ya
demostré las conexiones funcionales existentes desde esta zona
hipotalamica y la modulacién de la respuesta de defensa por parte del
Complejo Parabraquial (Diaz-Casares y cols., 2009) y del Area A5 (Lépez-
Gonzalez y cols., 2013).

Esta descrito también que la estimulacion eléctrica de la SGPdI
produce inhibicion o una modulacion o cambio en la sensibilidad del
umbral de activacién del reflejo barorreceptor y de la actividad del nervio
simpatico renal. El reflejo no quedaria propiamente inhibido sino que
operaria en un rango de sensibilidad mucho mas alto (Horiuchi y cols.,
2006; McDowall y cols., 2006; Miki y Yoshimoto, 2010). Este resultado es
el reflejo de la activacion directa de las vias utilizadas por los somas de
las neuronas hipotalamicas responsables de la reaccion de defensa,
incluidas las del DMH y de la facilitacién del reflejo quimiorreceptor a nivel
del NTS. Esta respuesta contribuiria de forma indirecta al aumento de
presion arterial y por otra parte, es responsable de la taquicardia asociada
(Silva-Carvalho y col., 1995). Ambas circunstancias, el aumento de la
actividad del reflejo quimiorreceptor por medio de la excitacion o

facilitacién de neuronas quimiorreceptoras del NTS (Silva-Carvalho y col.,
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1995) vy, de forma paralela, la inhibicion o cambio en la sensibilidad del
reflejo barorreceptor (Coote y col., 1979; Mifflin y col., 1988 b; Spyer,
1990) mediante la disfacilitacion o la inhibicibn de neuronas
barorreceptoras a nivel del NTS (Mifflin y col.,1988b; Jordan y col.,1988)
son vitales para el correcto desarrollo de la respuesta de defensa

propiamente dicha.

Esto implica que la estimulacion de la SGPdl podria, en
condiciones apropiadas, facilitar o inhibir el reflejo barorreceptor a través
del NTS. Estas observaciones tienen una considerable importancia en la
interpretacion del papel de la SGPdI en la regulacion de la respuesta

cardiorrespiratoria a través del NTS.

Hasta hace muy poco se desconocia si la respuesta evocada a la
estimulacion eléctrica de la SGPdI era debida a la activacion de somas
especificos o0 a la activacion de fibras de paso que tienen su origen fuera
del mesencéfalo. Actualmente se sabe que la estimulacion quimica de
neuronas de los centros nerviosos responsables de la respuesta de
defensa a nivel del hipotalamo y mesencéfalo provoca las mismas
respuestas cardiorrespiratorias provocadas por estimulacion eléctrica
(Soltis y DiMicco, 1991; Segura y col., 1992; Peano y cols., 1992; DiMicco
y cols., 1996; Fontes y cols., 2001; DiMicco y cols., 2002; Sevouz-Couche
y cols., 2003; Horiuchi y cols., 2004; Cao y cols., 2004; Comet y cols.,
2005; McDowall y cols., 2006; Bernard JF y cols., 2008; Netzer F y cols.,
2009).

En la actualidad hay autores que han demostrado que la activacién
de la SGPdI activa receptores serotonérgicos del tipo 5HT3 ademas de los
GABAa y NK1 en el NTS sirviendo asi como una posible fuente de
inhibicion de las neuronas barosensibles del NTS (Sevouz-Couche y cols.,
2003; Bernard JF y cols., 2008; Netzer F y cols., 2009).
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Se han descrito las proyecciones desde la SGP hacia los nucleos
del rafe, concretamente al Grupo B3 (que comprende el rafe magno y el
nucleo paragigantocelular lateral reticular) (Cameron y cols., 1995). Esta
zona, se activa durante la reaccidon de defensa evocada por la

estimulacion eléctrica de la SGPdI (Bernard JF y cols., 2008).

Por lo que los resultados parecen demostrar que la respuesta
cardiovascular presora y taquicardizante evocada desde la SGPdI,
presentaria dos rutas descendentes, una responsable del aumento de
presion arterial, via activacion del RVLM y otra responsable del aumento

de frecuencia cardiaca, via nucleos del rafe y su actuacion sobre el NTS.

El concepto mas actual indica que las distintas regiones que
conforman la SGP tienen funciones sutiimente diferentes en la
organizacion de la reaccion de defensa. La estimulacion combinada de
cuerpos celulares de distintos subnucleos colabora para una perfecta
integracion de la respuesta de hipertension, taquicardia, taquipnea y

cambios autondmicos clasicamente descritos para la reaccion de defensa.

