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1.- INTRODUCCION



1.1.- EL SISTEMA RESPIRATORIO: VISION GENERAL

El sistema respiratorio proporciona al medio interno el
oxigeno necesario para el mantenimiento del metabolismo celular, o
lo que es lo mismo para el mantenimiehto de 1la vida. Al mismo
tiempo, el sistema respiratorio se encarga de eliminar el producto

de desecho de dicho metabolismo celular, el anhidrido carbénico.

El sistema respiratorio se divide en tres subsistemas, que
intervienen a diferentes niveles del acto respiratorio: i) un

sistema de intercambio de gases (los pulmones), ii) un sistema de

bombeo (la caja toridcica y la pared abdominal) y iii) un sistema de

valvulas (las vias aéreas superiores). El sistema de bombeo

proporciona el flujo de entrada y salida del aire hacia el sistema
de intercambio gaseoso; mientras que el sistema de valvulas,
mediante su apertura o cierre, modula la eficacia de la bomba
controlando la resistencia al flujo de aire (Staub, 1991). Las
motoneuronas y muisculos del sistema de bombeo estan recogidos en el
apartado 1.1.1. Las motoneuronas y misculos del sistema de valvulas

se describen en el apartado 1.1.2.

1.1.1.- Caja toracica y pared abdominal

La caja toréciéa constituye el sistema de bombeo del aparato
respiratorio. Sus masculos principales se clasifican en: i)
misculos inspiratorios, diafragma (Fig. 1) e intefcostales externos
(Fig. 2A), debido a que su contraccién provoca un flujo de entrada
dewaire y ii) musculos espiratorios, intercostales internos (Fig.
2A) y algunos musculos abdominales (Fig. 2B), ya que su contraccién
provoca un flujo de salida de aire. Los flujos de entrada y salida

de aire de los pulmones son el resultado de la accién mecéanica de
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Fig. 1. Esquema en el que se representa el masculo diafragma,
superficie abdominal, de la rata (modificado de Hebel y Stromberg,
1986).



dos bombas distintas: i) la bomba axial y 1i) la bomba radial

(Mead, 1982).

La bomba axial juega un papel fundamental en la generacidn
de los flujos de aire. Esta se activa por la contraccién del
misculo diafragma, que produce un desplazamiento hacia abajo de la
pared toracica. Este hecho, mediante cambios en la presién pleural,
provoca la entrada de aire en los pulmones a través de las vias
aéreas superiores. Cuando se relaja el diafragma da lugar a la

espiracién o flujo de salida de aire (Mead, 1982).

La bomba secundaria, denominada bomba radial (Mead, 1982),
consiste en la musculatura de la caja toracica y de la pared
abdominal. La contraccién de algunos de estos musculos puede
constituir un acto inspiratorio, ya que da lugar a la elevacién de
la caja toracica e incremento de la circunferencia de la misma;
mientras que la contraccién realizada por otros misculos disminuye
la circunferencia toracica (o aumenta la presién abdominal) vy
promueve la espiracién. Las dos bombas (axial y radial) no son
independientes; ya que estadn coordinadas por diferentes mecanismos
tales como los cambios en la presién abdominal y pleural, la
existencia de un programador central y los lazos de

retroalimentacién centrales y periféricos.

Durante la espiracién, el diafragma estd inactivo (Sant’
Ambroggio y col., 1963) y la contraccién de los misculos
espiratorios toracicos y abdominales provoca un flujo de salida de
aire. Incluso si estos muisculos no estan activos, la espiracién

ocurre pasivamente.

1.1.1.1.- Diafragma

El diafragma, el principal mGsculo inspiratorio (Fig. 1),
estd inervado por los nervios frénicos. Las motoneuronas que envian
sus fibras por estos nervios, llamadas motoneuronas frénicas, lo
hacen a través de las raices cervicales de los segmentos C4 a Cé de
la médula espinal (Goshgarian y Rafols, 1981). En gatos, dichas
motoneuronas forman un denso racimo de células en la lamina IX del

asta ventral de la médula espinal cervical caufial (Webber y col.,
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Fig 2. Esquemas ilustrativos en los que se representan la

disposicién de los musculos respiratorios intercostales (A) vy
abdominales (B) (modificado de Monteau y Hilalre, 1991).



1979). Dicha localizacién se ha determinado mediante la inyeccién
intradiafragmatica de peroxidasa de radbano. En ratas, utilizando el
mismo método de marcaje neuronal por transporte axénico retrogrado,
las motoneuronas frénicas se describieron como una columna de
células muy bien definida, paralela al eje 1longitudinal de la
médula espinal, entre los grupos de células ventromediales y
ventrolaterales. Esta columna de neuronas se extiende desde el
tercer al quinto segmento cervical (Kuzuhara y Chou, 1980). En
ningin caso se ha encontrado que los axones de las motoneuronas

frénicas crucen la linea media (Goshgarian y Rafols, 1981).

1.1.1.2.- Misculos intercostales

Los mdsculos toracicos se consideran implicados en la
respiracién, ya que su contraccién provoca movimientos de la caja
tordcica y por tanto flujo de aire. La actividad respiratoria de
estos misculos es variable, pues depende de cambios posturales,
estado de vigilia, mezcla de gases respirados, etc. (Duron, 1981;

Megirian y col., 1987).

Los misculos intercostales estan dispuestos en dos capas
finas (Fig. 2A). Los mas superficiales se denominan intercostales
externos y los mas profundos intercostales internos. Ambos tipos de
misculos estan insertados entre las costillas, aunque las fibras de
uno y otro se sitan en direcciones opuestas. Los misculos de la
capa superficial son inspiratorios; mientras que los de la capa
profunda son espiratorios. Los nervios que inervan la musculatura
intercostal tienen su origen en dos ramas del nervio ventral

espinal (Eccles y col., 1962).

Tras una inyeccién de peroxidasa de rabano en los misculos
intercostales, se encontré que sus motoneuronas se localizan en la
médula espinal toracica (Larnicol y col., 1982). En gatos, mediante
el marcaje intracelular con peroxidasa de rabano (Lipski vy
Martin-Body, 1987) se demostré que las motoneuronas de los musculos
intercostales internos y externos se encuentran solapadas en el
asta ventral, situandose las motoneuronas de los internos menos

profundas y méds laterales que las de los externos. En la rata,



1M

ambos tipos de motoneuronas ocupan posicicnes similares, aunque con

un mayor grado de solapamiento que en el gato (Saji y Miura, 1990).

1.1.1.3.- Misculos abdominales

La pared abdominal esta constituida por cuatro misculos: el
oblicuo externo, el oblicuo interno, el transverso abdominal y el
recto abdominal (Fig. 2B). La contraccién de estos cuatro masculos
incrementa la presién interna de la cavidad abdominal y provee la
fuerza necesaria para realizar actividades tales como la
defecacién, 1la miccién, el vémito y el parto, asi como la
espiracién. Esto ocurre asi porque la contraccién de la pared
abdominal, que presiona hacia arriba las visceras abdominales,
provoca que el diafragma se abombe. Este mecanismo actla durante la
espiracién, sélo cuando el volumen ventilatorio estd aumentado o
cuando el retroceso elastico del mecanismo pectoral estd debilitado

(Staub, 1991).

Los musculos abdominales esta4n inervados por la rama mas
larga de los nervios espinales toracicos ventral y lumbar. La
inyeccién con peroxidasa de rabano en los misculos abdominales
demostré que - las motoneuronas del recto abdominal estdn situadas
dorsomediales al grupo de las motoneuronas intercostales externas;
mientras que las motoneuronas del misculo oblicuo externo se sitdan
laterales dentro del asta ventral, con un solapamiento extenso con
el grupo de las motoneuronas de los intercostales externos
(Rickard-Bell y col., 1985). Se ha propuesto la distribucién
segmentaria siguiente, a lo largo de la médula espinal, (Miller y
col., 1987) para las poblaciones de 1las motoneuronas de los
misculos respiratorios: recto abdominal, T4-L3; oblicuo externo,
T6-L3; transverso abdominal, T9-L3 e oblicuo interno, T13-L3. En
secciones transversales de la médula espinal, se observé que las
motoneuronas del recto abdominal se encuentran mias mediales que las
de los otros masculos abdominales, aunque ambas poblaciones estan

solapadas (Holstege y col., 1987; Miller, 1987).
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1.1.2.- Vias aéreas superiores

La contraccién de los misculos de la vias aéreas superiores
actia como una valvula que modula, e incluso controla, el flujo de
aire generado por la contraccién de los masculos de la caja
toracica. Pero ademas, estos musculos sirven para otras muchas
funciones de limitada aplicacién a la respiracién, como son el
olfato, 1la deglucién, 1la termorregulacién, 1la vocalizacién, la
proteccién del tracto respiratorio inferior, la estabilizacién del
tronco, etc. La nariz, la orofaringe y la laringe son los tres
puntos en los que el flujo de aire, que va hacia los pulmones o
viene de los pulmones, puede modificarse (Fig. 3). Cada uno de
estos puntos tiene distintos misculos cuya contraccién controla el
diametro de la apertura a través del cual el flujo ocurre, es
decir, cada uno de estos puntos modifica la resistencia al flujo de

aire (Staub, 1991).

La apertura nasal se puede cambiar por una serie de misculos.
El mé&s importante de ellos es el misculo elevador de la aleta
nasal, que actua como un dilatador nasal aumentando el orificio de

entrada o salida de aire (Iscoe, 1988).

La abertura orofaringea se modula por distintos midsculos,
algunos de los cuales tienen un papel destacado en la masticacién o
en la deglucién. Los misculos se agrupan de acuerdo con la
estructura que controlan. 'El estilogloso, hiogloso y geniogloso
actian sobre la lengua; los dos primeros retraen la lengua y el
Ultimo, actia como proyector de la lengua. Entre los masculos que
accionan la faringe hay que destacar las partes caudal, medial y
craneal de los constrictores faringeos (Fig. 4). Dos misculos
pequefios, el glosofaringeo y el estilofaringeo, también afectan la
apertura faringea. El primero asi como el constrictor faringeo
contrae la faringe; mientras que el estilofaringeo la dilata. Otra
pareja importante de misculos es la formada por el misculo elevador
del paladar blando y el mUsculo tensor del velo palatino. El
musculo elevador del paladar alza el paladar; mientras que el
musculo tensor del paladar mantiene el paladar blando alejado de la
pared faringea, lo que permite la respiracién nasal. Los misculos

que se insertan en los huesos del aparato hioideo (Fig. 5) son el
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Fig. 3. Esquema 1ilustrativo de una seccién longitudinal de 1la
cabeza de la rata, en el que se muestra la localizacién de las vias
aéreas superiores. A, vestibulo nasal; E, faringe; F, laringe; H,
dientes incisivos; I, paladar duro; K, paladar blando; L, lengua;
M, hueso hioideo; N, eséfago (modificado de Hebel y Stromberg,
1986). -
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Fig. 4. Esquema ilustrativo de una visién lateral de la musculatura
Vfaringea del gato (modificado de Crouch, 1969).




estilohioideo, geniohioideo y el milohioideo. Estos mascules, Jjunto
con el estilogloso e hiogloso, pueden mover el aparato hioideo
cranealmente. El tirohioideo, esternohioideo y el jugulohioideo
tiran del aparato hioideo en direccién dorsal, caudal o en ambas
direcciones simultidneamente. Los restantes musculos de las vias
aéreas superiores actlan sobre la laringe y se clasifican en
extrinsecos e intrinsecos de la misma. Los misculos extrinsecos
laringeos anclan la laringe en el cuello: constrictores faringeos,
unidos al estilofaringeo, estilogloso y esternotiroideo. Los
misculos intrinsecos de la laringe controlan el calibre de la
glotis o tensién de las cuerdas vocales (Fig. 6). El
cricoaritenoideo posterior actuaa sinergisticamente con el
cricotiroideo como misculos abductores o dilatadores de la laringe.
El cricoaritenoideo lateral, interaritenocideo y tiroaritenoideo son

adductores {(cierran la laringe) (revisién de Iscoe, 1988).

1.1.2.1.- Musculatura nasolabial

La musculatura nasolabial estd inervada por el mervio facial.
Las motoneuronas se localizaron tras la inyeccién intramuscular de
peroxidasa de rabano en la subdivisién lateral del nucleo facial

(Bystrzycka y Nail, 1983).

1.1.2.2.- Musculatura lingual

Las motoneuronas gque inervan la masculatura lingual se
encuentran en el nuicleo hipogloso del bulbo. Dicho nicleo posee una
organizacién topografica en la rata (Krammer y col., 1979), el gato
(Lowe, 1978; Miyazaki y col., 1981; Uemura y col., 1979), el perro
(Chibuzo y Cummings, 1982), y el mono (Uemura-Sumi y col., 1981).
En el gato y en la rata, el nacleo hipogloso se dividide en los
subnicleos ventral y dorsal. El subnicleo ventral inerva los
misculos geniogloso y geniohiodeo, a través de la rama medial del
hipogloso. Estos dos misculos actuan como proyectores de la lengua.
La division dorsolateral inerva los retractores de la lengua, el
hiogloso y el estilogloso, a través de la rama lateral del
hipogloso. El nervio del tirohioideo (mGsculo del aparato hioideo)

tiene su origen en la porcién caudal del nervio hipogloso y en el
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Fig. 5. Esquema ilustrativo de una visién rostrolateral del hueso
hioideo y de los cartilagos laringeos. A, hueso hioideo; 1,
basihioideo; 2, tirohioideo; 3, ceratohioideo; 4, cartilagos
intercares; B, epiglotis; 5, base; 6, proceso cuneiforme; 7, &pice
de la epiglotis; C, cartilago tiroideo; 8, cuerno rostral; 9,
cuerno caudal; 10, foramen tiroideo; D, cartilago aritenoideo; 11,
procesos musculares; 12, procesos vocales; 13, procesos
corniculares; E, cartilago cricoides; 14, lamina; 15, arco; I-III,
primeros cartilagos traqueales (modificado de Hebel y Stromberg,
1986). '
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asta ventral de la médula espinal cervical (Cl) (Miyazaki y col.,

1981).

1.1.2.3.~ Musculatura faringea

En el gato, los misculos faringeos, incluyendo el
estilofaringeo, estian inervados por motoneuronas situadas a 1lo
largo del eje rostrocaudal del nucleo Ambiguo (Nomura y Mizuno,
1982; Yoshida vy col., 1980, 1981). Los axones de dichas
motoneuronas abandonan el bulbo a través del tronco cervical del
nervio glosofaringeo, en el caso del misculo estilofaringeo, y a
través de las ramas faringeas del vago, en el caso de los mlisculos
constrictores de la faringe. Las motoneuronas estilofaringeas se
localizan en la porcién mas rostral del nacleo Ambiguo (también
denominado nucleo Retrofacial), ocupando posiciones incluso
dorsales al nucleo facial (Bieger y Hopkins, 1987; Loveren y col.,
1985). Tanto en el gato como en la rata, las motoneuronas de los
constrictores faringeos estdn localizadas en el nGcleo Ambiguo,
desde los niveles del ébex (unién del canal central con el cuarto
ventriculo) hasta justo caudal al nicleo facial (Bieger y Hopkins,
1987; Yoshida y col., 1980, 1981). En estos udltimos trabajos se
puso de manifiesto el solapamiento existente entre las motoneuronas
que inervan los distintos musculos faringeos. Las motoneuronas del
misculo elevador del paladar, cuyos axones van por el nervio vago o
posiblemente por el nervio glosofaringeo (revisién bibliogréafica de
Keller y col., 1984), se sitdan dentro de la porcién mis rostral
del nicleo Retrofacial (Loveren y col., 1983; Keller y col., 1984).
Las motoneuronas del musculo tensor del velo del paladar, cuyos
axones van por el nervio trigémino, se localizan en los dos tercios
rostrales de 1la divisién ventromedial del nucleo motor del

trigémino espinal.

