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Mecanismos centrales de la generacién del ritmo respiratorio

Central mechanisms for respiratory rhythm generation

RESUMEN

El sistema respiratorio de los mamiferos produce diferentes
tipos de patrones ventilatorios que responden al estado
general del individuo. ¢Donde se genera la actividad eléctrica
que controla los musculos involucrados en la respiracion?
Actualmente, es aceptado que la respiracidon es generada por
una red neuronal localizada en el tallo cerebral ventrolateral.
Dicha regidon es conocida como el Complejo preBétzinger
(preBotC). Los mecanismos de generacion de la actividad
ritmica del preBotC no se conocen del todo. El objetivo de esta
revision es proporcionar un panorama general del conocimiento
existente de los mecanismos neuronales de la generacion del
ritmo respiratorio.
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ABSTRACT

The mammalian respiratory system produces different types
of ventilatory patterns according to the general state of the
individual. Where is generated the electrical activity that control
the muscles involved in breathing? It is now accepted that a
neural network located in the ventrolateral brainstem generates
breathing. This region is known as preBotzinger Complex
(preBotC). The mechanisms for generating rhythmic activity in
the preBo6tC are not fully known. The aim of this review is to
provide an overview of the existing knowledge of the neural
mechanisms for respiratory rhythm generation.
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Mecanismos centrales

INTRODUCCION

La respiracion es un fendémeno fisioldgico generalizado entre los
vertebrados cuya funcion principal es el intercambio gaseoso
entre el individuo y el medio circundante. La respiracion de los
mamiferos es ritmica, continua y permanente durante la vida. Al
ser esencial para garantizar la vida, la respiracién es un proceso
robusto y estable %2,

El sistema respiratorio de los mamiferos manifiesta
diferentes tipos de patrones ventilatorios que responden al
estado general del individuo 3. La respiracién normal, o eupnea,
es el patron predominante. Si bien, la respiracién es un proceso
auténomo, puede ser controlada y regulada voluntariamente
durante la postura, la locomocién y otros actos sensorio
motores 4. El control voluntario de la respiracidn ocurre en
la corteza cerebral, mientras que su generaciéon y control
automatico radica en el tallo cerebral. Las sefiales eferentes
del nucleo generador del ritmo respiratorio son distribuidas
por interneuronas y motoneuronas a través de vias en el tallo
cerebral, hacia motoneuronas craneales, y motoneuronas
mediante vias en la médula espinal ventrolateral *. Con el paso
del tiempo, se ha descartado que estructuras cerebrales como
el puente, que contribuyen a mantener el ritmo respiratorio
sean indispensables para su generacion, y se ha propuesto, la
existencia de un “generador central del patrén respiratorio” °.
Actualmente, es aceptado que la respiracidn es generada por una
red neuronal localizada en el tallo cerebral ventrolateral. Dicha
region es conocida como el Complejo preBétzinger (preBotC) “.

Desde el descubrimiento del preBotC los investigadores
han tratado de describir su estructura y funcionamiento. Varios
grupos de investigacion han estudiado el nucleo del preBo6tC bajo
condiciones no fisiolégicas, desarrollando modelos de estudio
in vitro de la apnea, hipotermia, hipercapnia, entre otros. Estos
estudios tienen un doble propédsito: 1) entender la génesis de las
patologias respiratorias, y 2) comprender la estructura y funcion
del preBotC que permitan entender las propiedades celulares,
modulacién, y conectividad en un estado fisioldgico normal. La
manipulacidn farmacoldgica in vitro del ritmo respiratorio ha
motivado a los neurocientificos a realizar experimentos in vivo,
donde se han confirmado los hallazgos realizados in vitro.

Esta revisidon tiene como propdsito proporcionar un
panorama general del conocimiento existente de los mecanismos
neuronales de la generacidn del ritmo respiratorio.

El Complejo preBotzinger

En 1991, Smith y colaboradores describieron una regién en el
tallo cerebral, especificamente en el bulbo ventrolateral, que
contiene neuronas respiratorias. Esta estructura recibio el
nombre de complejo preBotzinger ¢ (preBotC) .