Este trabajo intenta dar nueva luz a las vias y los nucleos

implicados en esta respuesta.
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5.4. Efecto de la microinyecciéon de Muscimol en el Area A5
sobre la respuesta cardiorrespiratoria evocada por

estimulacion eléctrica de la SGPdI

El propdsito de este grupo de experimentos era demostrar la

existencia de conexiones funcionales entre la SGPdl y el Area A5.

Con este primer grupo de experimentos demostramos la existencia
de conexiones funcionales entre la SGPdl y el Area A5, que es capaz de
modular la respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion
eléctrica de la SGPdI

Se escogid el Muscimol por ser un potente agonista de receptores
GABAA, a los que se une de forma reversible provocando un estado de
hiperpolarizacion neuronal. Se ha descrito que casi todas las neuronas del
SNC son susceptibles de hiperpolarizacion con agonistas GABAa (Kiely y
Gordon, 1994). Por este motivo se prefirid6 Muscimol a otras sustancias
que actuan de forma similar. El Muscimol actua unicamente sobre los
somas de las neuronas del Area A5 sin afectar a los axones que
atraviesan esa zona. De este modo, las modificaciones que se observan
en la estimulacion de la SGPdI después de la microinyeccion de Muscimol
en el Area A5 se deben sélo a la inhibicion de la actividad de las células

localizadas en esta region.

El propdsito de este grupo de experimentos era conocer el papel de
los somas neuronales del Area A5 en la respuesta cardiorrespiratoria
evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdl. Se realizaron
microinyecciones de Muscimol (50-100 nl, 0.2-0.4 nmol), agonista
GABAérgico, en el Area A5.
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Después de la microinyeccién de Muscimol en el Area A5 se
observd en reposo una disminucion no significativa de la frecuencia

respiratoria debido a un aumento del tiempo espiratorio

Los datos obtenidos demostraron que la respuesta respiratoria
evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdl se modifica tras la
microinyeccion de Muscimol en el Area A5. El incremento de frecuencia
respiratoria se ve reducido (casi un 40%). Este dato indica que las
neuronas del Area A5 parecen estar implicadas en el aumento de la

frecuencia respiratoria durante la activacion de la SGPdI.

Con respecto a la respuesta cardiovascular se observé que tras la
microinyeccion de Muscimol se produjo un menor incremento de presion

arterial (casi un 20%) y de frecuencia cardiaca (mas del 85%).

Los resultados obtenidos sugieren que los somas de la region del
Area A5 parecen participar tanto en la respuesta cardiovascular como la

respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdI.

Hasta este momento existian una gran cantidad de trabajos que
han puesto de manifiesto la participacion del Area A5 en la modulacion de
la actividad cardiorrespiratoria mediante proyecciones hacia un gran
numero de nucleos del cerebro anterior y del bulbo espinal (Byrum y
Guyenet, 1987; Loewyy cols., 1979, 1986; Smith y cols, 1988; Strack y
cols., 1989; Kwiat y Basbaum, 1990; Huangfu, Koshiya y Guyenet 1991;
Nufez-Abades y cols, 1993; Clark y Proudfit, 1993; Bajic y Proudfit, 1999),
pero no han sefialado la funcion de esta region en la modulacién de la

respuesta cardiorrespiratoria de la SGPdI.

Con este grupo de experimentos se ha demostrado que los somas

del Area A5 pueden participar o modular la respuesta cardiorrespiratoria
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evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdI. Estos datos se describen

por primera vez en este trabajo.

Los datos obtenidos con técnicas morfoldgicas muestran el elevado
numero de conexiones que presenta el Area A5 y como cada una de ellas
proyecta de forma particular a regiones especificas que intervienen en el
control cardiorrespiratorio (Byrum y Guyenet, 1987; Loewyy cols., 1979,
1986; Smith y cols, 1988; Strack y cols., 1989; Kwiat y Basbaum, 1990;
Huangfu, Koshiya y Guyenet 1991; Nufiez-Abades y cols, 1993; Clark y
Proudfit, 1993; Bajic y Proudfit, 1999). En este sentido, nuestros
resultados completan y aclaran algunas de las cuestiones planteadas
desde hace tiempo. Por otra parte, los datos no permiten demostrar ni
excluir que otras regiones de la protuberancia o del tronco del encéfalo
participen en esta respuesta. Si se puede inferir que el Area A5 participa

en la modulacién del reflejo barorreceptor probablemente a nivel del NTS.