1.1.2.4.- Musculatura laringea

Las motoneuronas de los misculos intrinsicos de la laringe se
localizan a todo lo largo del eje rostrocaudal del nicleo Ambiguo,
incluyendo su parte mas rostral o ndcleo Retrofacial y su parte mas

caudal, cercano a la médula espinal cervical. En la rata, se han
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Fig. 6. Esquema jilustrativo de la laringe de la rata, mostrando la
disposicidon de los diferentes misculos intrinsecos de la misma. A,

vista dorsal; B, vista ventral; C, corte longitudinal.
Abreviaturas: ar, cartilago aritenoides; cri, cartilago cricoldes;
cal, misculo cricoaritenoideo lateral; cap, misculo
cricoaritenoideo posterior; ct, masculo cricotiroideo; ep,

epiglotis; ta, “misculo tirocaritenoideo; tir, cartilago tiroides
(tomado de Portillo, 1986).



realizado estudios mediante la inyeccidén de peroxidasa de rabano
{Hinrichsen y Ryan, 1981; Lobera y col., 1981; Pasaro y col., 1981
Yoshida y col., 1982), el gato (Davis y Nail, 1984; Gacek, 1975;
Lobera y col., 1981; Pasaro y col., 1983; Yoshida y col., 1982), el
conejo (Davis y Nail, 1984), el murciélago (Schweizer y col.,
1981), el perro (Wallach y col., 1983), y el mono (Yoshida y col.,
1984, 1985). Estos estudios han arrojado una gran cantidad de
informacién acerca de la localizacién precisa de dichas
motoneuronas. Asi, se conoce que las motoneuronas del muasculo
cricotiroideo, cuyos axones van por el nervio laringeo superior,
estdn situadas méds rostralmente en el ndcleo Ambiguo, seguidas por
las motoneuronas del cricoaritenoideo lateral; mientras que las
motoneuronas del tiroaritenoideo y del cricoaritenoideo posterior
coexisten en las porciones mas caudales del nidcleo Ambiguo
(Portillo y Pasaro, 1988a). En monos (Yoshida y col., 1985) existe
una organizacién espacial de las motoneuronas laringeas en el plano
coronal dentro del nucleo Ambiguo; ya que las motoneuronas del
cricoaritenoideo posterior ocupan posiciones mds mediales, respecto
de las del cricoaritenoideo lateral que se ubican mds centralmente
y de las del tiroaritenoideo que se localizan mas lateralmente. Las
motoneuronas del cricotiroideo, sin embargo, se sittan alrededor de
todas las anteriormente descritas. También existe una separacidén
entre las motoneuronas abductoras y adductoras, ya que las primeras
estan ubicadas mis rostrales y ventrales dentro del propio ntcleo

Ambiguo (Davis y Nail, 1984; Gacek, 1975; Hisa, 1984).

1.2.- AREAS NEURONALES GENERADORAS DEL PATRON RESPIRATORIO

Las motoneuronas respiratorias se caracterizan por presentar
un patrén de descarga, bien de forma continua o de forma
esporddica, relacionado con alguna de las fases de la respiracion.
Dichas motoneuronas reciben proyecciones directas desde neuronas
respiratorias centrales, o neuronas premotoras, encargadas de
proporcionarles la informacién del generador central del ritmo
respiratorio. El origen de 1la ritmicidad respiratoria es un
problema fascinante, aun hoy en dia no resuelto, a pesar de los
numerosos esfuerzos realizados en los ultimos afios (Cohen, 1979;
Euler, 1983; 1986; Ezure, 1990; Long y Duffin, 1984, 1986; Monteau
y Hilaire, 1991; Richter, 1982). Desde finales del siglo pasado, el
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concepto de organizacién y funcién de los mecanismos responsables
de la generacién del ritmo respiratorio ha ido aumentado en
complejidad. Los primeros experimentos de ablacién (Flourens, 1842;
LeGallois, 1812; Markwald, 1888) localizaron el generador del ritmo
respiratorio en la porcién caudal del tronco del encéfalo, (bulbo
raquideo y protuberancia) (Lumsden, 1922a y b; Pitts y col., 1939a,
b y c; Pitts, 1946), ya que el patrén eupneico (respiracién normal)
se mantuvo después de la seccién a cualquier nivel rostral al borde
caudal de los coliculos inferiores (Lumsden, 1923a y b; Wang y
col., 1957). Estos primeros estudios documentaron la base, desde un
punto de vista tradicional, de la existencia de un multicentro
implicado en la génesis del ritmo respiratorio (Lumsden, 1923a y b;
Pitts y col., 1939a, b y c; Pitts, 1946), que se ha venido usando

para muchas de la investigaciones en afios posteriores.

Durante los dltimos treinta afios, las neuronas respiratorias
se han estudiado intensamente usando técnicas de registro extra- o
intracelular de la actividad neuronal; técnicas morfolégicas, tales
como el transporte axénico retrégrado de marcadores neuronales
(peroxidasa de rabano); microestimulacién y mapeo antidrémico, etc;
asi como nuevos métodos electrofisiolégicos: correlacién cruzada,
medidas de latencia antidrémica y promediado de espigas de
potenciales intracelulares. El objetivo comun de dichos estudios ha
sido el de explicar la generacién del ritmo respiratorio y
determinar cémo se procesan las entradas sensoriales y otras
entradas en los centros generadores de la ritmicidad respiratoria

para producir una respuesta motora.

1.2.1.- Neuronas respiratorias

Por definicién, hay dos fases basicas en el ciclo
respiratorio: la fase inspiratoria (I) y la fase espiratoria (E).
La fase durante la cual el flujo de aire entra en los pulmones se
denomina fase inspiratoria y la fase durante la cual el flujo de
aire sale de los pulmones recibe el nombre fase espiratoria. En los
experimentos -electrofisiolégicos, estas dos fases se definen
usualmente segin la actividad del nervio frénico. La fase
inspiratoria, por tanto, es el periocdo desde el inicio de la

actividad del nervio frénico hasta su pico maximo de actividad y la



fase espiratoria el periodo desde el pico de maxima la actividad
del nervio frénico hasta el inicio, de nuevo, de la actividad del
nervio frénico, incluyendo el periodo de silencio (Fig. 7). Esta
definicién puede que no se corresponda exactamente con la basada en
el flujo de aire; sin embargo, al estar apoyada en la actividad del
nervio frénico refleja los mecanismos neuronales de forma mas
directa que los flujos de aire. Estos estan determinados no sélo
por factores neuronales, sino también por las propiedades mecdnicas

de la pared toracica y de las vias aéreas (Staub, 1991).

La fase espiratoria puede dividirse a su vez en dos subfases:
espiratoria 1 (El1) y espiratoria 2 (E2). La fase El se corresponde
con el periodo temprano de la fase espiratoria, en el cual todavia
hay descargas postreras en la actividad frénica (Gesell y White,
1938) y la fase E2 con el periodo de silencio de la actividad del
nervio  frénico. La fase EIl también se denomina fase
"postinspiratoria" (Gauthier y col., 1973; Prabhakar y col., 1986;
Richter, 1982) (Fig. 7). Se pueden encontrar dos tipos basicos de
neuronas respiratorias, uno constituido por las neuronas
inspiratorias que disparan durante la fase inspiratoria del ciclo
respiratorio y otro correspondiente a las neuronas espiratorias que
disparan en la fase espiratoria. Las neuronas respiratorias cuya
actividad abarca ambas fases (I y E) se denominan neuronas de "fase
expandida" (el término "fase expandida" hace referencia a un patrén
de descarga que no se puede asociar a una de las fases del ciclo
respiratorio, pero que presenta un incremento en la descarga
durante la inspiracién y un decremento durante la espiracién o
viceversa). Ambas poblaciones (inspiratorias y espiratorias)
presentan tres tipos basicos de patrones de disparo o trayectorias

del potencial de membrana (Berger, 1981; Cohen, 1979):

i) El primer tipo manifiesta un patrén de disparo en aumento.
Las neuronas respiratorias que pertenecen a este tipo incrementan
su disparo en forma de rampa y alcanzan el pico maximo de la
frecuencia de disparo cerca del final de la fase inspiratoria.
Estas neuronas se denominan neuronas inspiratorias de pico tardio o
inspiratorias en aumento. A lo largo del presente trabajo se

designaran como neuronas tipo I-A.
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Fig. 7. Tipos basicos de patrones de disparo de las neuronas
respiratorias. Las fases inspiratoria (I), espiratoria (E), perfodo
temprano de la fase espiratoria (E1) y periodo tardio de la fase
espiratoria (E2) estan definidas en funcién de la actividad del
nervio frénico (N. Fren.). I-D: neuronas inspiratorias con patrén
de descarga con decremento; I-C: neuronas inspiratorias con patrén
de descarga continuo; I-A: neuronas inspiratorias con patrén de
descarga con aumento; E-D, E-C y E-A: los mismos patrones de

- descarga definidos para las neuronas espiratorias (modificado de

Ezure, 1990).



23

ii) En el segundo tipo, la descarga neuronal se inicia al
comienzo de la fase inspiratoria con una alta frecuencia de disparo
que declina gradualmente. Tales neuronas se denominan neuronas de
disparo rapido, de pico temprano o neuronas inspiratorias con

decremento (neuronas tipo I-D).

iii) El tercer tipo es el de las neuronas de disparo
constante o tipo meseta, cuya descarga comienza al principio de la
fase inspiratoria y permanece constante durante toda esta fase

(neuronas tipo I-C).

iv) Los tres subtipos en los que se clasifican las neuronas
inspiratorias pueden observarse también las neuronas espiratorias:
neuronas espiratorias con patrén de disparo con decremento
(neuronas tipo E-D; también denominadas postinspiratorias),
neuronas espiratorias con patrén de disparo constante (neuronas
tipo E-C); y neuronas espiratorias con patrén de disparo en aumento

{neuronas tipo E-A).

Los seis tipos basicos de descarga neuronal respiratoria no
tienen la misma importancia en la génesis respiratoria, ni se
encuentran en la misma proporcién. Por ejemplo, no hay ninguna
evidencia que sugiera que las neuronas E-C jueguen algin papel en

la generacién del ritmo respiratorio (Fig. 7) (Ezure, 1990).

1.2.2.- Localizacién de las neuronas respiratorias

Durante 1los dltimos 50 afos, la actividad neuronal
respiratoria se ha asociado con los aspectos dorsomediales vy
ventrolaterales del bulbo raduideo y de 1la protuberancia dorsal
(Achard y Bucher, 1954; Amoroso y col., 1951; Batsel, 1964;
Baumgarten y col., 1957; Gesell y col., 1936; Gesell, 1940).
Estudios anatémicos y electrofisiolégicos de estas regiones del
tronco del encéfalo han logrado identificar mds especificamente la
localizacién y los tipos de neuronas respiratorias (Figs. 8 y 9).
Para facilitar el examen de eétas neuronas respiratorias y su
relacién con 1la generacién de la ritmicidad respiratoria, es
necesario definir la anatomia y fisiologia de dichas poblaciones

neuronales.
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Fig 8. Esquema ilustrativo de una visién dorsal del bulbo del gato
en el que se muestra la localizacién de los grupos de neuronas
respiratorias bulbares. La columna ventrolateral, referida como
Grupo Respiratorio Ventral (GRV), se extiende desde una zona
préoxima a las primeras raices cervicales (C1) hasta el nivel donde
comienza el nlcleo facial. El 4rea punteada, caudal al ©ébex,
representa el Grupo Respiratorio Ventral caudal (GRVc); el &area
sombreada, situada entre el ébex y el -comienzo del mnudcleo
retrofacial, representa el Grupo Respiratorio Ventral rostral
(VRGr) y la parte punteada, mas rostral, constituye el complejo de
Botzinger (CB). +ia poblacién dorsomedial de neuronas respiratorias
se situa en la regién ventrolateral del tracto Solitario y
constituye el Grupo Respiratorio Dorsal (GRD) (Modificado de
Monteau e Hilaire, 1991).



1.2.2.1.- Centro neumotaxico

En gatos vagotomizados se ha encontrado un gran numero de
neuronas respiratorias en la protuberancia rostral dorsolateral
(Bertrand y Hugelin, 1971; Bertrand y col., 1973, 1974). Sin
embargo, el nimero de neuronas que exhiben un ritmo respiratorio se
reduce drasticamente si los nervios vagos permanecen intactos
(Feldman y col., 1976). No obstante, en experimentos realizados en
el gato despierto y con los vagos intactos, se registraron neuronas
con ritmo respiratorio en la protuberancia (Sieck y Harper, 1980,
1981). En animales anestesiados, la destruccién de esta regién,
clasicamente identificada como centro neumotdxico (Lumsden, 1923a
y b), da lugar a un elentecimiento, a un patrén respiratorio mas
profundo (Bertrand y Hugelin, 1971; Bertrand y col., 1974; Euler y
col., 1976; Feldman y Gautier, 1976; Knox y King, 1976); si ademas,
el animal se vagotomiza bilateralmente el patrén respiratorio se
hace apnetsico (jadeo inspiratorio: inspiraciones mas profundas y
disminucién de 1la frecuencia respiratoria). Sin embargo, en
preparaciones crénicas con animales vagotomizados bilateralmente y
con los centros neumotédxicos lesionados se presenta una respiracién
apneusica bajo anestesia y los animales recuperan eventualmente un
patrén eupnéico (respiracién con un patrén normal) en condiciones
de vigilia (St. John y col., 1972). Estas observaciones argumentan
en contra del papel primordial de las neuronas de la protuberancia

rostral en la generacién del ritmo respiratorio.

El centro neumotaxico, o mas recientemente complejo
neumotdxico, estd constituido por dos nicleos de la protuberancia,
el nUcleo parabraquial medial y, ventrolateral a éste, el nacleo de
Kolliker-Fuse. Este Ultimo posee una predominancia de neuronas
inspiratorias con descarga fasica (Cohen, 1958; Takagi y Nakayama,
1958); mientras que el primero contiene neuronas inspiratorias,

espiratorias y neuronas de "fase expandida" (Fig. 9).



Fig. 9. Esquema ilustrativo del bulbo y la protuberancia en el que
se representan las distintas areas con mayor densidad de neuronas
respiratorias: Grupo Respiratorio Ventral (GRV) en el bulbo
ventrolateral (rojo); Grupo Respiratorio Dorsal (GRD) (azul),
asociado al subnicleo ventrolateral del tracto Solitario, en el
bulbo dorsomedial vy centro neumotaxico, situado en la
protuberancia, constituido por los nUcleos parabraquial medial
(PBM) y de Kdlliker-Fuse (KF) (amarillo). El1 GRV posee, a su vez,
tres subdivisiones morfofuncionales: GRV caudal (GRVc), GRV
rostral (GRVr) y Complejo de Botzinger (CB).
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Entre estos nlicleos pontinos y los principales nucleos
respiratorios bulbares existen numerosas conexiones (Denavit-Saubié
y Riche, 1977; Kalia, 1977; King, 1980; St. John, 1982). Estas
conexiones, Jjunto con el conocimiento de que la estimulacién
eléctrica de estas regiones puede provocar una terminacién
prematura de la fase respiratoria en curso (cambiando Ila
inspiracién a espiracién y viceversa) (Cohen, 1971; Euler vy
Trippenbach, 1976; Feldman y Gautier, 1976), dié lugar a la
hipétesis de que los nicleos respiratorios pontinos rostrales
pueden actuar "afinando el tono del patrén respiratorio" (Long y

Duffin, 1986).

1.2.2.2.- Centro apnetisico

La idea de un centro apnedsico en la protuberancia caudal que
facilitase la inspiracién y la apneusis, si se le liberase de las
influencias de los nicleos pontinos rostrales y de los aferentes
vagales, se propuso originalmente para explicar los resultados de
los experimentos de transeccién (Hukuhara, 1973; Wang y col.,
1957). Sin embargo, tras numerosas exploraciones con
microelectrodos no ha quedado definida dicha regién respiratoria
(Achard y Bucher, 1954; Cohen y Wang, 1959; Hukuhara y col., 1954;
Kahn y Wang, 1966; Ngai y Wang, 1957; St. John y Wang, 1977). Sears
(1977) sugirié que la apneusis es un estado funcional del sistema,
en el que toma parte el sistema reticular activador mas que la
accién de un centro apnetsico. Asi pues, segun esta hipétesis, la
facilitacién de la inspiracién y la produccién de apneusis seria
una funcién del sistema reticular activador y no del generador del

ritmo respiratorio.