El preBotC, es una columna bilateral simétrica; cada
uno de sus lados muestra una actividad ritmica independiente,
pero se comunican bidireccionalmente con fuertes conexiones
sindpticas que sincronizan la actividad de ambos lados 7 & 5.
El papel del preBotC en la generacion del ritmo respiratorio
ha sido comprobado in vivo en roedores adultos mediante
manipulaciones farmacoldgicas que inducen la disminucion de
la actividad neuronal y por lo tanto la frecuencia del ritmo, o en
casos extremos la eliminacidn ritmica de la actividad respiratoria
6.

Si bien el objetivo ultimo de los investigadores
que estudian el preBotC es explicar la generacién del ritmo
respiratorio en mamiferos intactos, en particular en humanos
en la salud y la enfermedad, los experimentos necesarios
para estudiar los mecanismos bdsicos celulares o del circuito,
son imposibles de realizar en condiciones in vivo. Existen
preparaciones biolégicas reducidas donde se ha intentado
preservar la mayoria de las estructuras neuroanatdmicas, con la
finalidad de que estas se asemejen a las condiciones in vivo (por
ejemplo,”®). Sin embargo, las manipulaciones farmacoldgicas y
losregistros electrofisioldgicos no puedenserrealizadasendichas
preparaciones, debido a las limitaciones fisicas que impiden el
acceso a las neuronas respiratorias del preB6tC. Las propiedades
celulares de las neuronas inspiratorias del preBotC y de las redes
que estas forman, son estudiadas en una preparacion altamente
reducida. Esta consiste en una rebanada transversal del tallo
cerebral de 500 micras de grosor, que contiene el preBotC y
genera una salida motora respiratoria (Fig. 1)*. En esta rebanada
se han identificado las propiedades marcapaso de las neuronasy
el papel que distintas corrientes idnicas juegan en la generacién
de la actividad ritmica 1%, Los estudios in vitro han sido la base
para una serie de experimentos en animales intactos en donde
se ha corroborado que el preB6tC es esencial para la generacion
del ritmo respiratorio 2.

Las neuronas respiratorias del preBotC expresan el
receptor a neurokinina-1 (rNK1). Esta propiedad molecular
permite identificar a la poblacion de neuronas respiratorias
del preB6tC como un nucleo neuronal bien definido en el tallo
cerebral de la rata . Aprovechando esta caracteristica comun
entre las neuronas del preBotC, se disefié un protocolo de lesién
cerebral en donde se micro-inyecta intracerebralmente en el
complejo preBotC una molécula toxica compuesta de saporina
(inhibidor ribosomal, es decir, de la sintesis de proteinas),
acoplada a Substancia P (ligando natural del rNK1). Cuando
esta molécula se une al rNK1, el complejo receptor-toxina es
endocitado por las neuronas respiratorias, inhibiendo la sintesis
de proteinas e induciendo muerte neuronal. Con esta técnica
se ha logrado eliminar hasta el 75% de la poblacidon neuronal
que expresa el rNK1, provocando un patrén de respiracidon
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irregular que afecta la homeostasis de los gases en sangre en
la rata ®. Ademads, se ha encontrado que lesiones bilaterales
menos severas, o unilaterales del preBo6tC utilizando esta
técnica, pueden producir apnea central del suefio sin afectar
significativamente la respiracion en el estado de vigilia .

Los mecanismos de la actividad oscilatoria del preBotC
no se conocen del todo, especialmente los responsables
de la generacion de la actividad ritmica. Si las propiedades
fundamentales para la generacién del ritmo estan en todas las
neuronas que constituyen el preB6tC o sélo en una subpoblacidn,
es algo que aun se desconoce. Se cree que algunas propiedades
biofisicas de la membrana citoplasmatica de las neuronas del
preBo6tC, podrian estar implicadas de forma significativa en la
generacion del ritmo respiratorio.