Para demostrar la interrelacion entre el Area A5 y el NTS, son
necesarios, sin embargo, otro tipo de estudios que no han sido objeto de
este trabajo. Este enfoque permitira abrir nuevas lineas de investigacion

en esa direccion.
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5.5. Efecto de la microinyecciéon de Kinurénico en el Area
A5 sobre la respuesta cardiorrespiratoria evocada por

estimulacion eléctrica de la SGPdI

Una vez conocida la participacién de los somas del Area A5 en la
respuesta de defensa, se realizd6 un grupo de experimentos con el
proposito de conocer cual podria ser el posible papel de Ia
neurotransmision glutamatérgica en el Area A5 sobre la respuesta
cardiorrespiratoria a la estimulacion de la SGPdI. Para ello, se realizaron
microinyecciones de Kinurénico (50-100 nl, 5-10 nmol), antagonista
inespecifico de receptores de aminoacidos excitadores, en el Area A5. La
dosis empleada fue elegida consultando diversas fuentes bibliograficas
(Goodchild y cols., 1982; Lipski y cols., 1988; Jhamandas y Harris, 1992),
utilizando la que experimentalmente produce el bloqueo completo de la

neurotransmision en la region (Jhamandas y Harris, 1992).

Después de la microinyecciéon de Kinurénico en el Area A5 se
produjo un incremento significativo de la frecuencia respiratoria y el

tiempo espiratorio de reposo.

Los datos demostraron que la respuesta respiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI se modifica significativamente tras la

microinyeccion de Kinurénico en el Area A5 (disminuye cerca de un 40%).

La respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de
la SGPdI se modifica tras la microinyeccion de Kinurénico en el Area A5.
Se produce un menor aumento de la presion arterial y se abole
practicamente el incremento de frecuencia cardiaca evocado por

estimulacion eléctrica de la SGPdI.
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Estos resultados sugieren que el glutamato parece ser uno de los
neurotransmisores implicados, en la region del Area A5, en la modulacion
de la respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de

la SGPdI. Estos datos se describen por primera vez en este trabajo.

Una vez conocido el papel del glutamato en el Area A5 sobre la
respuesta a la estimulacion de la SGPdI se realizaron otro grupo de
experimentos para intentar dilucidar concretamente qué tipo de receptores
de glutamato, ionotropicos, NMDA o no NMDA, o metabotrdpicos, podrian
estar involucrados en esta modulacion y cual es la contribucion de cada

uno de ellos a la respuesta desde el SGPdI.

Ya ha sido descrita con anterioridad por diversos autores la
participacion de receptores NMDA y no NMDA en la neurotransmision
glutamatérgica para la modulacion de las funciones autondmicas
(Jhamandas y Harris, 1992b; Zidichouski y Jhamandas, 1993; Zidichouski
y cols., 1996; Dutchmann y Herbert, 1998a).
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5.6. Efecto de la microinyeccion de DAP5 en el Area A5
sobre la respuesta cardiorrespiratoria evocada por

estimulacion eléctrica de la SGPdI

El propdsito de este grupo de experimentos era conocer el papel de
los receptores de glutamato ionotropicos de tipo NMDA en la respuesta
cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdI. Para
ello se realizaron microinyecciones de DAP5 (50-100 nl, 0.1-0.2 nmoles),
antagonista especifico de receptores de glutamato ionotropicos de tipo
NMDA, en el Area A5. La dosis empleada fue elegida tomando de
referencia diversas fuentes bibliograficas (Goodchild y cols., 1982; Lipski y
cols., 1988; Chan y cols., 1998; Puma C y Bizot JC, 1998; Len y Chan,
1999; McKenna JE y Melzack R, 2001).

Después de la microinyeccién de DAP5 en el Area A5 se produjo
un aumento significativo en el tiempo espiratorio. En las demas variables

cardiorrespiratorias no hay cambios en sus niveles de reposo.

Los datos demostraron que la respuesta respiratoria evocada por
estimulacion eléctrica de la SGPdI no se modifica tras la microinyeccion
de DAP5 en el Area A5.