1.2.2.3.~ Grupo Respiratorio Dorsal

Baumgarten ~y colaboradores (1957) identificaron una
concentraciéon de neuronas inspiratorias en la zona dorsomedial del
bulbo del gato. Esta poblacién de neuronas inspiratofias, referida
como Grupo Respiratorio Dorsal (Averill y col., 1984; Berger, 1977;
Berger y col., 1984; Graham y Duffin, 1982, 1985; Lipski y col.,

1979; Merrill y col., 1983) se ha localizado anatémicamente en la



porcién ventrolateral del niclec del tracto Solitario (Baumgarten y
col., 1957) (Fig. 9). En esta zona se han descrito dos tipos de
neuronas inspiratorias (Baumgarten y Kanzow, 1958), en funcién de
su respuesta a la manipulacién del volumen pulmonar: la insuflacion
pulmonar inhibe las células respiratorias alfa (Ra), mientras que
excita a las células respiratorias beta (RB), via conexién
excitatoria monosiniptica entre las células RB y los receptores de
estiramiento pulmonar de adaptacién lenta (Averill y col., 1984).
Funcionalmente, ambos tipos neuronales (con patrén de descarga I-A)
se han identificado como una fuente de proyeccién monosindptica de
las motoneuronas inspiratorias espinales (frénicas e intercostales
externas) (Fedorko y col., 1983; Lipski y col., 1983; Lipski y
Duffin, 1985). La terminologia Iax e IB también se usa en la
literatura para denominar a las células Ra y RB, respectivamente

(Mitchell y Berger, 1975).

En estudios recientes se registré, asi mismo, actividad
espiratoria en la vecindad del nucleo del tracto Solitario (Bergerf
1977; Euler y col., 1973; Feldman y Cohen, 1978). Sin embarge, esta
actividad parece ser el registro electrofisiolégico de los axones
de paso procedentes de las motoneuronas laringeas espiratorias del
nicleo Ambiguo, que siguen una trayectoria dorsomedial y a la
altura del nucleo del tracto Solitario hacen un giro para volver
hacia atras y salir por el nervio vago (Pasaro y col., 1983), o de
los axones de las neuronas espiratorias del complejo de Botzinger
(Merrill y col., 1983; Richter y col., 1979). Ademéds, dentro de
este grupo, ventrolateral y ventromedial del tracto Solitario,
existe un subgrupo de neuronas denominadas células bomba, o células
P, que descargan como consecuencia de las entradas monosinapticas
excitadoras desde los receptores de estiramiento pulmonar (Averill
y col., 1984; Berger, 1977; Cohen y Feldman, 1984; Donoghue y col.,
1985). A diferencia de lo que ocurre con las Rax y las RB, las
células P no parecen estar inhibidas activamente durante la fase
espiratoria (Cohen y Feldman, 1984}, o tener proyééciones espinales
(Berger, 1977). Asi pues, las células P pueden ser interneuronas
implicadas en la transmisién de la informacién de los receptores de
estiramiento pulmonar v(més detalles en el apartado 1.2.4.1)
(Averill y col., 1984; Berger, 1977; Bowden y Duffin, 1980;
Donoghue y col., 1985; Lipski y col., 1979).
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1.2.2.4.- Grupo Respiratorio Ventral

En 1la zona ventrolateral del bulbo se localiza una
concentracién de neuronas respiratorias asociada al nicleo Ambiguo.
El Grupo Respiratorio Ventral (GRV) se describié originalmente por
Achard y Bucher (1954) y Batsel (1964), y posteriormente por
Merrill (1970, 1974) y Bianchi (1971, 1974) como una columna de
neuronas respiratorias, ligeramente lateral al micleo Ambiguo, cuyo
borde caudal estd préximo a las primeras raices cervicales (Cl1)
(Figs. 8 y 9). A diferencia del nucleo Ambiguo, que posee
predominantemente motoneuronas vagales y glosofaringeas (Lawn,
1966a y b), en esta columna de neuronas predominan las neuronas
bulboespinales (neuronas que envian su axén hacia la médula espinal
y que hacen contacto sinaptico con las motoneuronas, es decir
neuronas premotoras) y propiobulbares (neuronas respiratorias que
no envian su axon a la médula espinal o a los nervios craneales).
El GRV se encuentra dividido en el eje rostrocaudal, atendiendo a
las. propiedades -electrofisiolégicas de 1las neuronas que lo
componen, en tres subgrupos principales: GRV caudal, GRV rostral y

Comple jo de B&tzinger (Fig. 8).

1.2.2.4.1.~- Grupo Respiratorio Ventral caudal

El GRV caudal se extiende desde las primeras raices
cervicales hasta el ébex. En la literatura, este area se designa
también con el nombre de nucleo Retroambiguo, asi descrito
primeramente por Olszewski y Baxter (1954). El1 GRV caudal consiste
en una poblacién de neuronas bulboespinales espiratorias (tipo
E-A), fuente de informacién excitatoria para las motoneuronas
espiratorias espinales (intercostales internas y abdominales)
(Kirkwood y Sears, 1973; Lipski y Merrill, 1983; Sears y col.,
1985).



1.2.2.4.2.- Grupo Respiratorio Ventral rostral

Este grupo se corresponde con la zona intermedia del GRV,
extendiéndose, en la rata, desde los niveles del ébex (donde solapa
con el GRV caudal) hasta aproximadamente 1,5 mm mas rostrales
(comienzo del nucleo Retrofacial). También se ha denominado este
grupo como nucleo. Retroambiguo rostral (Merrill, 1970, 1974) o
nUcleo Para-Ambiguo (Kalia, 1981). El1 GRV rostral posee numerosas
neuronas bulboespinales inspiratorias, con propiedades
electrofisiolégicas similares a las del Grupo Respiratorio Dorsal,
que son una fuente de proyeccién monosindptica para las
motoneuronas inspiratorias espinales (frénicas e intercostales
externas) (Bianchi, 1971; Fedorko y col., 1989; Hilaire y Monteau,
1976; Merrill, 1970). Ademas, en este Area se han descrito varias
subpoblaciones de neuronas propiobulbares respiratorias, con
diferentes patrones de actividad (revisién de Ezure, 1990). Por su
importancia destacan las neuronas con patrén de descarga I-D
(también designadas "inspiratorias tempranaé") y las de tipo E-D
(también denominadas “postinspiratorias") (Ballantyne y Richter,
1982; Bianchi, 1971, 1974; Merrill, 1972, 1974; Richter vy
Ballantyne, 1981, 1983). Se ha demostrado que las neuronas tipo I-D
serian la fuente de inhibicién para las neuronas espiratorias
medulares (tipo E-D y E-A) (Merrill, 1972, 1974, 1979; Richter,
1982; Richter y Ballantyne, 1981, 1983). De forma similar, las
neuronas tipo E-D serian una de las fuentes de inhibicién de la
mayoria de las neuronas inspiratorias medulares (I-D, I-C e I-A)
(Ballantyne y Richter, 1982, 1985; Richter, 1982; Richter vy
Ballantyne, 1981, 1983). El papel desempefiado por la pareja de
interneuronas, tipo I-D y tipo E-D, se discutird en el apartado

1.2.3.

1.2.2.4.3.- Complejo de Bétzinger

El Complejo de Bdtzinger se corresponde con un area situada
ventromedial al nucleo Retrofacial (porcién rostral del nucleo
Ambiguo), cuyo borde rostral se sitta justo caudal al nicleo facial
(Kalia y col., 1979; Lipski y Merrill, 1980). En esta poblacién,
constituida principalmente por neuronas espiratorias (Lipski y

Merrill, 1980; Merrill y col., 1983), destacan las neuronas. tipo
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E-A. Este tipo de neuronas E-A, muy distintas a las de tipo E-A del
GRV caudal, provee de entradas inhibitorias a las motoneuronas
frénicas y a las neuronas inspiratorias del Grupo Respiratorio
Dorsal y GRV rostral durante la fase espiratoria (Fedorko vy
Merrill, 1984b; Merrill y col., 1983; Merrill y Fedorko, 1984).

Aunque en este grupo también se han descrito neuronas inspiratorias-
tipo I-D y espiratorias tipo E-D (Bianchi y Barillot, 1982), no
estd claro aun si estas neuronas se registraron en el borde rostral
del GRV rostral o en el Complejo de Botzinger (ver Long y Duffin,

1986).

1.2.3.- Conexiones entre los grupos respiratorios bulbares

Las proyecciones axonales de las neuronas respiratorias se
han investigado tanto con métodos neurocanatémicos como con métodos
electrofisiolégicos: transporte retrégrado de peroxidasa de rabano,
transporte anterdgrado de phaseolus vulgaris, inyeccién
intracelular de peroxidasa o mapeo antidrémico con estimulacién
eléctrica. Estos métodos han demostrado las proyecciones axonales
que poseen varios tipos de neuronas respiratorias bulbares. Los dos
Gltimos métodos son especialmente Gtiles en la investigacién de los
patrones de proyeccién de neuronas individuales. Sin embargo, estas
técnicas tienen también 1limitaciones. Los ensayos de mapeo
antidrémico son muy Utiles para demostrar las proyecciones axonales
distantes, pero no permiten examinar aquellas proyecciones a zonas
cercanas de la localizacién del soma neuronal. Por otra parte, la
inyeccién intracelular de peroxidasa de rabano define con precisién
los elementos neuronales cercanos al sitio de inyeccidén, pero
dificilmente marca aquellos mas distantes al mismo. Asi pues, audn
no se tiene ejemplos de una visién global de las neuronas
respiratorias individuales, desde su arborizacién dendritica hasta
sus terminales axonales mas distantes. Teniendo en cuenta dichas
dificultades, la informacién disponible hasta el momento sobre los
patrones de proyeccién de las neuronas del Grupo Respiratorio
Dorsal y de las distintas subdivisiones del GRV se muestra de forma
separada. para las neuronas inspiratorias y = las neuronas
espiratorias en la figura 10. En dicha figura sbélo se presentan las
proyecciones contralaterales, es decir los axones que se dirigen

hacia el otro lado de la linea media; aunque hay que hacer constar



que las neuronas respiratorias bulbares también tienen proyecciones
homolaterales, hacia el mismo lado de la linea media donde se
encuentra situado el soma, cuya extensién varia para cada tipo
neuronal dentro de una misma especie y para el mismo tipo neuronal

en especies distintas (Ezure, 1990; Nufiez-Abades y col., 1989a).

La descripcién de las proyecciones axonales de los distintos
tipos de neuronas respiratorias es la siguiente:

i) Las neuronas con patrén de disparo tipo I-A son las
predominantes en el Grupo Respiratorio Dorsal. Dichas neuronas
proyectan a la médula espinal y, raramente, poseen colaterales
axénicas bulbares. Las neuronas tipo I-A, con proyeccién a la
médula espinal, también son las mas numerosas en el GRV rostral.
Sin embargo, muchas de ellas poseen colaterales bulbares que no

abandonan el GRV rostral o que se dirigen al Complejo de Bdtzinger.

ii) Las neuronas con patrén de disparo E-A, que envian sus
axones a la médula toracica y lumbar, se encuentran agrupadas en el
GRV caudal. Estas neuronas carecen de colaterales axénicas
bulbares. Las neuronas tipo E-A son el subtipo mds abundante en el
Complejo de B&tzinger, aunque poseen extensas proyecciones bulbares

y sblo algunas de ellas proyectan a la médula espinal cervical.

iii) Las neuronas con patrén de descarga I-C se localizan de
forma exclusiva en el GRV rostral. Estas neuronas dan lugar a

numerosas colaterales que no abandonan el GRV.

iv) Las neuronas con patrén de disparo I-D y E-D estén
presentes en el GRV rostral y, posiblemente también, en el Complejo
de Bbtzinger. Ambos tipos neuronales poseen extensas proyecciones
bulbares, que alcanzan las distintas subdivisiones del GRV y del
Grupo Respiratorio Dorsal y carecen de proyecciones axonales a la

médula espinal.

(v) Numerosos tipos de motoneuronas vagales y glosofaringeas
con actividad respiratoria (inspiratoria o espiratoria) se ubican
en el nacleo Ambiguo, el cual se haya inmerso en el GRV. Dichas
motoneuronas inervan los masculos laringeos y faringeos y, en

lineas generales, no poseen colaterales axénicas (Figs. 10 y 11).



Fig. 10. Esquemas ilustrativos del bulbo raquideo en el que se
muestran los patrones de proyeccién axonal representativos de las
neuronas inspiratorias (circulos) y espiratorias (rombos). Para
simplificar s6lo se muestran las proyecciones contralaterales,
caracterizadas como excitatorias (ciculos blancos) o inhibitorias
(circulos negros). Abreviaturas: I-M y E-M, neuronas inspiratorias
y espiratorias, respectivamente, cuyos axones viajan por los
nervios craneales (motoneuronas); neuronas inspiratorias vy
espiratorias, (I-D, I-C, I-A, E~D y E-A), como en la figura 7. Las
neuronas I-D y E-D s6lo se han representado en el complejo de
Bétzinger, aunque también sean caracteristicas del Grupo
Respiratorio Ventral rostral. Nétese el elevado numero de
colaterales axénicas que presentan las neuronas propiobulbares del
tipo I-C, I-D y E-D (modificado de Ezure, 1990).
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Aunque se ha propuesto que existen neuronas respiratorias con
propiedades marcapasos en la zona del bulbo ventrolateral {Smith vy
col., 1992) todos los modelos teéricos, que intentan explicar la
generacién del ritmo respiratorio, sugieren que el entramado

neuronal del GRV podria constituir el generador de dicho ritmo.

De forma concisa se puede describir la génesis del ritmo

respiratorio basdndose en las fases siguientes:

i) Mantenimiento de la inspiracién: las neuronas I-C junto

con las I-A del GRV rostral, con colaterales axénicas, forman lazos
de retroalimentacién positiva implicados en el mantenimiento de la

inspiracién y de su incremento de disparo gradual en rampa.

ii) Mantenimiento de la espiracién: las neuronas E-A del

Complejo de Botzinger constituyen la fuente de inhibicién de los
diferentes tipos de interneuronas y motoneuronas inspiratorias
durante la fase espiratoria y, de ahi, que su funcién sea la de

mantenimiento de dicha fase.

iii) Mecanismo de paso de la fase inspiratoria a la fase

espiratoria y viceversa: las neuronas I-D y E-D del GRV son dos
grupos de interneuronas inhibitorias con proyecciones axonales
reciprocas. Estas constituyen un oscilador neuronal que estaria
implicado en las fases de transicién de la fase inspiratoria a la

espiratoria y viceversa.

iv) Transmisién de la informacién desde el generador central

del ritmo respiratorio a las motoneuronas: Tanto las neuronas tipo

I-A del Grupo Respiratorio Dorsal y del GRV rostral como las

neuronas tipo E-A del GRV caudal son neuronas excitadoras

premotoras encargadas de enviar la informacién desde el generador
del ritmo respiratorio a las motoneuronas respiratorias,
inspiratorias y espiratorias, respectivamente. - (Para mas
informacién sobre modelos propuestos del generador del ritmo
respiratorio ver las revisiones: Ezure, 1990; Long y Duffin 1984,

1986; Richter y col. 1986).
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Fig. 11. Esquema ilustrativo del bulbo y protuberancia en el que se
representa la distribucién de los distintos tipos de neuronas respiratorias
a lo largo del mismo. Abreviaturas: como en las figuras 7 y 9.
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1.2.4.- Aferencias a las areas respiratorias centrales

Las areas respiratorios centrales responsables de la génesis
del ritmo respiratorio reciben aferencias de 1los receptores
periféricos y de estructuras nerviosas superiores que afectan a la

respiracién.

1.2.4.1.- Aferencias pulmonares: receptores de adaptacién

lenta

En estudios pioneros realizados por Breuer. y Hering (Hering,
1970) se demostré que la manipulacién del volumen pulmonar puede
modificar la tasa ventilatoria. Baumgarten y Kanzow (1958) mediante
manipulacién del volumen pulmonar pusieron de manifiesto que
algunas células respiratorias localizadas en el nicleo del tracto
Solitario (neuronas RB) eran interneuronas, en la via de inhibicién
inspiratoria, en el reflejo de insuflacién pulmonar. Se ha
demostrado, asi mismo, mediante el transporte anterégrado de
peroxidasa de rabano inyectada en el conjunto del nervio vago o en
el ganglio nodoso, que el nicleo del tracto Solitario homolateral
es el sitio principal donde terminan las aferencias pulmonares
{Jordan y Spyer, 1986). Mas concretamente, mediante la inyeccién
intra-axonal de aglutinina de germen de trigo agregado con
peroxidasa de rabano (Kalia y Richter, 1985a y b), se hizo patente
que los subnlcleos del nicleo del tracto Solitario que reciben los
terminales axénicos de los receptores de adaptacién lenta son: el
ventral, ventrolateral, intermedial e intersticial. Por otra parte,
los estudios de correlacién cruzada (Averill y col., 1984) o de
registro intracelular (Backman y col., 1984; Berger y Dick, 1987)
han determinado que: i) los receptores de adaptacién lenta excitan
monosindpticamente a las neuronas inspiratorias RSB del Grupo
Respiratorio Dorsal; ii) no hay evidencia de que dichos terminales
axénicos proyecten sobre las Ra y iii) los terminales axénicos de
los receptores de adaptacién lenta también excitan

monosinapticamente a las células P.