La rebanada transversal de tallo cerebral como modelo
experimental
El modelo experimental de la rebanada de tallo cerebral fue
desarrollado en 19914 con el objetivo de aislar la unidad minima
funcional del ritmo respiratorio, y en respuesta a la hipotesis
que dicha unidad yace en el Grupo Respiratorio Ventral (GRV),
en el tallo cerebral. A partir de una preparacion in vitro llamada
en bloc que contiene el tallo cerebral y la médula espinal de
ratas neonatas, se hicieron cortes sucesivos en direccion rostro-
caudal o caudo-rostral de 50 a 75 micras de espesor mientras
se monitoreaba electrofisiolégicamente la salida motora del
nervio frénico. Se encontrd una region localizada entre un punto
rostral con respecto al 6bex (la region extrema rostral del cuarto
ventriculo) y caudal respecto al nucleo facial. Esta zona, de
aproximadamente 350 micras de longitud, es capaz de generar
una salida motora aln en ausencia del resto de las estructuras
qgue forman el tallo cerebral (Figs. 1y 2). Fue asi como se aisl6 el
preB6tC en una rebanada transversal de tallo cerebral de entre
350 y 600 micras de grosor. Esta rebanada no sélo contiene el
preBo6tC, sino también motoneuronas respiratorias del nucleo
del nervio hipogloso (nervio craneal Xll), del que se registra la
salida motora del ritmo generado por las neuronas del preBotC
6, Esta preparacion aisla el circuito funcional que genera el ritmo
respiratorio, lo que facilita su estudio in vitro.
Eldesarrollodelarebanadadetallocerebralhapermitido
investigar la neuromodulacidn postnatal del nervio hipogloso ¥,
la respuesta a la hipoxia en neuronas del nucleo generador in
vitro '8, y los efectos de la nicotina sobre la regulacién del ritmo
respiratorio '°. Ademas, rebanadas de ratones transgénicos para
los genes Mecp2 o Phox2B sirven como modelos experimentales
para estudiar las alteraciones centrales de la respiracion en el
sindrome de Rett y en el sindrome congénito de hipoventilacién
central, respectivamente %

Figura 1. Modelo para el estudio in vitro de la ritmogénesis respiratoria: rebanada
transversal de tallo cerebral. Esta preparacidn contiene el nucleo generador del
ritmo: el complejo preBotzinger (preBotC) y una salida motora en fase (nervio
XIl). Se pueden registrar neuronas inspiratorias en fijacion de corriente o fijacion
de voltaje y la salida motora.

weniral

Figura 2. A Vista dorsal del tallo cerebral con el cerebelo removido hacia los
costados. Se muestra la extensidn del Grupo Respiratorio Ventral (zona roja) y
el nivel aproximado en que se encuentra el preBo6tC (zona azul). B Vista caudo-
rostral del tallo cerebral. La zona removida en el centro corresponde a la
rebanada que contiene al preBotC y se muestra a la derecha. C Vista caudal de
la rebanada de tallo cerebral. La zona amarilla en el extremo dorsal corresponde
al nucleo del nervio hipogloso (nXll). Se muestran también las raices del nervio
hipogloso (rXIl) en el extremo ventral; el preBotC y la orientacion relativa del

GRV. (Adaptada de 38 (A) y de 39, 40(B y C)

Neurotransmision en el preBotC.