Con respecto a la respuesta cardiovascular, se produjo un menor
incremento de presion arterial (10%) y de la frecuencia cardiaca (80%).
Los datos demostraron, por tanto, que la respuesta cardiovascular
evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdl se modifica tras la

microinyeccion de DAP5 en el Area A5.

Con este grupo de experimentos hemos demostrado que los

receptores de glutamato ionotrépicos de tipo NMDA del Area A5 no
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intervienen en la respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica
de la SGPdl. Sin embargo, si parecen modular la respuesta

cardiovascular.

Algunos estudios sugieren que el receptor de glutamato NMDA
podria tener un importante papel en la regulacion de la actividad simpatica
desde la médula espinal (Mills y cols., 1988; Bazil y Gordon, 1990; 1991;
1993; Hong y Henry, 1992), pero no ha sido descrita la funcién de estos
receptores dentro del Area A5, sobre la regulacion de la respuesta

cardiovascular de la SGPdI.
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5.7. Efecto de la microinyeccion de CNQX en el Area A5
sobre la respuesta cardiorrespiratoria evocada por

estimulacion eléctrica de la SGPdI

El propdsito de este grupo de experimentos era conocer el posible
papel de los receptores de glutamato ionotropicos de tipo no NMDA en la
respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI. Para ello se realizaron microinyecciones de CNQX (50-100 nl, 50-
100 nmol), antagonista especifico de receptores de glutamato no NMDA,
en el Area A5. La dosis empleada fue elegida consultando diversas
fuentes bibliograficas (Goodchild y cols., 1982; Lipski y cols., 1988;
Jhamandas y Harris, 1992; Dutschmann y Herbert, 1998; Chan y cols.,
1998; Len y Chan, 1999).

Después de la microinyeccion de CNQX en el Area A5 se produjo,
en reposo, un incremento significativo de la presién arterial y de la

frecuencia cardiaca.

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdl se modifica tras la microinyeccion de CNQX en el Area A5.
Concretamente, se produce un menor aumento de frecuencia respiratoria
(20%). Con respecto a la respuesta cardiovascular se produjo un menor
incremento de presion arterial (10%) y de frecuencia cardiaca (50%) tras

la microinyeccion de CNQX en el Area A5.

Con este grupo de experimentos hemos demostrado que los
receptores de glutamato ionotrépicos de tipo no NMDA del Area A5
intervienen en la modulacién tanto de la respuesta respiratoria como de la
respuesta cardiovascular evocadas por estimulacion eléctrica de la
SGPdI.
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5.8. Efecto de la microinyeccion de MCPG en el Area A5
sobre la respuesta cardiorrespiratoria evocada por

estimulacion eléctrica de la SGPdI

El propdsito de este grupo de experimentos era conocer el posible
papel de los receptores de glutamato metabotropicos en la respuesta
cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdI. Para
ello se realizaron microinyecciones de MCPG (50-100 nl, 0.5-1 nmol),
antagonista no selectivo (general) de receptores de glutamato
metabotropicos, en el Area A5. La dosis empleada fue -elegida
consultando diversas fuentes bibliograficas (Hayashi y cols., 1994; Li y
Nattie. 1995; Wang y McGinty, 1996).

Después de la microinyeccion de MCPG en el Area A5 no se

produjo ningun cambio significativo en los valores de reposo.

La respuesta respiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPdI no se modificé tras la microinyeccion de MCPG en el Area A5.

Con respecto a la respuesta cardiovascular, ésta se modifica tras la
microinyecciéon de MCPG en el Area A5. El aumento de presion arterial y
de frecuencia cardiaca se reducen tras la microinyeccion de MCPG en el

Area A5 (15 y 50% respectivamente).

Estos resultados sugieren que los receptores de glutamato
metabotropicos del Area A5 parecen estar implicados fundamentalmente
en la modulacion de la respuesta cardiovascular evocada por estimulacion
eléctrica de la SGPdI.
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Este trabajo presenta una gran importancia puesto que no existen
estudios que demuestren que la neurotransmisién sinaptica del Area A5
esté mediada por glutamato. Describimos por primera vez la funcion de
estos receptores en la modulacion de la respuesta cardiovascular
evocada por estimulacion de la SGPdI.
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5.9. Hipétesis derivadas de los resultados

La tabla 5.12.1 muestra un resumen de los resultados obtenidos. En
ella se muestra el efecto de la microinyeccion de los diferentes farmacos
sobre la respuesta cardiorrespiratoria evocada por estimulacidon eléctrica
de la SGPdI.