De estos estudios se puede concluir lo siguiente: i) puesto
que las RB proyectan sobre las motoneuronas frénicas (Averill y
col., 1985; Lipski y col., 1983; apartado 2.2.1), existe una via

disinaptica, entre dichas aferencias y las motoneuronas frénicas,



implicada en los efectos facilitatorios de insuflacién pulmonar en
la actividad frénica y ii) las células P son transmisoras de la
informacién procedente de los receptores de adaptacién lenta hacia
los centros respiratorios, informacién que Jjuega un papel
importante en el fin de la inspiracién (Euler, 1983). Las neuronas
que se inhiben por las células P y las vias entre las aferencias y
las neuronas bulboespinales del GRV inspiratorias o espiratorias

aun no han podido ser caracterizadas.

1.2.4.2.- Aferencias pulmonares: receptores de adaptacidn

rdpida

Experimentos electrofisiolégicos mediante mapeo antidrémico
(Davies y Kubin, 1986) y promediado de espigas (Kubin y Davies,
1988), y mediante técnicas anatémicas (Kalia y Richter, 1988a y b)
han demostrado que las fibras procedentes de los receptores de
adaptacién réapida proyectan a los subnicleos caudal, medial,
comisural, dorsal, dorsclateral e intermedial del nicleo del tracto
Solitario. Estos resultados indican que: i) los terminales de los
receptores de adaptacién rapida difieren considerablemente de los
de adaptacién lenta y ii) ninguno de los terminales axonales estan
asociados con el Grupo Respiratorio Dorsal. Las neuronas en las que
los receptores de adaptacién rapida terminan y su relacién con las

neuronas respiratorias son, hoy por hoy, desconocidas.

1.2.4.3.- Aferencias cardiovasculares

Las proyecciones centrales de lbs aferentes sensoriales
cardiovasculares se han estudiado mediante inyeccién de peroxidasa
de rabano en el nervio del seno carotideo (Jordan y Spyer, 1986).
ﬁstos experimentos demostraron que el subnicleo ventrolateral del
tracto Solitario no posee terminales axdénicos procedentes de este
nervio. En estudios de mapeo antidrémico se mostré que los
barorreceptores (de la aorta y del seno carotideo) proyectan
principalmente a 1los subnicleos dorsomedial y dorsolateral del
nicleo del tracto Solitario (Donoghue y col., 1982a, 1984). Los
efectos de la activacién de los barorreceptores sobre las neuronas

espiratorias o 1inspiratorias del GRV se investigaron mediante
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registro intracelular (Richter y Seller, 1975); resultando que las
neuronas inspiratorias se hiperpolarizaron, mientras que las

neuronas espiratorias se despolarizaron.

Las proyecciones centrales de los quimiorreceptores se
determinaron usando la técnica de mapeo antidrémico (Donoghue y
col., '1984). Los terminales axdénicos se localizaron en los
subnicleos medial y dorsomedial del nicleo del tracto Seolitario,
fuera del &mbito del Grupo Respiratorio Dorsal. Estos terminales
evocan también una actividad postsiniptica (despolarizacién o
hiperpolarizacién) en las neuronas del nicleo del tracto Solitario.
Asi pues, teniendo en cuenta las discrepancias habidas entre la
ubicacién de los terminales axénicos y las neuronas respiratorias,

es probable que dichas entradas se procesen mediante interneuronas.

1.2.4.4.- Aferencias laringeas

Tras la 1inyeccién de peroxidasa de rabano en el nervio
laringeo superior (Altschuler y col., 1989; Hanamori y Smith, 1986;
Kalia y Mesulam, 1980) se encontraron terminales axénicos en los
subnicleos intersticial, central y dorsal del nucleo del tracto
Solitario. La estimulacién eléctrica del nervio laringeo superior
(Berger, 1977; Donnelly y col., 1989) da lugar a una excitacién de
latencia corta en las neuronas inspiratorias del Grupo Respiratorio
Dorsal; sugiriendo, por tanto, la existencia de un circuito que
implica a estas aferencias, al Grupo Respiratorio Dorsal y a las
motoneuronas frénicas. Ademas, las aferencias laringeas influyen
decisivamente sobre la resistencia de la misma (Gonzdlez-Barén y

col., 1978a y b; 1981; 1989).

1.2.4.5.- Aferencias frénicas

En animales <con respiracién espontanea, los ¢érganos
tendinosos y los pocos husos musculares que estdn presentes en el
diafragma descargan en fase con la actividad respiratoria (Corda y

col., 196S; Duron y Jung-Caillol, 1973). Sin embargo, la



interrupcién de estas aferencias (Sant’Ambrogio y col., 1962) no
produce efectos en la actividad del nervio frénico, lo que hace
pensar que las aferencias diafragmaticas propioceptivas no tienen

una influencia significativa sobre los centros respiratorios.

1.2.4.6.- Aferencias intercostales

Estudios recientes (Bolser y col., 1987; Shannon y Lindsey,
1987; Shannon y col., 1987) han mostrado que: 1) tanto los érgancs
tendinosos de los misculos intercostales internos como los de los
intercostales externos tienen un efecto inhibitorio sobre las
neuronas inspiratorias bulbares y bulboespinales espiratorias, y
ii) 1la estimulacién de 1los o6rganos tendinosos intercostales
provocan una disminucién en 1la actividad de las neuronas
espiratorias del Complejo de Bétzinger. No obstante, se desconocen
las vias espinales y centrales por las que las aferencias

propioceptivas intercostales afectan a los centros respiratorios.

1.2.4.7.~- Aferencias abdominales

Los efectos respiratorios inducidos por la estimulacién de
las aferencias procedentes de los nervios abdominales espiratorios
o de los intercostales espiratorios son basicamente los mismos. Por
ejemplo, cuando el nervio intercostal lateral, que inerva el
musculo oblicuo abdominal, se estimula las neuronas del Grupo
Respiratorio Dorsal (Rx y R8 pero no las células P) y las neuronas

del GRV se inhiben (Shannon, 1980).

1.2.4.8.- Aferencias desde otras estructuras centrales

El sistema respiratorio, ademds de estar implicado en el
aporte . de oxigeno al organismo y participar en la homeostasia de
los liquidos corporales, tiene un papel comportamental. Asi pues,
determinados centros neuronales pueden influir sobre la actividad
respiratoria durante los procesos de termorregulacién, suefio o
control voluntario ‘de 1la respiracién. Se ha descrito que la

estimulacién eléctrica de la corteza cerebral provoca respuestas en
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la actividad del nervio frénico {(Colle y Massion, 1938), o que
cambios en los estados de vigilia producen cambios en el patrén
respiratorio (Orem y col., 1977; Remmers y col., 1976). La
respiracién es mas regular y con mayor duracién de la inspiracién
durante el suefio profundo que durante el suefio paraddéjico o en
estados de vigilia. También se ha descrito que la hipertermia da
lugar a un gran incremento en la frecuencia respiratoria; y que
durante el vémito los misculos respiratorios pierden su funcién
respiratoria pasando a estar dominados por unos centros, aun

teéricos, denominados centros del vémito (Bianchi y Grélot, 1989).

Por lo tanto, como resumen, se puede afirmar que la actividad
de las motoneuronas respiratorias depende de numerosas entradas
diferentes; o lo que es lo mismo, éstas reciben miltiples mensajes
(como de los receptores periféricos o de otros centros neuronales
superiores) que interactuan con la informacidén que les llega de los
centros generadores del ritmo respiratorio. La integracién de todos
estos mensajes tiende a ajustar el patrén respiratorio a las
distintas circunstancias y necesidades del organismo (ver revisioén

de Monteau y Hilaire, 1991)

1.2.5.- Caracteristicas especiales de los centros

respiratorios en la rata

Aunque la rata ha sido muy usada para todo tipo de estudios
electrofisiolégicos (Paxinos, 1985), la organizacidén de los centros
respiratorios de 1la rata ha recibido muy poca atencién en
comparacién con la dada al gato. De ahi que haya muy pocas
publicaciones sobre el tema en la actualidad {Bystryzcka y Nail,
1985; Howard y Tabatai, 1975; Ondina y col., 1960). Sin embargo, la
rata se ha usado en estudios neurofarmacolégicos para determinar
los neurotransmisores implicados en la regulacién respiratoria

(Hedner, 1983; Lagercrantz, 1984).

Puesto que: i) la extrapolacién a la organizacién
neurofisiolégica respiratoria del gato de los resultados de los
estudios neurofarmacolégicos realizados en la rata parece ser
dudosa (Onai y col., 1987a); ii) las preparaciones in vitro de

tronco del encéfalo-médula espinal de ratas recién nacidas (Suzue,



41

1984) o de rodajas de tronco de encéfalo (Nafiez-Abades y col.,
1991b y 1992b) parecen tener un potencial tremendo para el estudio
de diversos aspectos de la ritmogénesis respiratoria; iii) hay un
creciente rechazo social al uso de animales domésticos (i.e.: el
gato) en el laboratorio y iv) la rata como modelo experimental es
mucho m&s econdmico y de mas facil adquisicién, debido a 1la
proliferacién de granjas especializadas; los centros respiratorios
de la rata han recibido una atencién creciente en los Ultimos cinco
afios. El primero de estos estudios (Saether y col., 1987) condujo a
la conclusién de que la localizacién de las neuronas respiratorias
en la rata se corresponde con la descrita en el bulbo del gato, asi
se determin6é el Grupo Respiratorio Dorsal y el GRV. Sin embargo,
estudios posteriores no han confirmado la presencia de un Grupo
Respiratorio Dorsal en la rata, por lo que es aun hoy materia de
debate. Experimentos realizados mediante registro extracelular
(Ezure y col., 1988) o intracelular (Zheng y col., 1991a) fallaron
en confirmar la existencia de neuronas inspiratorias en el bulbo
dorsal. Asi mismo, las proyecciones eferentes de 1las neuronas
respiratorias bulbares se estudiaron usando el marcaje neuronal
retrogrado (Onai y col., 1987b) y anterégrado (Yamada y col.,
1988). Los resultados fueron que: pocas neuronas Se marcaron
retrégradamente tras la inyeccidén de peroxidasa de rébano en el
nucleo frénico y pocos terminales axénicos se encontraron en el
nucleo frénico tras la inyeccién de phaseolus
vulgaris-leucoaglutinina en el nGcleo del tracto Solitario. Estos
resultados rechazan la ubicacidén de un Grupo Respiratorio Dorsal en
la rata. Experimentos de lesién realizados en preparaciones in
vitro en ratas recién nacidas sugieren la misma conclusién; sélo se
observaron cambios moderados en la respiracién al eliminar la mitad
dorsal del bulbo (Arata y col., 1990) y al realizar grandes
lesiones electroliticas en el ndcleo del tracto Solitario (Hilaire
y col., 1990). Asi pues, la validez de los centros respiratorios
del gato como WUnico modelo para 1la ritmogénesis respiratoria
tendria que modificarse si experimentos futuros prueban que esta
conclusién es cierta. No obstante, estudios recientes (Bonham vy
McCrimmon, 1990) sugieren que algunas neuronas inspiratorias pueden
existir en la zona ventrolateral del nicleo del tracto Solitario,

pero no con la importancia que este grupo tiene en el gato.



42

Con la excepcién del Grupo Respiratorio Dorsal, que requiere
un examen mds detallado, parece ser que la organizacién del GRV es
similar en el gato y 1la rata. La mayoria de 1los datos
electrofisioldégicos o neuroanatémicos obtenidos en la rata son
consistentes con 1los datos previos en el gato. Localizacién,
patrones de descarga, morfologia y propiedades intrinsecas de las
neuronas (Ezure y col., 1988; Saether y col., 1987; Zheng y col.,
1991a), conexiones con otras estructuras troncoencefdlicas
(Ellenberger y Feldman, 1990a) o espinales (Ellenberger y Feldman,
1988; Onai y col., 1987a y b; Saether y col., 1987; Yamada y col.,
1988) son casi idénticas entre ambas especies. Sin embargo, una
diferencia interesante existe respecto de las neuronas
bulboespinales espiratorias del GRV caudal: en el gato estas
neuronas son neuronas premotoras, carentes de colaterales axénicas
bulbares (ver fig. 3); mientras que en la rata, las neuronas
bulboespinales espiratorias del GRV caudal muestran un nUmero
elevado de colaterales intrabulbares, que podrian estar implicadas
en el entramado bulbar de las neuronas generadoras del patrén

respiratorio.
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En los Gltimos afios, se han realizado numerosos estudios para
establecer el mecanismo por el cual el sistema nervioso central
codifica la respuesta motora, que posibilita los movimientos
respiratorios, e integra la informacién de 1los receptores
periféricos y de otras estructuras centrales, lo que permite
adaptar el sistema generador del patrén respiratorio a las
condiciones internas y externas del organismo. En ellos se ha
puesto de manifiesto que una zona concreta del bulbo ventrolateral
(GRV) posee una enorme variedad de tipos neuronales. Estas
neuronas, ademds de poseer un patrén de descarga en consonancia con
la respiracidén, son firmes candidatas para ser las responsables de
la génesis del ritmo respiratorio. E1 GRV incluye motoneuronas,
neuronas bulboespinales y neuronas propiobulbares respiratorias.
Las motoneuronas del GRV se incluyen dentro del ntcleo Ambiguo,
nicleo anatémico que posee una enorme complejidad estructural,
donde se localizan las motoneuronas laringeas (de los nervios
laringeo recurrente y laringeo superior), faringeas (de las ramas
faringeas de los nervios vago y glosofaringeo), y esofégicas y las
neuronas preganglionares parasimpaticas (que inervan el corazén y

otras estructuras supradiafragmaticas).

El presente trabajo de investigacién pretende establecer un
me jor conocimiento de la organizacién neuronal del GRV en la rata.
Esta informacién es hoy  necesaria para los estudios
neurofarmacolégicos y electrofisiolédgicos (tanto en preparaciones
in vivo como in vitro) que se realicen en la rata, como modelo

experimental alternativo al gato.

Para ello, se han cubierto ‘los siguientes objetivos

experimentales:



i) Identificacién de 1los distintos tipos neuronales que

constituyen el nicleo Ambiguo.

ii) Identificacién de los distintos tipos neuronales del

Grupo Respiratorio Ventral.

iii) Caracterizacién de las aferencias (simples y
bilaterales) a las principales subdivisiones del Grupo Respiratorio

Ventral.

iv) Caracterizacién de las eferencias (simples y bilaterales)

del Grupo Respiratorio Ventral a la médula espinal cervical.
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Para responder a los objetivos propuestos los experimentos se

dividieron en seis grupos:

i) Caracterizacién y organizacién topografica de las
distintas neuronas craneales del nlUcleo ambiguo mediante la
utilizacién simulténea de cuatro marcadores neuronales
fluorescentes por transporte axénico retrogrado: azul répido
(Kuypers y col., 1980), amarillo diamidino (Keizer y col., 1983),
fluoro oro (Schmued y Fallon, 1986) y rodamina-B-isotiocianato

(Thanos y Bonhoeffer, 1983)}.

ii) Caracterizacién de la organizacién del Grupo Respiratorio
Ventral mediante la utilizacién simultanea de tres marcadores

fluorescentes: azul rédpido, amarillo diamidino y fluoro oro.

iii) Caracterizacién de las proyecciones aferentes simples a
los tres subgrupos del Grupo Respiratorio Ventral, empleando el

marcador fluorescente azul répido.

iv) Caracterizacién de las proyecciones aferentes bilaterales
a los tres subgrupos del Grupo Respiratorio Ventral mediante la
utilizacién simultanea de azul verdadero (Bentivoglio y col., 1980)

y amarillo diamidino.

v) Caracterizacién de las proyecciones eferentes simpleé del
Grupo Respiratorio Ventral a la médula espinal cervical, usando el

marcador fluorescente azul rapido.
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vi) Caracterizacién de las proyecciones eferentes bilaterales
del Grupo Respiratorio Ventral a la médula espinal cervical,
mediante la utilizacién de los tres marcadores fluorescentes; azul

rapido, amarillo diamidino y fluoro oro.