La neurotransmision excitatoria en el preBotC es principalmente
glutamatérgica. La activacidn de receptores tipo AMPA (llamados
asi porque unen 2-amino-3-(5-metyl-3-oxo-1,2- oxazol-4-l) acido
propanoico) es esencial para la génesis del ritmo respiratorio
in vitro. La micro- inyeccion en el preB6tC de CNQX (6-ciano-
7-nitroquinoxaline-2,3-diona), un antagonista del receptor
AMPA/kainato, reduce la frecuencia y bloquea las oscilaciones
respiratorias de las motoneuronas del nervio hipogloso .
La aplicaciéon del antagonista NBQX (2,3-dihidroxo-6-nitro-7-
sulfamoil-benzo quinoxaline-2,3-diona) elimina la actividad
ritmica del preBotC 2. En otros estudios in vitro, la aplicacion
de MK-801, un antagonista especifico del receptor tipo NMDA
(Ilamadoasiporque une N-Metyl-D-aspartato, NMDA) no provoca
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ningun efecto sobre el ritmo respiratorio 2%, Sin embargo,
en estudios realizados in vivo se ha visto que la activacion de
receptores tipo NMDA y AMPA es importante para la generacion
del ritmo, pues su bloqueo farmacoldgico tiene efectos aditivos
sobre la actividad de las neuronas inspiratorias .

Los receptores tipo NMDA son dependientes de voltaje;
el canal idnico se encuentra normalmente bloqueado por Mg2+,
que se liga fuertemente al canal e inhibe su permeabilidad.
Cuando la membrana es despolarizada y existe glutamato en
la sinapsis, el Mg2+ es removido y el canal idnico se abre. El
Ca2+ es el principal ion que fluye por los receptores tipo NMDA,
en contraste con el resto de los receptores glutamatérgicos
ionotrépicos, en donde el principal ion es Na+. La respuesta
excitatoria postsindptica provocada por la activacion de los
receptores tipo AMPA precede, y facilita la activacion de los
receptores tipo NMDA, a través del cambio de voltaje necesario
en la membrana.

Es importante destacar que el preB6tC es una red
neuronal compleja que se encuentra regulada por multiples
neuromoduladores, y neurotransmisores como serotonina,
somatostatina, Substancia P, y ATP (adenosina trisfosfato)
entre otros®*?%. Estos neuromoduladores no participan en la
generacion del ritmo, pero influyen sobre la frecuencia que este
despliega.

Mecanismos de generacion del ritmo respiratorio
Desde el descubrimiento del preB6tC, han surgido numerosas
hipétesis que intentan explicar la generaciéon del ritmo
respiratorio. Se sabe que el preBo6tC contiene neuronas
marcapaso con propiedades dependientes de voltaje 2 y no
dependientes de voltaje ?°. La actividad marcapaso dependiente
de voltaje depende de la corriente persistente de sodio (INaP).
Mientras que las neuronas marcapasos no dependientes de
voltaje dependen una corriente catidnica inespecifica activada
por Ca2+ (ICAN). Estas dos corrientes parecen jugar un papel
importante en la generacion de ritmos en otros sistemas
neuronales. Sin embargo, un estudio reciente muestra que la
aplicacién de los bloqueadores de las corrientes de la INaP e ICAN
(riluzole y acido flufenamico, respectivamente), en rebanas de
tallo cerebral conteniendo el preBotC, provocan la desaparicion
del ritmo respiratorio. Sin embargo, la aplicacién del agonista
glutamatérgico AMPA o del neuropéptido Substancia P a estas
rebanadas se restaura el ritmo respiratorio30. Este resultado
cuestiona la hipdtesis que propone a las neuronas marcapaso
como una poblaciédn indispensable para generar el ritmo
respiratorio. 1*%°

La fase inspiratoria del ciclo respiratorio in vitro se
caracteriza por una rafaga sincrénica de potenciales de accidn,
montados sobre una despolarizacién de 10 a 20 mV y 0.3 a 0.8s

de duracién, llamada comando inspiratorio (Fig. 1). 15, 31 En
neuronas inspiratorias sin capacidad marcapaso, parte el origen
del comando inspiratorio es atribuido a las corrientes generadas
por la activacion del receptor glutamatérgico tipo AMPA.
Recientemente se ha sugerido que los canales TRPM4, (canales
catidnicos no selectivos activados por Ca2+), podria contribuir a
la generacién del comando inspiratorio,* pero aun no existen
evidencias biofisicas claras que soporten esta hipdtesis.