El efecto de las microinyecciones de todos los farmacos utilizados
en la respuesta de la SGPdI permite concluir que, a nivel respiratorio, las
neuronas del Area A5 parecen estar implicadas en los mecanismos de
regulacion de la intensidad de la actividad inspiratoria (volumen corriente).
Durante la estimulacion de la SGPdI tras la microinyeccion de Muscimol la
presion pleural inspiratoria disminuye su amplitud. Pero, aunque este
efecto sea evidente, no parece ser que el glutamato sea el
neurotransmisor implicado en el control de la intensidad de la actividad
inspiratoria porque en los experimentos llevados a cabo con antagonistas
de glutamato, tanto el Kinurénico (general) como los mas especificos
(CNQX, DAP5 y MCPG) no provocan ningun cambio en esa actividad. Por
otra parte, si es evidente, por lo resultados, que tanto el Muscimol como el
Kinurénico y el CNQX en el Area A5 disminuyen la respuesta respiratoria
evocada por estimulacién eléctrica de la SGPdIl, corroborando la

participacion del Area A5 en la modulacién de esta respuesta.

Otro aspecto a destacar es que se aprecia una disminucion en la
frecuencia respiratoria de reposo debida a un aumento del tiempo
espiratorio. En el caso del bloqueo con Muscimol este aumento no es
significativo y si lo es en el caso de Kinurénico. La disminucion de
frecuencia respiratoria de reposo parece estar en contradiccion con datos
de trabajos previos de nuestro grupo en los que tras la aplicacion de
glutamato en el Area A5 se producia disminucién de frecuencia
respiratoria por aumento del tiempo espiratorio (Dawid Milner y cols.,
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2001). Coles y Dick al microinyectar muscimol en el Area A5 observaron
que la respuesta de disminucién de frecuencia respiratoria posthipoxica
desaparece. Schlenker y Prestbo en 2003 obtienen resultados similares
pero con lesiones electroliticas. Es mas, Hilaire en 2006 afirma que el
Area A5 modula la frecuencia respiratoria a nivel del Grupo Respiratorio
Ventral, reduciendo su actividad mediante la activacion de receptores alfa
2, por lo que la inhibicion del Area A5 hace que el GRV aumente la
frecuencia respiratoria por desinhibicion. Esto significa que los resultados

son similares inhibiendo o excitando el Area A5.

En conclusion, nuestros datos parecen indicar que el bloqueo del
Area A5 con muscimol o el bloqueo de la actividad glutamatérgica con
Kinurénico producen una disminucion de la frecuencia respiratoria en
reposo, lo que sugiere que esta zona mantiene un tono excitador de base
sobre los mecanismos que regulan la frecuencia respiratoria, y que se
localizan en ratas en el GRV. La disminucién de la frecuencia respiratoria
podria deberse, en condiciones de reposo, a que la actividad tonica del
Area A5 mantiene un cierto tono excitador sobre mecanismos
quimiorreceptores de control respiratorio. Este tono es distinto o sigue
vias diferentes a las de la estimulacion quimiorreceptora directa producida
por estimulacion de la SGPdl y observada a nivel del NTS por Silva
Carvalho y cols. (1995). De esta forma el Area A5 podria actuar
manteniendo un tono excitador sobre otras regiones de control
respiratorio a nivel bulbar. Se necesitan nuevos trabajos
neurofarmacolégicos y electrofisiolégicos en esta linea para confirmar
esta hipdtesis lo que permite abrir nuevas lineas de investigacion

derivadas de esta tesis doctoral.
Por otra parte, a nivel cardiovascular, nuestros resultados sugieren

que la respuesta cardiovascular evocada por estimulacion eléctrica de la

SGPdI estd mediada, aunque en diferente medida, por la activacién de
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receptores de glutamato ionotropicos de tipo NMDA, no NMDA y, a mas
largo plazo, por metabotrépicos en el Area A5. Las acciones de los
aminoacidos excitadores son mediadas por ambos tipos de receptores de
glutamato, ionotrépicos y metabotropicos (Seeburg, 1993). Los receptores
de glutamato ionotropicos y metabotrépicos coexisten en las neuronas del
A5 como ya se han descrito en otras regiones cerebrales (Mereu y cols.,
1991; Miller y Felder, 1988; Wuarin y Dudek, 1991).