3.1.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los experimentos incluidos en la presente Tesis Doctoral se
realizaron en rata albina de la especie Wistar (Rattus norvegicus)
con pesos comprendidos entre 200 y 400 g. El1 total de animales
utilizados fue diferente en cada uno de 1los seis apartados
propuestos, segin la amplitud de los objetivos y las dificultades

experimentales de los mismos.

3.2.~- PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Veinticuatro horas antes de 1la operacién, el animal se
sometidé a un ayuno de sélidos, con objeto de evitar complicaciones
debidas a la anestesia. Asi mismo, el material quirdrgico se
sumergié, durante el mismo periodo de tiempo, en una solucién de

Armil al 0.1% para lograr unas condiciones de asepsia adecuada.

El dia de la operacién los animales se anestesiaron mediante
una inyeccién intraperitoneal de una mezcla de Ketamina (50 mg/Kg),
diazepan (2,5 mg/Kg) y sulfato de atropina (0,5 mg/Kg). Este dltimo
se administré para evitar una intensa secrecidén mucosa en las vias
respiratorias altas. En los experimentos en los que se intervino
en la médula espinal al animal, se usé como anestésico una solucién
al 7% de hidrato de cloral (40 mg/Kg, i. p.) en agua destilada,
para prolongar el periodo de anestesia. En todos los casos se
administraron dosis®™ de mantenimiento. del anestésico, via
intramuscular, cuando los animales presentaron reflejos corneales o
reflejos de flexién de las extremidades. La temperatura del animal
se mantuvo dentro del margen fisiolégico (38° aproximadamente), con

la ayuda de una manta térmica controlada por un termémetro rectal.



49

¢

3.2.1.~ Caracterizacién de las neuronas craneales del nicleo

Ambiguo.

Estos experimentos se llevaron a cabo en 27 animales. Bajo
anestesia profunda, el animal se colocdé en posicién decuabito prono
y se le realizé una incisién en el cuello. Los misculos y nervios
del lado derecho, que se citan a continuacién, se disecaron
convenientemente mediante la retirada de 1la conjuntiva que los

envuelve:

i) misculo estilofaringeo y nervio glosofaringeo que lo
inerva (Figs. 4 y 12);

ii) masculos constrictores faringeos y ramas faringeas del
nervio vago que los inervan (Figs. 4 y 12);

iii) masculo cricotiroideo y nervio laringeo superior que io
inerva (Fig. 6)};

iv) nervio laringeo recurrente que 1inerva los musculos
intrinsicos laringeos siguientes: cricoaritenoideo posterior,
tiroaritenoideo y cricoaritenoideo lateral (Fig. 6); y

v) borde distal del tronco cervical del nervio vago, que
inerva los musculos intrinsicos de la laringe a través del nervio
laringeo recurrente, el eséfago y otras estructuras

supradiafragmaticas (Fig. 12).

A continuacién, se introdujo un hilo de seda por debajo de
los misculos y/o nervios, de tal forma que quedaron aislados del

resto de las estructuras préximas los mismos.

Los fluorocromos se inyectaron bajo un microscopio de
diseccién quirargica (Zeiss) con micropipetas de vidrio (puntas
100-200 pum de diéametro) conectadas a un dispositivo de inyeccién
por presién (picospritzer; General Valve). Para la inyeccién en los
misculos, la micropipeta se introdujo reiteradas veces en la masa
muscular hasta que ésta se coloreé por el trazador. Para las
inyecciones en los nervios, la punta de la micropipeta se inserté

en el nervio aislado a través del perineurio, tras lo cual se
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Laringeas

Esofagicas X
Faringeas
Parasimpdticas

IX

Fig. 12. Esquema 1llustrativo del tronco del encéfalo en el que se
representan los distintos tipos de motoneuronas y neuronas
parasimpaticas que constituyen el nuacleo ambiguo: motoneuronas
laringeas de los nervios laringeo recurente y laringeo superior;
motoneuronas esofagicas; motoneuronas faringeas, de las ramas
faringeas del vago (X) y rama faringea del glosofaringeo (IX) vy
neuronas parasimpaticas del X y del IX.
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procedié a depositar en é1 pequefias cantidades del fluorocromo (del

orden de nanolitros).

Para conocer la localizacién precisa, dentro del ntcleo
Ambiguc, de las motoneuronas que inervan los diferentes misculos o
nervios, se inyectdé una solucién de fluoro oro al 2% (Fluorochrome)
o de azul rapido al 2% (Dr. Illing) en salino al 0.9% en 3 animales

para cada uno de los experimentos siguientes:

i) masculo estilofaringeo y/o nervio glosofaringeo; ii) ramas
faringeas del nervio vago y/o masculos constrictores faringeos;
iii) masculo cricotiroideo; iv) nervio laringeo recurrente; y, V)

nervio vago (Fig. 12};

Para determinar la localizacién relativa de unas poblaciones
neuronales respecto de otras se siguieron los dos protocolos

experimentales siguientes:

i) En 6 animales se inyecté de 0,1 a 0,2 pl de una solucién
de amarillo diamidino al 2% (Dr. Illing) en salino al 0.9% en el
nervio laringeo recurrente; de 0,1 a 0,2 pl de una solucién de
rodamina-B-isotiocianato al 10% (Sigma) en salino al 0.9% en el
extremo distal del tronco cervical del nervio vago; de 0,4 a 0,6 ul
de una solucién de azul rapido en el misculo cricotiroideo y de 0,6
a 0,8 ul de una solucién de fluoro oro en los musculos
constrictores faringeos medial y caudal, misculo estilofaringeo y
nervio glosofaringeo; y ii) en 6 animales se inyecté de 0,4 a 0,6
#l de una solucién de amarillo diamidino en . el misculo
cricotiroideo; de 0,6 a 0,8 ul de una solucién de azul rapido en
los mGsculos constrictores faringeos y de 0,1 a 0,2 ul de una

solucién de fluoro oro en el nervio vago.

3.2.2.- Caracterizacién de la organizacién topografica del

Grupo Respiratorio Ventral

El protocolo experimental necesité de 15 animales en su

totalidad. Con esta serie experimental se pretendié estudiar la



localizacidn relativa de las neuronas propiobulbares y
bulboespinales respecto de las motoneuronas del nicleo Ambiguo

dentro del GRV.

Para marcar las motoneurcnas del ndicleo Ambiguo, y siguiendo
la metodologia del apartado anterior para la diseccién de nervios y
misculos e inyeccién del fluorocromo, los misculos y nervios
siguientes se inyectaron bilateralmente: misculos constrictores
faringeos caudal y medial, misculo cricotiroideo, nervio vago
cervical y misculo estilofaringeo. Las micropipetas (con puntas de
100 a 200 um de diametro) se llenaron con una solucién de fluoro
oro al 2% en salino y se deposité un volumen de 0,1 a 0,2 pl en los

nervios y 0,4 a 0,8 pul en los musculos.

Tres dias mas tarde, los animales se anestesiaron de nuevo
por el procedimiento previamente descrito. En ellos se monitorizé
la actividad respiratoria central por medio de dos electrodos de
registro (hilos de plata aislados, de 200 um de didmetro)
insertados en el diafragma del lado abdominal. La sefial obtenida
por este registro se amplificé y se mostré en un osciloscopio
digital (Hameg, 205 HM-2). Posteriormente, el animal se colocd en
un aparato estereotaxico (Narishige), sujetandole la cabeza con dos
barras colocadas en ambos orificios é6ticos externos y con un bocado
nasal. Asi mismo, el animal se inmovilizé mediante la sujecién de
los procesos espinosos de la vértebra toracica T2 con una pinza
plana conectada al aparato estereotadxico. Para poder localizar las
neuronas bulboespinales del GRV que proyectan al nicleo frénico, se
registré la actividad de las motoneuronas frénicas mediante una
micropipeta de vidrio insertada en la médula espinal cervical
derecha, a nivel de C4, tras una laminectomia dorsal de la vértebra
de dicha zona. La micropipeta (con puntas de 75 a 150 um de
didmetro; 1-2 MQ de impedancia) se llenaron con una mezcla a partes
iguales de dos soluciones: i) cloruro sdédico al 2% en agua
destilada y ii) azul réapido al 2% en etanol de 96°. La inyeccién se
realizd mediante pulsos de presién aplicados a la misma micropipeta
(Fig. 13A) con la que se registré la actividad inspiratoria (Fig.

13B).



Fig. 13. A: Microfotografia bajo microscopia de fluorescencia de
una seccién coronal a nivel de la médula espinal cervical (C4)
mostrando la localizacién de la inyeccién de azul rapido (flecha)
en el nicleo frénico. Barra: 200 K. B: Registro
electrofisiolégico: arriba, actividad multiunitaria inspiratoria
de las motoneuronas frénicas de la médula espinal cervical; abajo,
actividad multiunitaria espiratoria de las neuronas del GRV caudal
~en el bulbo. C: Microfotografia de una seccién coronal del bulbo
mostrando la localizacién de la inyeccién.de amarillo diamidino
(flecha) en el GRV caudal registrado en B. Barra: 200 pu. D:
Microfotografia de mayor aumento del sitio de inyeccién mostrado
en C bajo microscopia de fluorescencia. Barra: 50 u. Abreviaturas:
OI, nucleo de la oliva inferior; RtL, ndcleo reticular lateral;
EMG, electromiograma del masculo diafragma.
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Para identificar las neuronas propiobulbares en el GRV qué
proyectan a las neuronas espiratorias del GRV caudal, en primer
lugar se flexioné 25° la cabeza del animal en direccién ventral al
plano horizontal del atlas de Paxinos y Watson (1986) y se
inmovilizé con el bocado del aparato estereotédxico. A continuacién,
se le practicé una craneotomia occipital para acceder con facilidad
a las superficie del bulbo raquideo. La micropipeta, con las mismas
caracteristicas de las descritas anteriormente para la inyeccién en
la médula espinal, se llendé con una mezcla a partes iguales de dos
soluciones: 1) solucién de cloruro sédico al 2% en agua destilada y
ii) solucién de amarillo diamidino al 2% en etanol de 96°. Esta
micropipeta se insertd, en el bulbo caudal, en las coordenadas
apropiadas (descritas en el apartado 3.2.3) hasta encontrar
actividad espiratoria espontanea (Fig. 13B). La inyeccidén de
amarillo diamidino se realizé aplicando pulsos de presién sobre la
misma micropipeta en el sitio donde se registro actividad

espiratoria (Fig. 13 C y D).

3.2.3.~ Caracterizacién de las proyecciones aferentes a las

tres subdivisiones del Grupo Respiratorio Ventral

Esta serie experimental se llevé a cabo en 15 animales. Se
pretendié 1localizar las neuronas que proyectan especificamente a
las diferentes subdivisiones del GRV de la rata. Los animales, una
vez anestesiados, se mantuvieron con respiracién espontéanea. La
monitorizacién de la actividad respiratoria del musculo frénico,
fijacién del animal en el estereotdxico y exposicién del bulbo

raquideo se llevd a cabo como en el apartado 3.2.2.

En primer lugar se localizé el sitio de inyeccién deseado en
cada uno de los experimentos: complejo de Bdtzinger, GRV rostral y
GRV caudal. Las micropipetas de vidrio (con puntas de 75 a 150 um
de didmetro, '1 a 2 MQ de impedancia), rellenas con una solucién de
azul rapido (apartado 3.2.2.), se insertaron en el bulbo en las
coordenadas apropiadas. Puesto que ‘el nucleo Ambiguo se encuentra
inmerso en el GRV, se tomé en todov momento como referencia

anatémica para la ubicacién inicial de la micropipeta, la
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profundidad y la lateralidad de dicho nicleo de acuerdo con las
coordenadas indicadas en el atlas de Paxinos y Watson, (1986) (1,9

mm de lateralidad y 3 mm de profundidad).

Para 1la identificacién rapida de 1la subunidad del GRV
buscada, la micropipeta se colocé inicialmente a nivel del dbex y
se movié en direccién caudal unos 0,5 mm cuando se buscé el GRV
caudal 6 1 mm rostral cuando se escogié el Complejo de Bdtzinger
como lugar de inyeccién. En el caso del GRV rostral el rastreo se

inicié a nivel del ébex (Fig. 14).

Las inyecciones se realizaron mediante pulsos de presién
aplicados en la misma micropipeta (Fig. 15A, C y E) en aquellas
zonas del bulbo ventrolateral donde se registré previamente
actividad extracelular multiunitaria inspiratoria o espiratoria
(Fig. 15B, D y F) durante, al menos, 150 pum en el eje
dorso-ventral. Esta precaucién aseguré que la pipeta estuvo situada
en la zona de méxima concentracién de neuronas respiratorias (en el
eje dorso-ventral), o lo que es lo mismo, que la pipeta se encontré
realmente en el GRV y no estuvo registrando alguna neurona
respiratoria aislada de 1la formacién reticular bulbar. Los

volumenes inyectados variaron entre 50 y 100 nl.

3.2.4.- Caracterizacién de 1las proyecciones aferentes

bilaterales a las tres subdivisiones del Grupo Respiratorio Ventral

En este apartado se utilizaron 30 animales experimentales.
Una vez conocidos los grupos neuronales que envian proyecciones
simples al GRV, se pretendié caracterizar cual de ellos envia
proyecciones axonales bilaterales mediante colaterales axdénicas a
ambos lados (izquierdo y derecho respecto de la linea media) de la
misma subdivisién del GRV. Estas neuronas, si existieran, podrian
estar implicadas en la sincronizacién de la actividad del GRYV,

izquierdo y derecho.

Para cumplimentar este objetivo, 10 animales se inyectaron en

el GRV caudal izquierdo con una mezcla, a partes iguales, de dos
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Fig. 14. Esquema ilustrativo del bulbo y protuberancia en el que se
representan dos de los tres tipos de lnyecclones realizados con el
marcador fluorescente azul rapido en 1las 4areas del bulbo
ventrolateral donde se registré actividad respiratoria, bilen
inspiratoria (derecha) o ©bien espiratoria (izquierda). Los
registros se hicieron con la misma micropipeta que se utilizé para

la inyeccién del fluorocromo por presién. Abreviaturas como en la
figura 13.



Fig. 15. A, C y E: Microfotografias de tres secciones coronales
del bulbo de la rata donde se muestra la localizacién de las
inyecciones de azul rapido en 1los tres subgrupos del Grupo
Respiratorio Ventral (GRV). A: Complejo de Botzinger (CB), la
flecha indica la formacién compacta del nacleo ambiguo. C: GRV
rostral. E: GRV caudal. Barras: 500 p. En la parte superior de B,
D y F se muestra 'la actividad multiunitaria registrada
extracelularmente en los distintos subgrupos del GRV y en la parte
inferior las fases respiratorias del electromiograma del musculo
diafragma. B: actividad multiunitaria espiratoria registrada en el
CB. D: Actividad multiunitaria inspiratoria registrada en el GRV
rostral. F: Actividad multiunitaria espiratoria registrada en el
GRV caudal.
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soluciones: i) cloruro sédico al 2% en agua destilada y ii) azul
verdadero al 2% (Dr. Illing) en etanol de 96°. Posteriormente, en
el GRV caudal derecho de los mismos animales se inyecté una

solucién de amarillo diamidino (apartade 3.2.2.).

Al igual de lo realizado para inyectar el GRV caudal a ambos
lados de la 1linea media, se utilizaron 10 animales para la
inyeccién bilateral de azul verdadero y amarillo diamidino en el
GRV rostral (Figs. 16 y 17) y otros 10 animales se inyectaron
bilateralmente, con los fluorocromos citados, en el Complejo de

Bétzinger.

La metodologia seguida para la monitorizacién de la actividad
respiratoria del misculo frénico, fijacién del animal en el
estereotaxico y exposicién del bulbo raquideo fue la misma que la
descrita en el apartado 3.2.2. La localizacién de los distintos
subgrupos del GRV e inyeccién de los fluorocromos fue realizada de

forma semejante a la descrita en el apartado 3.2.3 (Fig. 16).