Se ha propuesto que la ICAN pudiera contribuir a la
generacion del comando inspiratorio, para lo cual esta deberia
responder de forma obligatoria a cambios transitorios de la
concentracion de Ca2+ citoplasmatico, y ser activada antes
del tren de potenciales de accion montados sobre el comando
inspiratorio que caracterizan la actividad inspiratoria. Sin
embargo, el aumento de Ca2+ intracelular durante la inspiracién
ocurre después de la iniciacidon del comando inspiratorio, como
consecuencia de la activacién de canales de Ca2+ dependientes
de voltaje debida a los potenciales de accidn 3. El flujo de Ca2+
gue se da antes y durante los potenciales de accion y el comando
respiratorio, ha sido monitoreado y cuantificado mediante
técnicas de fluorescencia solo en el soma de las neuronas
inspiratorias, por lo que la contribucion de la liberacién de Ca2+
de pozas intracelulares en dendritas para activar la ICAN aun no
puede ser descartada.

Algunos estudios sugieren que la generacion normal
del patrén respiratorio resulta de la interaccion compleja entre
las propiedades emergentes de la red acoplada simétricamente
e intrinsecamente por neuronas marcapaso > 3% También
se ha sugerido que las neuronas marcapaso juegan un papel
importante en la amplificacién e iniciacidn del ritmo respiratorio,
mientras que los mecanismos sinapticos son criticos para su
sincronizacién y propagacion ¥,

En resumen, hasta ahora no se ha logrado identificar
una propiedad especifica de las neuronas inspiratorias a la
cual pueda atribuirse la generacién del ritmo respiratorio.
Actualmente se piensa que la generacién del ritmo respiratorio
es una propiedad “emergente”, es decir que es resultado de la
conectividad de todas las neuronas que conforman el preBotC,
y no depende de un tipo neuronal con caracteristicas intrinsecas
especificas 133932,

Ademas, otros mecanismos como la regulacién de
Ca2+ intracelular y la sefalizacion de Ca2+ mediada por el
reticulo endoplasmico, no han sido estudiados de forma extensa,
aunque podrian ser muy utiles para entender el fendmeno de la
generacion del ritmo respiratorio.

Relevancia de estudio de la generacidon del ritmo respiratorio

El ritmo respiratorio debe ser constante, confiable e infalible
para mantener adecuadamente el intercambio gaseoso en
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vertebrados. En el ser humano, algunos sindromes presentan
irregularidades en el patron respiratorio como el sindrome
de hipoventilacion central congénita, llamado maldicion de
Ondina, el sindrome de Rett, y posiblemente la muerte de cuna
33-36. A pesar de la importancia clinica de la regularidad del
ritmo generado por el preB6tC, existe poca informacion acerca
de los mecanismos-criticos para generar y regular el ritmo
respiratorio.

CONCLUSIONES

La evidencia experimental indica que el preBotC es esencial
para la generacion del ritmo respiratorio. Sin embargo, también
se ha reconocido que es tan sélo una parte de un sistema mas
complejo y extenso que requiere mayor estudio. La hipdtesis que
proponen a las neuronas marcapaso como las responsables de
la generacion del ritmo respiratorio, es vagamente sustentada
por evidencias experimentales. Actualmente la mayoria de los
estudios apoyan la idea que la generacién del ritmo respiratorio
es una propiedad emergente del circuito neuronal que se
encuentra en el preB6tC. Un mayor nimero de estudios se
requieren para encontrar una respuesta contundente.

La comprensidn de écdmo es generado el ritmo
respiratorio?, {cdmo se modula la plasticidad del circuito? y
écuadles son las propiedades de quimiosensibilidad del nucleo
preBotC? ayudard a identificar la etiologia de enfermedades
como la apnea del suefio, la maldicién de Ondina. Ademas,
también contribuird a disefiar nuevas estrategias terapéuticas
para tratar enfermedades que causan insuficiencia respiratoria
de forma indirecta como el sindrome de Rett, lesiones del tallo
cerebral o médula espinal, hiperventilacién y ansiedad.
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