De hecho, aunque no es una zona en la que se haya estudiado en
profundidad la distribucion de subtipos de receptores glutamatérgicos, se
sabe que las neuronas del Area A5 poseen receptores de glutamato
ionotropicos y metabotropicos. Los ionotropicos del tipo NMDA estan
conformados por las subunidades NR1-NR2D (Guthmann y Herbert,
1999), dentro de los del tipo no-NMDA hay tanto AMPA como Kainato
(Petralia RS y cols., 2000; Wisden y cols., 2000) y dentro de los
receptores metabotropicos, los mas abundantes son los del tipo mGIuR |,
[I'y Il (Shigemoto R y Mizuno N, 2000).

Ademas de los receptores de glutamato anteriormente descritos,
también se han encontrado otra serie de receptores como son los
receptores aza y azc (adrenérgicos), GABAsR1 y R2 (gabaérgicos),
receptor p (opioides) y NK1 (sustancia P) (Lee A y cols., 1998; Pinto M y
cols., 2003; Burman K y cols., 2003; Nattie E y Li A, 2006). Estos datos
inmunohistoquimicos permiten abrir nuevas lineas de investigacion sobre

el papel del Area A5 en la modulacién cardiorrespiratoria.

Por tanto, no podemos descartar la posibilidad de que, ademas de
los receptores de glutamato ionotropicos y metabotropicos también estén
involucrados en la respuesta cardiovascular evocada por estimulacion
eléctrica de la SGPdI otro tipo de receptores. Esto explicaria que los

efectos cardiovasculares caracteristicos de esta respuesta no se abolen
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totalmente, sino que se reducen tras la microinyeccién de los antagonistas
especificos de receptores ionotropicos y metabotropicos.

Aparte de lo anteriormente descrito, existen evidencias que
demuestran que determinadas concentraciones de glutamato pueden
producir una actividad neuronal maxima por la estimulacion especifica de
receptores ionotropicos. En esta situacion, los efectos del glutamato sobre
receptores metabotropicos sélo se verian después del bloqueo de los
receptores ionotropicos (Foley y cols., 1998). La estimulacién eléctrica de
la SGPdI, podria liberar una cantidad suficiente de glutamato como para
saturar los receptores ionotropicos del Area A5 y solo se activarian los
receptores metabotropicos cuando los ionotropicos se encontraran
inhibidos.

Con respecto a la expresion de subunidades de receptores NMDA,
la diversidad de subunidades y formas en las que éstas se unen para
formar distintos tipos de receptores NMDA pentaméricos, confiere a estos
receptores una gran heterogeneidad funcional. Por esta razén los
receptores NMDA pueden ser muy diferentes en cuanto a las propiedades
fisiolégicas y farmacologicas del canal (Feldmeyer y Cull-Candy, 1996).
Estas diferencias se manifiestan en la afinidad al glutamato y en la
sensibilidad a glicina, coagonista crucial para la eficacia del glutamato
(Kemp y Leeson, 1993). Los receptores NMDA del Area A5 estan
formados por subunidades NR1 y NR2D (Guthmann y Herbert, 1999) lo
que les confiere unas propiedades electrofisiolégicas unicas, que se
caracterizan por presentar un largo periodo de desactivacion y, por tanto,
una baja afinidad por el glutamato (Feldmeyer y Cull-Candy, 1996; Kuner
y Schopfer, 1996). Este tipo de receptores tienen menor afinidad por el
glutamato que los que contienen las subunidades NR2A-C y el bloqueo
por iones Mg* es muy débil comparativamente con los anteriores. Esto

ultimo les hace ser bastante independientes de una posible depolarizacion
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previa por parte de canales AMPA/Kainato que retiren el Mg* y que

permitan el flujo de Ca* y Na™.

Por todo lo anterior, tras el analisis de la distribucién de receptores
de glutamato en el Area A5, de las caracteristicas que los definen, y de
los resultados que hemos obtenido, podemos deducir que la respuesta
cardiorrespiratoria evocada por estimulacion eléctrica de la SGPdI esta
mediada por la activacion de receptores de glutamato ionotropicos de tipo
NMDA, no NMDA y metabotropicos.