3.2.5.- Caracterizacién de las proyecciones eferentes del

Grupo Respiratorio Ventral a la médula espinal cervical

Esta serie experimental se llevé a cabo en 16 ratas. El
objetivo experimental consistié en localizar exactamente, dentro de
las distintas subdivisiones del GRV, aquellas neuronas que envian
proyecciones simples al nacleo frénico y la importancia
cuantitativa de dichas proyecciones frente a otras fuentes de

entradas del nicleo frénico.

Para la consecucién de dicho objetivo, los animales se
colocaron en un aparato estereotédxico siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 3.2.2. Sin embargo, la monitorizacién de la
respiracién se 1llevé a cabo midiendo los cambios en Ila
concentracién de CO2 en el aire respirado, utilizando para ello un
analizador de gases. Esta técnica, a diferencia de la
electromiografia del diafragma, no requiere cirugia adicional ya

que se trata de una técnica no invasiva. Dicha sefial se amplificé y
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Fig. 16. Esquema ilustrativo del bulbo y protuberancia en el que se
representa la inyeccién bilateral de marcadores fluorescentes azul
rapido (azul) y amarillo diamidino (amarillo), previe registro de
la actividad respiratoria, en el GRV rostral.



Fig. 17. A: Microfotograffia de una seccién coronal del bulbo
mostrando los sitios de 1inyeccién de azul verdadero en la
izquierda y de amarillo diamidino en la derecha en el GRV rostral.
B-C: Microfotografias bajo microscopia de fluorescencia, a mayor
aumento, de los sitios de inyeccién (flechas en A). En ellas se
indican las tres zonas concéntricas (0, 1, 2) del area de difusién
caracteri{stica de cada marcador fluorescente utilizado. Notese que
el area de difusién de la inyeccién de azul verdadero fue de mayor
tamafio.
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mostré en un osciloscopio (Hameg, 205 HM) al mismo tiempo que el
registro extracelular multiunitario de las motoneuronas frénicas

(Fig. 18A y B).

Tras la realizacién de una laminectomia dorsal en la vértebra
C4 se insertd una micropipeta de vidrio de 25 a 40 um de diametro
en la punta (de 6 a 8 MQ de impedancia) en la médula espinal
cervical del lado derecho, siguiendo las coordenadas de lateralidad
y profundidad del ntGcleo frénico (1,1 mm lateral y 2 mm de
profundidad, atlas de Paxinos y Watson, 1986). Previamente las
micropipetas se llenaron con una solucién de azul rapido o amarillo

diamidino, a las concentraciones indicadas en el apartado 3.2.2.

Para evitar que la inyeccién del fluorocromo se saliera fuera
de los limites del nicleo frénico (Fig. 18C) se tomaron dos
precauciones: 1) .se inyecté alli donde se registré actividad
extracelular inspiratoria durante, al menos, 100 um en el eje
dorsoventral; y ii) se evitdé el riesgo de registro de axones de
paso, procedentes de las neuronas bulboespinales inspiratorias que
viajan a través de la sustancia blanca ventral hacia posiciones mas
caudales de la médula espinal, no realizando incursiones de mas de

2,2 mm de profundidad en la médula espinal.

3.2.6.—- Caracterizacién de 1las proyecciones eferentes
bilaterales del Grupo Respiratorio Ventral a la médula espinal

cervical.

Los experimentos siguientes se 1llevaron a cabo en 16
animales. Una vez conocida la localizacién de las neuronas que
envian proyecciones axonales simples al nicleo frénico, se
pretendié caracterizar 1la existencia de neuronas que ehvian
proyecciones mediante colaterales axénicas a ambos nucleos

frénicos.

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.5., se

inyectaron volumenes de 50 a 100 nl de una solucién de azul rapido



Fig 18. Actividad inspiratoria multiunitaria registrada en el
nicleo frénico izquierdo (A) y derecho (B) correlacionada con los
cambios en la concentracién de COz en el aire respirado. Barra: 1
segundo. C: Inyecciones de azul rapido (izquierda) y amarillo
diamidino (derecha) en los nicleos frénicos a nivel de C4. Ambas
inyecciones pertenecen al mismo experimento y se realizaron tras
el registro de 1la actividad inspiratoria de las motoneuronas
frénicas. El lado izquierdo muestra dos tractos (1 y 2) realizados
con el electrodo. No se registré actividad respiratoria en 1 y si
en 2, donde se inyecté el marcador. Abreviaturas: N. Fren., nucleo
frénico.



62

N. Fren.




63

en el nucleo frénico derecho y de amarillo diamidino en el nicleo

frénico izquierdo.

En los Wltimos cuatro animales, tres dias antes de la
inyeccién de los fluorocromos en la médula espinal cervical, se
inyecté de 0,2 a 0,4 pl de una solucién de fluoro oro al 2% en agua
destilada en los misculos laringeos. Con ello se pretendié estudiar
la posicién relativa de las neuronas bulboespinales marcadas con
azul rapido y/o amarillo diamidino respecto de 1las motoneuronas

laringeas del nicleo Ambiguo.

3.3. - TRATAMIENTO POSTOPERATORIO

Una vez finalizadas las intervenciones quirirgicas, las
heridas se limpiaron cuidadosamente y se cerraron con puntos de
sutura con hilo de seda. Para protegerlas de posibles infecciones
postoperatorias se les aplicé Veterin-fenicol en aerosol todos los
dias de supervivencia del animal. Ademds, se les administré una
dosis de antibiético (Ampicilina, 15 mg/Kg i.m.) y de corticoides
(Dexametasona, 13 mg/Kg i.p.). Esto ultimo con el fin de evitar

reacciones alérgicas, asi como para impedir la formacién de edemas.

3.4.- PROCESAMIENTO DE LOS CEREBROS

3.4.1.- Perfusidon y fijacién

Tras un periodo de supervivencia de siete dias tras la uUltima
intervencién quirtGrgica, se procedié a la perfusién de los
animales. Estos se anestesiaron con pentobarbital sédico (Nembutal)
a la dosis de’SO’mg/Kg i.p. También se les suministré una pequefia
dosis de heparina sédica al 5% (100 U.I.) (Boizot) por via
intravenosa, con el fin de evitar posibles codgulos sanguineos en

la circulacién cerebral.
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Todos los animales se perfundieron transcardiacamente. Para
ello, se les abrié la caja toracica del animal y se separd el
pericardio del corazén. Seguidamente, se secciond el é&pice del
ventriculo izquierdo y se introdujo una canula rigida que se
conecté6 a wuna bomba peristaltica (Masterflex, CoreParmer),
produciéndose asi un flujo continuo de liquido a nivel de la aorta
ascendente (30 ml/min). La cénula se sujetdé al ventriculo izquierdo

mediante unas pinzas planas.

La perfusién se realizdé segin los siguientes pasos:
primeramente, se realizé un lavado con suero salino (cloruro sédico
al 0.9% al que se afadié nitrito sédico al 0.1% como
anticoagulante) hasta limpiar de eritrocitos el tejido cerebral.
Los voiﬁmenes de solucién salina variaron entre 250 y 500 ml segin
el peso del animal (volumen sanguineo del animal). Seguidamente, se
procedié a pasar la solucién fijadora. Esta consistié en formalina
al 10% disuelta en tampén fosfato (pH 7,4) 0,1 M (Kuypers y col.,
1977). Los volUmenes utilizados variaron entre 250 y 500 ml, en
relacién al tamafio del animal. Por ultimo, se pasdé una solucién de
sacarosa al 10% en tampén fosfato (pH 7,4) 0,1 M (entre 250 y S00
ml), para evitar que el fijador formara cristales durante el

proceso de congelacién.

3.4.2.- Técnicas histolégicas

Los cerebros se extrajeron del craneo y antes de proceder a
seccionar el tronco del encéfalo, se escogié el trozo comprendido
entre las primeras raices cervicales y el final de los tubérculos
cuadrigéminos o techo éptico, zona donde se ubican las estructuras
de interés en el presente trabajo: Grupo Respiratorio Ventral,
Grupo Respiratorio Dorsal y centro neumotaxico. En los experimentos
en los que se realizaron inyecciones en la médula espinal cervical,
el limite caudal de la seccién de cerebro se realizé a la altura de

las primeras raices espinales toracicas.

A continuacién, se realizaron secciones coronales del tronco

del encéfalo con la ayuda de un microtomo de congelacién



(Reichert-Jung, modelo 1205), graduado a S0 p. En los experimentos
de inyeccién en la médula espinal cervical se procedié a seccionar
desde los niveles de C3 a C6 de la médula espinal. Las secciones
seriadas se recogieron ordenadas en bandejas compartimentadas
llenas de agua destilada. En todos los casos, los cortes se
montaron en portas previamente preparados con gelatina (Merck) al
0,25% y bisulfato crémico potasico (Merck) al 0,025% y se dejaron

secar al aire durante una noche.

Se hicieron dos series paralelas, A y B. La serie A se
deshidraté pasandola por una bateria de alcoholes en concentracién
creciente y por ultimo en xilol. La serie B se utilizé cémo
referencia anatémica para la localizacién de los nicleos marcados.
Para ello, se contratifi6 con rojo neutro (1%) que marca los somas y
el nucleolo neuronales de ese color. Seguidamente, ambas series se

cubrieron con DPX (BDH).

3.5.~ ESTUDIO Y ANALISIS DEL MATERIAL

Para la observacién de las preparaciones se utilizé un
microscopio Zeiss (D-7082 Oberkochen Axiophot) con epifluorescencia

y sistema fotografico automatico incorporado.

Las preparaciones se iluminaron con luz ultravioleta de una
longitud de onda de 360 nm y luz verde de 550 nm (Fig. 19). El
estudio de cada uno de los cortes se realizé observandolos en
oscuridad con un aumento minimo de 10x, alternadndolo con
observaciones bajo luz blanca de las preparaciones contratefiidas;
de este modo se tenia siempre referencia de la situacién
cartografica de las neuronas marcadas respecto al nicleo estudiado

y a los restantes nucleos colindantes.

Las neuronas marcadas con azul rapido o azul verdadero,
marcadores fluorescentes con 1idénticas- propiedades (Portillo,
1986), se reconocieron ‘por presentar sus somas Yy dendritas
proximales de color azul brillante al iluminarlas con 1la 1luz

ultravioleta (Figs. 23 y 27), aunque aparecian granulos de
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fluorescencia en el nucleolo y en algunos nicleos de la glia
préximos al soma, cuando se excede el tiempo de supervivencia
6ptimo (Bentivoglio y col., 1980). ias neuronas marcadas con
‘amarillo diamidino presentaron sus ndcleos de color amarillo
verdoso al iluminarlas con luz ultravioleta (Fig. 27), aunque algo
de fluorescencia aparecié en el citoplasma y en las dendritas
proximales cuando el tiempo de supervivencia fue excesivo (Keizer y
col., 1983). Las neuronas marcadas con fluoro oro mostraron su
citoplasma y dendritas de color amarillo dorado brillante (incluso
blanquecinas cuando el marcaje fue muy intenso) al iluminarlas con
luz ultravioleta (Figs. 23 y 27). A veces, también aparecieron
tefiidos los nicleos de la glia préximas a las neuronas marcadas,
cuando se excedié el tiempo de supervivencia (Schmued y Fallon,
1986). Las neuronas marcadas con  rodamina-B-isotiocianato
manifestaron el citoplasma, y esporddicamente también las dendritas
proximales, de color rojo intenso al iluminarlas con un haz de luz
de 550 nm de longitud de onda (Fig. 23) (Thanos y Bonhoeffer,
1983).

La utilizacién de fluorocromos, que emiten distinto color
(azul, amarillo verdoso, amarillo blanquecino) al iluminarlos con
luz ultravioleta de igual longitud de onda (360 nm), y de color
rojo al iluminarlos con 1luz verde (550 nm), nos permitié
identificar hasta cuatro poblaciones neuronales diferentes dentro
del mismo nucleo en una sola preparacién. Para ello sélo hubo que
cambiar el filtro de barrera tipo A (360 nm) al de tipo D (550 nm).
De este modo, se pudieron establecer las relaciones espaciales de
distintas poblaciones de neuronas que constituyen el GRV (Kuypers y

col., 1980).

Los cuatro fluorescentes utilizados se caracterizan por ser
captados por los terminales ‘axénicos y transportados
retrégradamente a través de los axones, acumuladndose o bien en el
soma o bien en el nUcleo de las neuronas. Asi pues, esta técnica
también permite el estudio de la presencia de colaterales axénicas,
ya que una misma neurona puede presentar el nucleo marcado de color
amarillo verdoso y el soma de éolor azul (Fig. 37), si se observa

con el filtro tipo A, y el soma de color rojo, cuando se cambia al
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Fig. 19. Longitudes de onda a las que son excitados 1los
fluorocromos mas wutilizados en técnicas de marcaje neuronal
(ordenada a la derecha), e intensidad relativa de la luz emitida
por la lampara de mercurio (ordenada a la izquierda) desde 300 a
600 nm de longitud de onda (abcisa). Las flechas indican el pico de
emisién de la lampara que proporciona una excitacién é6ptima en el
microscoplo de fluorescencia para cada compuesto; la linea continua
indica la longitud de onda a la que cada fluorocromo emite entre el
90 y el 100% de su fluorescencia maxima. Abreviaturas: Ad, amarillo
diamidino; Ae, azul de evans; An, amarillo nuclear; Ar, azul
rapido; Av, azul verdadero, Bb, bisbenzimida; Fo, fluoro oro; Pr,
primulina; Ro, rodamina-B-isotiocianato; (adaptado de Skirboll vy
col., 1984).
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filtro tipo D (Keizer y col., 83). En estos casos dichas neuronas

estan doble o triplemente marcadas.

Por Gltimo, los cortes histolégicos en los que aparecieron
neuronas marcadas se dibujaron con ayuda de una cémara clara
(Zeiss) acoplada al microscopio. Las medidas de las neuronas se
tomaron wutilizando un ocular graduado, cuyas divisiones a
diferentes aumentos se calibraron con la ayuda de un porta
micrométrico (Olympus). Seguidamente, mediante dos camaras
fotograficas acopladas al microscopio y conectadas a un sistema
automdtico de disparo, se fotografiaron todos los cortes de interés

para este estudio.

Diferentes tipos de peliculas fotograficas se utilizaron
segin el material a estudiar. Para fotografias de inyecciones de
tejido contratefiido con rojo neutro se utilizaron peliculas Agfa
copex rapid tri 13, de 32 ASA (blanco y negro) y Kodak Ektachrome
de 160 ASA (color). Para fotografiar neuronas marcadas con los
trazadores fluorescentes se utilizaron ©peliculas de alta
sensibilidad, tales como Kodak tri-X pan 400 ASA (blanco y negro) y
Kodak Ektachrome 400 ASA (color). En todos los casos, se emplearon
diferentes tiempos de exposicién, que se modificaron en funcién de

los valores calculados por el sistema automatico.

Como punto de referencia se tomé el borde rostral del &area
postrema (interaural -4,3 mm, bregma -13,3 mm, atlas de Paxinos y
Watson 1986) para la cuantificacién y distribucién de los
resultados obtenidos en el presente trabajo. A este punto se le
asigné el valor cero. Los diagramas de los cortes coronales de
médula cervical y tronco del encéfalo que se muestran en las
distintas figuras de resultados indican la distancia en mm a dicho
punto de referencia o cero. Clasicamente, este punto de referencia
ha recibido el nombre de ébex en la rata, por su similitud con el
6bex definido para gatos (unién del canal central con el cuarto
ventriculo). Sin embargo, el ébex morfolégico en la rata, debido a
la distinta disposicién del &area postrema respecto del gato, se

encuentra aproximadamente unas 400 p caudal a dicho punto.
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4.1.- CARACTERIZACION DE LAS NEURONAS CRANEALES DEL NUCLEO
AMBIGUO

En el presente apartado se pretendié examinar en detalle la
organizacién citoarquitecténica de los distintos grupos de
motoneuronas que constituyen el nicleo Ambiguo, usando el marcaje
neuronal por transporte axénico retrégrado mediante la inyeccién de
uno o hasta cuatro marcadores fluorescentes, simultédneamente. Con
esta técnica se podria demostrar lo siguiente: i) la obtencién de
neuronas doble o triplemente marcadas sugeriria la presencia de
ramificaciones axonales que proyectan a distintos misculos y ii) la

organizacién viscerotépica del nacleo Ambiguo .

4.1.1.- Localizacién de las motoneuronas

Las neuronas marcadas tras la inyeccién con fluoro oro o azul
rapido de los nervios y misculos que se citan en material y métodos
(apartado 3.2.1.), lo fueron exclusivamente homolaterales al lado
inyectado. Estas aparecieron a todo lo largo del eje rostrocaudal
del nGcleo Ambiguo; si bien los distintos grupos de motoneuronas o
de neuronas preganglionares, de cada nervio o muisculo inyectado,
ocuparon una localizacién muy determinada dentro de la columna
longitudinal de células que constituye el nicleo Ambiguo, tal y

como se detalla a continuacién:

i} Las motoneuronas que inervan el musculo estilofaringeo se
encontraron en la zona mds rostral del nucleo Ambiguo, situadas
Jjusto dorsales a la divisidén medial del nGcleo facial, desde 1,6 mm

hasta 2,1 mm rostrales al punto de referencia tomado como cero
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(Fig. 20A). El1 pico maximo de densidad de neuronas marcadas se

localizé en 1,7 mm.

Cuando se inyecté el nervio estilofaringeo, Jjunto con la
poblacién de motoneuronas del misculo estilofaringeo, se marcé una
poblacién de neuronas fusiformes localizada en el nuicleo Ambiguo,
desde 1,2 hasta 1,5 mm. A éstas altimas se las denominé neuronas
parasimpaticas del nervio glosofaringeo (Figs. 20E, 23 y 24A), ya
que dicho nervio sélo inerva un misculo (el estilofaringeo) y, de
ahi, que no pueda tratarse de otra poblacién de motoneuronas. La
concentracién maxima de neuronas marcadas se presenté en el punto

1,5 mm rostrales al cero.

ii) Cuando se inyectaron los misculos constrictores faringeos
y/o las ramas faringeas del vago, se observé una poblacién de
neuronas marcadas ocupando posiciones desde el cero hasta 1,5 mm
rostrales al mismo (Figs. 24A y B). El midximo de concentracién

neuronal se localizé a 1 mm rostral al cero (Fig. 20D).

iii) Cuando se inyecté el musculo cricotiroideo, inervado por
el nervio laringeo superior, las motoneuronas marcadas se ubicaron
desde 0,8 hasta 1,7 mm rostrales al cero, presentando una
distribucién en meseta, con una concentracién un poco mayor que la

anterior en 1,3 mm (Figs. 20C, 23 y 24A-C).

iv) La inyeccién de fluorescentes en el nervio laringeo
recurrente marcé motoneuronas en las porciones mds caudales del
nicleo Ambiguo, distribuidas desde 1,1 mm caudales al cero hasta
0,9 mm rostrales al mismo. Aunque el nervio laringeo recurrente
inerva cuatro misculos intrinsecos de la laringe (cricoaritenoideo
lateral, cricoaritenoideo posterior, tiroaritenoideo e
interaritenoideo), el conjunto de dichas motoneuronas prgsenté una
distribucién sencilla (Fig. 24C-D). Asi, sobélo se observé un pico

maximo de densidad situado en 0,3 mm caudales al cero (Fig. 20H).

(v) Tras la inyeccién de fluorescentes en el extremo distal
del nervio vago aparecieron marcadas tres poblaciones neuronales
que se distinguieron facilmente por su morfologia y distribucién

dentro del propio nicleo Ambiguo.
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Fig. 20. Histogramas de frecuencias de las neuronas marcadas a lo
largo del eje rostrocaudal del ndcleo Ambiguo (Amb). En abcisas se
representa la distancia en milimetros respecto del borde rostral
del area postrema, tomado como cero. En ordenadas se representa el
nimero de neuronas marcadas. Abreviaturas: Mot., motoneuronas;

Neur., neuronas; IX, glosofaringeo.



La primera de las poblaciones determinadas se corresponde con
la previamente descrita de motoneuronas laringeas del nervio
laringeo recurrente. Es decir, motoneuronas de gran tamafio, de
morfologia multipolar, dispuestas de forma laxa y localizadas en’

los niveles mas caudales del nucleo Ambiguo (Fig. 24C-D).

La segunda poblacién se corresponde con las motoneuronas
esofdgicas (Fig. 20B). Estas neuronas marcadas, de pequefio tamafio y
casi esféricas, se localizaron densamente agrupadas en la porcién
rostral del nicleo Ambiguo, desde 0,7 hasta 1,8 mm rostrales al

cero (Fig. 23).

Por Gltimo, una tercera poblacién de neuronas, de tamafio muy
pequefio y morfologia fusiforme, situadas o bien en posiciones muy
dorsales o bien en posiciones muy ventrales dentro del propio
nGcleo Ambiguo. Las primeras se ubicaron casi exclusivamente
caudales al cero; mientras que las segundas presentaron una
localizacién mas amplia, con’un pico de concentracién de neuronas
méximo a 1,4 mm rostrales al cero (Fig. 23). Estas neuronas se
describieron como neuronas vagales dorsales y neuronas vagales
ventrales, respectivamente, cuya distribucién se representa en

la figura 20F y G.

4.1.2.- Localizacién relativa de unas motoneuronas respecto

de otras

La localizacién relativa de 1las motoneuronas y neuronas
preganglionares parasimpaticas del nicleo Ambiguo se observé en los
experimentos de 1inyeccién de diferentes marcadores diferentes

simultaneamente.

En el primer experimento se inyecté con fluoro oro 1los
misculos constrictores faringeos, el misculo estilofaringeo y el
nervio glosofaringeo; con azul rapido el misculo cricotiroideo; con
rodamina-B-isotiocianato el extremo distal del nerviobvago; y con
amarillo diamidino el nervio laringeo recurrente (rama filial del

nervio vago). Los resultados experimentales fueron los siguientes:



i} Las motoneuronas faringeas (tanto inervadas por el vago
como por el glosofaringeo) y las neuronas preganglionares
parasimpiticas (del nervio glosofaringeo) se marcaron con fluoro
oro y aparecieron al microscopio de color amarillo blanquecino tras
iluminarlas con luz ultravioleta. Ambos subgrupos de motoneuronas
faringeas fueron indistinguibles en funcién de su morfologia. Sin
embargo, se consideraron motoneuronas faringeas vagales a las
neuronas localizadas caudales a la coordenada 1,6 mm rostral al
cero y faringeas del glosofaringeo a las localizadas rostrales a
dicho punto, en base a los resultados previos. A pesar de que ambos
tipos neuronales estaban marcados con el mismo fluorocromo, las
neuronas preganglionares se distinguieron con facilidad de las dos
poblaciones de motoneuronas faringeas por su diferente morfologia y

tamafio (Fig. 23).

ii) Las motoneuronas del misculo cricotiroideo se marcaron
con azul réapido, presentando el soma y las dendritas primarias una
fluorescencia azul brillante cuando se 1iluminaron con luz

ultravioleta (Fig. 23);

iii) Las motoneuronas esofdgicas y neuronas preganglionares
del nervio vago se marcaron con rodamina, apareciendo sus somas Yy
dendritas marcadas en rojo. Estas dos poblaciones se distinguieron
facilmente entre si en funcién de su morfologfia y localizacidnm,

determinadas previamente (apartado 4.1.1) (Fig. 23).

iv) Las motoneuronas laringeas del nervio laringeo
recurrente, doblemente marcadas con amarillo diamidino y rodamina,
presentaron el nicleo amarillo y el soma y dendritas en rojo
brillante. Este doble marcaje se debié a la inyeccién en el nervio
laringeo recurrente con un marcador (amarillo diamidino) y en el
nervio vago {su nervio parental) con otro
(rodamina-B~isotiocianato); de ahi que los axones de dichas
motoneuronas captaran ambos fluorescentes. Las motoneuronas
marcadas doblemente se diferenciaron claramente de las motoneuronas

esofadgicas y de las neuronas parasimpaticas vagales.

(v) No se encontré ninguna evidencia de la presencia en el
nicleo Ambiguo de motoneuronas que inerven mas de un masculo

mediante colaterales axénicas; puesto que no se encontraron
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neuronas doble o triplemente marcadas (a excepcién de las ya
comentadas, que resultaron ser un artefacto metodolégico). No
obstante, neuronas que capturaran azul rapido y fluoro oro a la vez
podrian ser reconocidas dificilmente como doblemente marcadas, ya
que ambos fluorescentes tifien el soma y las dendritas proximales y
se observan al microscopio de epifluorescencia con la misma
longitud de onda (ver apartado 3.5.). Asi pues, se realizé un
segundo experimento de marcaje multiple para solventar las dudas,
creadas por el método, respecto de la inervacién de los musculos
constrictores faringeos y el musculo cricotiroideo mediante

colaterales axdénicas.

En este experimento se inyecté con amarillo diamidino el
misculo cricotiroideo; con azul rapido los musculos constrictores
faringeos y con fluoro oro el nervio vago. Los resultados obtenidos
tampoco aportaron evidencia alguna sobre la existencia de
motoneuronas o neuronas preganglionares parasimpaticas del nuacleo
Ambiguo que envien colaterales axénicas inervando mas de un
misculo; puesto que no se encontré ninguna neurona doblemente

marcada.

El ntcleo Ambiguo, tomado como conjunto, presenta una mayor
densidad de células marcadas en direccién rostral, alcanzando un
pico maximo en el punto 1,5 mm rostrales al cero (Fig. 20I) . En el
plano coronal, las neuronas del nicleo Ambiguo formarén una
agregacién en forma de huso (Fig. 24A y B). Esta columna de
células, asi como las arborizaciones dendriticas de las neuronas
que compone el nGcleo Ambiguo, presentaron una orientacién

preferente hacia el nuicleo del tracto Solitario (Fig. 24A-D).

Los experimentos de multiple marcaje neuronal demostraron, al
mismo tiempo, la organizacién viscerotépica que posee el nicleo
Ambiguo; Asi, cada subgrupo de motoneuronas ©0 neuronas
preganglionares del nucleo Ambiguo ocupdé una posicién muy precisa,
tanto en el eje rostrocaudal como en el eje dorsoventral. Esta

distribucién especifica fue la siguiente:

i) En niveles caudales a 1,2 mm caudales al cero, sélo se
encontraron neuronas parasimpaticas vagales (Fig. 20F). Estas

ocuparon posiciones muy dorsales respecto del bulbo ventrolateral.
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ii) Entre 1,1 mm caudales al cero y 0,2 mm rostrales al
mismo, se localizaron motonéuronas laringeas, cuyos axones viajan
por el nervio laringeo recurrente, en el centro del nacleo Ambiguo,
formando pequefios grupos de 3 a 7 neuronas. Las neuronas
parasimpaticas ubicadas en esta porcién del nicleo Ambiguo 1lo

fueron dorsales y ventrales a las anteriores (Figs. 21F y 22).

iii) Entre 0,3 y 0,9 mm rostrales al cero, las motoneuronas
mostraron una distribucién mas compacta. El borde caudal de esta
porcién estuvo definido por la aparicién de motoneuronas faringeas
vagales (Figs. 21E, 22 y 24D) y el rostral por la aparicién de
motoneuronas del misculo cricotiroideo. La presencia de una alta
densidad de motoneuronas esofdgicas y la desaparicién de las
motoneuronas laringeas del nervio laringeo recurrente fue la
caracteristica principal de esta subdivisién del nicleo Ambiguo
(Fig. 21C). Las motoneuronas laringeas del nervio laringeo
recurrente se localizaron ventromediales y ventrolaterales respecto
de las motoneuronas faringeas, sugiriendo que dichas motoneuronas
laringeas pueden dividirse en dos subgrupos en el plano coronal
(Figs. 21E y 24D). Las neuronas esoféagicas marcadas se ubicaron en
la parte rostral de esta regién, laterales a las faringeas pero muy
claramente separadas de éstas (Fig. 21C); asi como las motoneuronas
del misculo cricotiroideo, en posiciones muy ventrales (Fig. 24C),
y algunas neuronas vagales ventrales o ventrolaterales a las

motoneuronas (Fig. 21C y D).

iv) La mayor densidad neuronal y complejidad del nacleo
Ambiguo se encontré entre 1 y 1,6 mm rostrales al cero. Las
poblaciones de las neuronas que inervan el eséfago, la faringe (a
través de las ramas faringeas del vago) y el musculo cricotiroideo,
ademds de las neuronas parasimpiticas vagales y del glosofaringeo
se solaparon en este nivel del nidcleo (Figs. 21A, 22 y 24A). A
pesar de dicha imbricacién, se demostrdé una compleja organizacién
topografica de las diferentes poblaciones neuronales en el plano
coronal (Figs. 21A-B y 23). Las neuronas esofdgicas se dispusieron
en el centro del nicleo, muy compactamente. Las motoneuronas
faringeas se situaron siempre mediales y ventrales respecto de las
motoneuronas esofagicas, aunque a nivel de 1,6 mm rostrales al cero

ambas poblaciones mostraron un cierto grado de solapamiento (Figs.
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Fig. 21. Diagramas representativos de 6 secclones coronales del
bulbo de 1la rata, mostrando la localizacién de los somas de las
diferentes poblaciones neuronales marcadas retrégradamente en el
nicleo Ambiguo. (), motoneuronas esofigicas; (@) motoneuronas
faringeas; (%) motoneuronas del cricotiroideo; (A) neuronas
preganglionares parasimpaticas; (A) motoneuronas del nervio
laringeo recurrente. Abreviaturas: OIA, subnicleo medial A de la
oliva inferior; OIB, subnicleo medial B de la oliva inferior; OID,
nicleo dorsal de la oliva inferior; RO, nicleo del rafe oscuro;
RtL, nacleo reticular lateral; RVL, nucleo reticular
rostroventrolateral. Coordenadas: como en la figura 20.
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23 y 24A). Las motoneuronas del cricotiroideo se hallaron ventrales
a las motoneuronas esofdgicas y faringeas, y, sélo ocasionalmente,
alguna neurona se localizé medial o dorsomedial a las anteriores
(Figs. 23 y 24A y B). Las neuronas parasimpaticas vagales formaron
un grupo muy compacto, situado ventral a las motoneuronas, aunque
algunas de ellas también se localizaron ventrolaterales,
entremezcladas con el grupo de neuronas parasimpaticas

glosofaringeas (Fig. 24A).

Entre 1,7 y 2,1 mm rostrales al cero, el numero de neuronas
marcadas decrecié rapidamente (Fig. 20I). Esta seccién del nucleo
Ambiguo, situada dorsal al nicleo facial, es la mas rostral del
mismo. En esta regién se localizaron las motoneuronas faringeas del
nervio glosofaringeo, mediales respecto de las Ultimas motoneuronas

esofdgicas.

4.2.- CARACTERIZACION DE LA ORGANIZACION TOPOGRAFICA DEL
GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL

En el presente apartado se pretendié examinar en detalle la
organizacién anatémica de los distintos grupos de motoneuronas,
neuronas propiobulbares y neuronas bulboespinales que constituyen
el GRV, mediante 1la inyeccién simultidnea de tres marcadores
neuronales fluorescentes por transporte axdénico retrégrado.. Esta
técnica podria demostrar: i) las posibles ramificaciones axonales
si se encontraban neuronas doble o triplemente marcadas y ii) la

organizacién topografica del GRV.