Para analizar la influencia de cada uno de ellos en la respuesta
cardiorrespiratoria a la estimulacion de la SGPdI hay que tener en cuenta
que las dosis utilizadas de las distintas sustancias no son equiparables
(s6lo lo serian en caso de haber utilizado curvas dosis-respuesta), por lo
que no podemos comparar numeéricamente los resultados de unas
sustancias con respecto a las demas. Aun asi, las dosis utilizadas estan
bien establecidas en la literatura por lo que se considera que son las mas
efectivas. Este dato permite establecer ciertas comparaciones entre las

distintas respuestas.

Con respecto a los experimentos en los que se microinyecta
Kinurénico, la respuesta cardiovascular evocada por estimulaciéon
eléctrica de la SGPdI se caracteriza por un menor incremento de presion
arterial y una fuerte disminucion del incremento de frecuencia cardiaca
evocada por la estimulacion control. Si contrastamos estos resultados con
aquellos obtenidos mediante la microinyeccién de los antagonistas
especificos de receptores de glutamato ionotropicos, podemos concluir
que, en el Area A5, tanto los receptores NMDA como los receptores no-
NMDA median parcialmente el cambio de frecuencia cardiaca y de
presidn arterial. A esto hay que afadir que la respuesta cardiaca también

depende de la activacion de receptores de glutamato metabotrépicos, ya

-213 -



DISCUSION

que cuando los blogueamos con MCPG la respuesta de frecuencia
cardiaca disminuye de una forma considerable mientras que la respuesta

presora se modifica, pero en menor cuantia.

Ante estos resultados se plantean las siguientes hipétesis:

1.- El bloqueo de la neurotransmision general por Muscimol, el de los
receptores de glutamato por el Kinurénico y el de los receptores del tipo
no-NMDA por CNQX tienen el mismo efecto respiratorio. Disminuyen el
aumento de frecuencia respiratoria evocada tras la estimulacion eléctrica
de la SGPdI, corroborando la participacién del Area A5 en la modulacion

de esta respuesta.

Ademas, con Kinurénico se produce una disminucidn de la
frecuencia respiratoria en reposo, lo que parece indicar que esta zona
mantiene un tono excitador de base sobre los mecanismos que regulan la
frecuencia respiratoria del GRV. Este efecto podria deberse a una
actividad ténica excitadora del Area A5 sobre mecanismos

quimiorreceptores de control respiratorio.

2.- Tanto el Kinurénico (antagonista general) como los antagonistas
especificos disminuyen la respuesta presora. Ademas, excepto con
Kinurénico, la microinyeccion del resto de antagonistas aumenta la
presion arterial basal. Por tanto, los resultados obtenidos en la respuesta
presora evocada por estimulacion de la SGPdl tras las distintas
microinyecciones, probablemente sean debidos a la inhibicion del tono
excitador que ejercen las neuronas del Area A5 sobre los mecanismos de
inhibicion del reflejo barorreceptor a nivel del NTS. No podemos descartar
conexiones con otros nucleos troncoencefalicos implicados en el control
cardiovascular con los que el Area A5 presenta proyecciones pero de

menor densidad.
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3.- La disminucién de la respuesta presora obtenida en todos los
experimentos podria ser consecuencia de la disminucion o abolicion del
incremento de la frecuencia cardiaca. La inhibicion del componente
cardiaco del reflejo barorreceptor por activacion de receptores NMDA y no
NMDA en el Area A5 tiene como consecuencia una disminuciéon de la
respuesta presora. No podemos descartar, por otra parte, que en algunos
casos la disminucion de la respuesta presora pueda deberse al
incremento de la presion arterial de reposo obtenido tras la microinyeccion
de alguno de los farmacos. Este incremento de niveles basales de presion
arterial hace que la estadistica considere significativamente menor el
incremento en valor absoluto de presion arterial ya que, en la mayoria de

los casos, los valores maximos de ésta se mantienen constantes.

Por consiguiente, los cambios obtenidos en la respuesta presora
pueden ser un efecto indirecto de la microinyeccién del farmaco, que
incrementa los valores de reposo de presion arterial, o de la inhibicién del
componente cardiaco del reflejo barorreceptor durante la estimulaciéon
eléctrica de la SGPdI, y no un efecto directo de las neuronas del Area A5
sobre la respuesta presora evocada por estimulacion eléctrica de la
SGPdI.

4.- El efecto que tiene el Kinurénico sobre la respuesta cardiaca
(aboliéndola casi totalmente) es muy parecido al del antagonista de los
receptores NMDA (DAPS5). Aunque también hay que tener en cuenta que
el antagonista de receptores no-NMDA (CNQX) y metabotropicos (MCPG)
disminuyen de manera importante la respuesta, aunque de manera no tan

intensa como los anteriores.

Por tanto, podemos decir que nuestros resultados demuestran que

todos los tipos de receptores de glutamato estan involucrados en la
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respuesta cardiaca evocada por estimulacion de la SGPdI, y que los que

mas influencia tienen de todos ellos, son los NMDA.
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EFECTOS DE LA MICROINYECCION SOBRE
_ LOS VALORES DE REPOSO _

PA (mmHg) FC (cpm) FR (rpm) Ti (s) Te (s)
MUSCIMOL NS NS NS NS Aumenta (*)
KINURENICO NS NS Disminuye (*) NS Aumenta (**)
CNQX Aumenta (***) =~ Aumenta (***) NS NS Aumenta (***)
DAP5 NS NS NS NS Aumenta (*)
MCPG NS NS NS NS NS
EFECTOS DE LA MICROINYECQI()N SOBRE
_ LA RESPUESTA A LA ESTIMULACION DE LA SGPdI |
PA (mmHg) FC (cpm) FR (rpm) Ti (s) Te (s)

MUSCIMOL Disminuye (*) | Disminuye (***) = Disminuye (**) = Aumenta (*) NS

KINURENICO  Disminuye (*) | Disminuye (**) = Disminuye (*) NS NS
CNQX Disminuye (*) = Disminuye (***) = Disminuye (**) NS NS
DAP5 Disminuye (*) | Disminuye (**) NS NS NS
MCPG Disminuye (*) | Disminuye (**) NS NS NS

TABLA 5.12.1: Resumen de resultados obtenidos tras la
microinyeccion de los distintos farmacos en el Area A5 sobre los
valores cardiorrespiratorios de reposo y sobre la respuesta
cardiorrespiratoria a la estimulacion eléctrica de la SGPdl. Las
iniciales corresponden a: PA: presion arterial; FC: frecuencia cardiaca;
FR: frecuencia respiratoria; Ti: tiempo inspiratorio; Te: tiempo espiratorio;
NS: no significativo. Los valores de p son: * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001.
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CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

1.

Confirmamos que la microestimulacion eléctrica de la Sustancia Gris
Periacueductal dorsolateral produce 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 a la situacion de control.

El bloqueo de la actividad neuronal mediante la microinyeccion “in
situ” del agonista gabaérgico Muscimol en el Area A5 reduce el
incremento de las respuestas respiratoria, de presidén arterial y de
frecuencia cardiaca evocadas por la microestimulacién eléctrica de la
Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral. Estos datos sugieren que
los somas del Area A5 participan en la modulacién de la respuesta
cardiorrespiratoria evocada por la microestimulacion de la Sustancia

Gris Periacueductal dorsolateral.

El bloqueo inespecifico de receptores de glutamato mediante la
microinyeccion “in situ” de Acido Kinurénico en el Area A5 reduce el
incremento de las respuestas respiratoria y cardiovascular evocadas
por la microestimulacién eléctrica del Area de Defensa Hipotalamica.
Estos datos sugieren la participacion del glutamato en la modulacién
de la respuesta cardiorrespiratoria evocada por la microestimulacion

eléctrica de la Sustancia Gris Periacueductal dorsolateral.

El bloqueo especifico de receptores ionotropicos (NMDA y no-NMDA)
y metabotrépicos de glutamato mediante microinyeccion “in situ” de
DAP5, CNQX y MCPG en el Area A5, respectivamente, modifica las
respuestas respiratoria y cardiovascular evocadas por la

microestimulaciéon eléctrica del Area de Defensa Hipotalamica,
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reduciéndolas, sugiriendo la participacion de estos subtipos de

receptores de glutamato en la modulacion de dicha respuesta.

Conclusion final

Los resultados obtenidos demuestran por primera vez la relacion
neurofarmacoldgica y, por tanto, funcional, entre la la Sustancia Gris
Periacueductal dorsolateral y la regién protuberancial A5 en el control central
cardiorrespiratorio y sugieren la participacion del glutamato en dichas

interrelaciones.
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8. APENDICE

Durante la realizacion de esta Tesis Doctoral el doctorando ha

colaborado en la publicacion de 3 articulos en revistas cientificas y ha

contribuido con 18 comunicaciones a distintos congresos cientificos.
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