4.2.1.- Neuronas propiobulbares

El marcador amarillo diamidino se inyecté en el bulbo
ventrolateral donde se registré predominantemente actividad
espiratoria. El fluorocromo difundié, en todos los casos, en un
drea situada, en el eje rostrocaudal, entre 1 y 1,5 mm caudales al
punto de referencia tomado como cero (borde rostral del area
postrema). El &area de difusién, en el eje dorsoventral, abarcé el

nicleo Ambiguo y el nicleo reticular ventrolateral caudal; pero
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Fig. 23. Microfotografia de fluorescencia de neuronas marcadas
retrégradamente con distintos fluorocromos en el nicleo Ambiguo a
nivel de 1,6 mm rostrales al cero. Abreviaturas: CT, motoneuronas
del cricotiroideo; Es, motoneuronas esofagicas; F, motoneuronas
faringeas; Ps, neuronas preganglionares parasimpaticas. Barra:
25 pu. (*) neuronas marcadas con azul rapido; flechas, neuronas
marcadas con rodamina; (W) neuronas marcadas con fluoro oro.
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Fig. 24. Microfotografias de fluorescencia de neuronas marcadas
retrégradamente con distintos fluorocromos en el niucleo Ambiguo.
A: Motoneuronas del cricotiroideo (CT); motoneuronas esofagicas,
(Es) motoneuronas faringeas (F) y neuronas preganglionares
parasimpaticas (Ps) en la parte mas rostral del nacleo ambiguo
(1,5 mm). B: Motoneuronas esofagicas, motoneuronas faringeas,
motoneuronas del cricotiroideo y neuronas parasimpaticas en la
parte rostral del nicleo ambiguo (1,2 mm). C: motoneuronas
faringeas, motoneuronas del nervio laringeo superior, y
motoneuronas del cricotiroideo en el nivel 0,8 mm rostrales al
cero. D: Motoneuronas faringeas y motoneuronas del nervio laringeo
recurrente (NLR) en el nivel 0,3 mm rostrales al cero. Barra:
100 p. Simbolos: (%) neuronas marcadas con azul rapido; (/)
neuronas marcadas con rodamina; (*) neuronas marcadas con fluoro
oro y (-*-) neuronas marcadas con amarillo diamidino.
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nunca alcanzé el nlicleo reticular lateral (Fig. 13C y D). Asi pues,

este area se identificé como GRV caudal.

Aparecieron neuronas marcadas con amarillo diamidino, tras
la inyeccién del mismo en el GRV caudal (Fig. 13C), a todo lo largo
del bulbo raquideo, pero sélo se contabilizaron las neuronas
localizadas dentro de la regién que constituye el GRV (Fig. 25A);
es decir, en el nicleo Ambiguo y formacién reticular adyacente. Los

resultados globales fueron los siguientes:

i) en el &area rostral a la inyeccidén, es decir desde 1 mm
caudales al cero hasta 2 mm rostrales al mismo, la mayoria de las
neuronas marcadas (media de células marcadas por animal, n= 682,
rango 532-795, 65%) lo fueron homolateralmente y el resto (n= 353,

rango 256-398, 35%) contralaterales al sitio de inyeccién;

ii) una media de 80 neuronas marcadas (rango 65-100) se

encontré contralateralmente al sitio de inyeccién; y

iii) un promedio de 65 neuronas marcadas (rango 38-145) se
obtuvo en el lado homolateral, caudal a la inyeccién, y una media
de 31 neuronas (rango 11-60) en el lado contralateral. Estos datos
dan un porcentaje de proyeccién homolateral del 68% y contralateral

del 32% hacia el GRV caudal.

La densidad de neuronas marcadas varié a lo largo del eje
rostrocaudal del GRV. El pico miaximo de densidad se observé 0,5 mm
caudales al cero, en el lado homolateral, en una zona muy cercana
al lugar de la inyeccién. La densidad de células marcadas a 1 mm

rostral al cero fue similar en ambos hemibulbos (Fig. 25A).

Un 67% de las células marcadas (media 806 y rango 632-995) en
el GRV, se localizaron ventrales al nucleo Ambiguo y las restantes
(33%) dorsales al mismo. La distribucién de estos dos subgrupos de
neuronas fue diferente a lo largo del eje rostrocaudal del GRV. las
neuronas localizadas dorsales al ndcleo Ambiguo fueron mucho mas
numerosas en los niveles mas caudales del nicleo (entre 1 y 0,5 mm
caudales al cero; Fig. 25D). Sin embargo, las neuronas ventrales al

nicleo Ambiguo se distribuyeron de forma mas homogénea a lo largo



Fig. 25. Histogramas de frecuencias de las neuronas marcadas a lo
largo del eje rostrocaudal del GRV. A: Neuronas propiobulbares que
proyectan al GRV caudal. B: Neuronas bulboespinales que proyectan
al nacleo frénico. C: Motoneuronas del nacleo Ambiguo. D-G: Las
neuronas propiobulbares y bulboespinales se subdividieron en dos
grupos de acuerdo con su localizacién, en el plano coronal, con
respecto al nicleo Ambiguo. Ordenadas: media de células marcadas,
en dos experimentos, en secciones de 100 p de grosor. Abcisas:
localizacién rostrocaudal de las secciones; cero definido como el
borde rostral del 4area postrema. Izquierda, caudal; derecha,
rostral. Abreviaturas: h, homolateral; c, contralateral; N. Prop.,
neuronas propiobulbares; N. bulb., neuronas bulboespinales.
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del eje rostrocaudal del GRV, aunque en mayor numero en el lado

homolateral (Fig. 25E).

4.2.2.- Neuronas bulboespinales

Las inyecciones de azul réapido se realizaron en la parte
rostral del niucleo frénico, a nivel de C4, en el centro de un area
donde se registré actividad inspiratoria (Fig. 13B). El volumen de
marcador inyectado fue lo suficientemente grande como para alcanzar
los axones de paso de las neuronas bulboespinales que terminan en
la parte mds caudal del nucleo frénico. De este modo se asegurd la
captacién del fluorocromo por la mayoria de los axones
bulboespinales, ya que el area de difusién alcanzé la sustancia
blanca ventral (Fig. 13A). Las neuronas marcadas se encontraron a
todo lo largo del bulbo raquideo, pero sélo se contabilizaron

aquellas situadas dentro del GRV definido previamente.

Se contabilizé una media de 496 (rango 314-524) neuronas
bulboespinales marcadas. Esta media fue menor que la de las

neuronas propiobulbares estudiadas en el apartado anterior.

El 65% de las neuronas bulboespinales se ubicaron
homolaterales al sitio de inyeccién (media 322, rango 219-368). No
se incluyeron las neuronas situadas en la porcién del GRV caudal
inyectada con amarillo diamidino, ya que no se pudieron visualizar

correctamente al microscopio.

Neuronas marcadas con azul rapido se hallaron distribuidas a
todo lo largo del eje rostrocaudal del GRV (Fig. 25B). El1 50% de
estas neuronas (media de 268, rango 195-317) se localizaron
ventrales al ntcleo Ambiguo, presentando una proyeccién
preferentemente homolateral en la zona mas rostral del GRV (Fig.
25G). El 50% restante se hallé dorsal al nacleo Ambiguo,
exhibiéndose una mayor densidad de células marcadas en los niveles

m4s caudales de dicho nucleo (Fig. 25F).

La orientacién de los &arboles dendriticos de las neuronas

bulboespinales en el plano coronal fue dorsomedial, dirigiéndose



hacia el nicleo del tracto Solitario, y ventrolateralmente, hacia

la superficie bulbar ventral.

4.2.3.- Motoneuronas

Las motoneuronas del nucleo Ambiguo se marcaron tras la
inyeccién de fluoro oro en los masculos y nervios que se

describieron en Material y Métodos (apartado 3.2.1).

Las neuronas marcadas aparecieron en menor cantidad en la
zona caudal del nicleo Ambiguo, incrementandose su nimero en la
direccién rostral del mismo. El pico maximo de densidad se encontré
a 1,5 mm rostrales al cero. En niveles rostrales a 1,6 mm, el
nimero de motoneuronas marcadas se fue haciendo mucho menor hasta
alcanzar el nivel 2 mm rostrales al ¢ero. Rebasado dicho punto, no
se detecté la presencia de neuronas marcadas. Esta distribucién, a
su vez, presentd pequefios picos de densidad de marcaje; o lo que es
lo mismo, se agruparon preferentemente segin las diferentes
subpoblaciones de neuronas que constituyen el nicleo Ambiguo (i.e.:
laringeas, faringeas, esofdgicas y neuronas parasimpaticas) (Fig.
25C).

La arborizacién dendritica de las motoneuronas se orientd
dorsomedialmente, hacia el nacleo del tracto Solitario, las
dendritas dorsales y ventrolateralmente, hacia el borde bulbar

ventral, las dendritas ventrales.

4.2.4.~ Organizacién en el Grupo Respiratorio Ventral de las

neuronas propiobulbares, bulboespinales y motoneuronas

En primer lugar, hay que destacar que no aparecieron neuronas

doblemente marcadas.

Los experimentos de multiple marcaje neuronal demostraron la
elevada organizacién topografica gque posee el "GRV. Asi, cada
poblacidén neuronal (neuronas propiobulbares, bulboespinales o

motoneuronas) ocupd una posicién muy precisa, tanto en el eje
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rostrocaudal como en el eje dorsoventral dentro del GRV. La

distribucién fue la siguiente:

Caudal a 1,3 mm caudales al cero, sélo se encontraron algunas
motoneuronas (y/o neuronas parasimpaticas) del nucleo Ambiguo,
entremezcladas con las neuronas proplobulbares y bulboespinales
marcadas (Fig. 26D). Las primeras mostraron una distribucién muy
laxa, la mayoria de ellas de pequefio tamafio y de forma fusiforme,

sugiriendo una naturaleza parasimpatica (Fig. 28D).

Entre 1,3 mm caudales al cero y 0,3 mm rostrales al mismo,
las neuronas marcadas presentaron una distribucién laxa (Figs. 26C
y 28C). La gran mayoria de las motoneuronas se localizaron en el
centro del GRV, aunque algunas de ellas ocuparon posiciones més
dorsomediales o mds ventrolaterales. Las neuronas bulboespinales se
localizaron en las posiciones mis distantes del nucleo Ambiguo. Las
neuronas bulboespinales dorsales se  encontraron disgregadas;
nientras que las neuronas bulboespinales ventrales se dispusieron
agrupadamente. Algunas de las neuronas bulboespinales se hallaron
entremezcladas con las neuronas propiobulbares, rodeando a las
motoneuronas (Figs. 26C y 28C). En esta zona del nucleo Ambiguo,
las motoneuronas se organizaron en forma laxa, aunque algunas
formando grupos de 3 a 5 neuronas, separados entre si por somas
propiobulbares e, incluso a veces, bulboespinales. El conjunto de
las tres poblaciones neuronales en el plano coronal del GRV se
asemejé a una columna de células, oriéntada en direccién
dorsomedial hacia el nacleo del tracto Solitario y cuyo limite
ventral fue el nudcleo reticular lateral y mas estrecha en su parte

dorsomedial (Figs. 26C y 28C).

Entre 0,4 y 1 mm rostrales al cero, las motoneuronas se
agruparon mas densamente que en las secciones del GRV anteriores,
observandose con claridad los limites del nicleo Ambiguo. No se
encontraron neuronas propiobulbares o bulboespinales entremezcladas
con las motoneuronas. En general, los diferentes tipos de neuronas
formaron grupos mads compactos. La gran mayoria de las neuronas
propiobulbares ocuparon pdsiciones ventrales al nUcleo Ambiguo y, a
su vez, las neuronas bulboespinales presentaron una distribucién

preferentemente ventral o ventrolateral a las neuronas
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Fig. 26. Diagramas representativos de 4 secciones coronales del.
bulbo mostrando la localizacién de los somas marcados de 3 tipos
diferentes de neuronas: neuronas proplobulbares que proyectan al
GRV caudal (circulos), neuronas bulboespinales que proyectan al
nicleo frénico (tridngulos) y motoneuronas del nidcleo Ambiguo
(cuadrados). Las neuronas consideradas que forman parte del GRV
estan representadas con simbolos rellenos; mientras que aquellas
que no se contabilizaron en el presente estudio, se representan con
simbolos blancos. Abreviaturas: 12, nicleo hipogloso; 12n, nervio
hipogloso; FLM, fasciculo longitudinal medial; OI, oliva inferior;
RO, niGcleo del rafe oscuro; RtL, nacleo reticular lateral.
Coordenadas como en la figura 20.



Fig. 27. Microfotografia de fluorescencia de neuronas marcadas en
el Grupo Respiratorio Ventral rostral en el nivel 1 mm rostral al
cero. Abreviaturas: Ad: neuronas propiobulbares marcadas con
amarillo diamidino; Ar: neuronas bulboespinales marcadas con azul
rapido; Fo: motoneuronas marcadas con fluoro oro. Barra: 100 u.






Fig. 28. Microfotografias de fluorescencia de neuronas marcadas en
los cuatro niveles representados en la figura 26 (A: 1,5, B: 0,5,
C: -0,5 y D: -1,5). Abreviaturas: Ad: neuronas propiobulbares
marcadas con amarillo diamidino; Ar: neuronas bulboespinales
marcadas con azul rapido; Fo: motoneuronas marcadas con fluoro
oro. Ay D: Barras, 200 pu. C y B: Barras, 100 p. D, dorsal; L,
lateral.
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propiobulbares. En alguna ocasién, algunas motoneuronas se

mezclaron con estos dos grupos de neuronas (Figs. 26B, 27 y 28B).

Entre 1 mm y 1,6 mm rostrales al cero se observaron los
mayores niveles de apelmazamiento de 1los somas de las neuronas
marcadas. Las neuronas propiobulbares se localizaron muy agrupadas,
ventromediales al nlcleo Ambiguo en 1la formacién reticular
ventrolateral rostral, sin alcanzar los limites del nucleo
paragigantocelular. En esta zona, también se encontraron algunas
neuronas bulboespinales, preferentemente rodeando a las neuronas
propiobulbares. Unicamente unas pocas neuronas marcadas se situaron

dorsales al nuicleo Ambiguo (Figs. 26A y 28A).

Entre 1,6 y 2,1 mm rostrales al cero las motoneuronas mas
rostrales del nlUcleo Ambiguo se dispusieron dorsales al nuacleo
facial. En esta zona, carente de neuronas bulboespinales, sélo se
encontré un pequefio nimero de neuronas propiobulbares, situadas

alrededor de las motoneuronas.

4.3.- CARACTERIZACION DE LAS PROYECCIONES AFERENTES A LAS
TRES SUBDIVISIONES DEL GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL

El principal objetivo de este apartado fue la localizacién de
las neuronas que proyectan especificamente a las principales

subdivisiones morfofisiolégicas del GRV.

4.3.1.- Localizacién de las tres subdivisiones del Grupo

Respiratorio Ventral

Siguiendo el procedimiento descrito en material y métodos,
(apartado 3.2.3) se constataron tres subdiviones en el GRV, en
funcién de la actividad respiratoria presentada por las neuronas de
dichas 4reas. Estas tres subdivisiones se localizaron en las
siguientes coordenadas: i) entre 2 y 1 mm caudales al cero, la
actividad multiunitaria extracelular de las neuronas registradas
fue predominantemente espiratoria (Fig. 15F); ii) entre 1 mm caudal
al cero y 1 mm rostral al mismo, la actividad multiunitaria

extracelular de las neuronas registradas fue predominantemente
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inspiratoria (Fig. 15D) y iii) entre 1 y 1,6 mm rostrales al cero,
la actividad multiunitaria extracelular de las neuronas registradas
en el GRV fue predominantemente espiratoria (Fig. 15B). Para el
presente estudio dichas areas se identificaron como GRV caudal, GRV

rostral y Complejo de B6tzinger, respectivamente.

4.3.2.- Sitios de inyecciédn

Las inyecciones de azul rapido se realizaron en aquellas
zonas del bulbo ventrolateral donde se encontré una mayor amplitud
de actividad multiunitaria extracelular, correlacionada con la
actividad del diafragma. El marcador difundié sobre un area de 200
a 300 pum de diametro en las coordenadas rostrocaudales descritas en
el apartado anterior, en todas las ocasiones (Fig. 15A, C y E). Los
sitios de inyeccién consistieron en una zona central de intensa
fluorescencia, debida al depésito de los cristales de azul réapido,
rodeada de una zona periférica con menor intensidad de
fluorescencia y con numerosas células de la glia marcadas con azul
rapido. Estas inyecciones se localizaron dorsales a la formacién
reticular lateral, englobando al micleo Ambiguo; con la excepcidén
de las inyecciones realizadas en el Complejo de Bdtzinger, que se
localizaron ventromediales al mismo (Fig. SA). Asi pues, las
inyecciones se colocaron en las areas de mayor densidad de neuronas
propiobulbares y bulboespinales y motoneuronas, ya demostradas en

los experimentos anteriores (apartado 4.1.1).

4.3.3.~ Conexiones aferentes al Grupo Respiratorio Ventral

Neuronas marcadas con azul réapido se encontraron a todo 1lo
largo del eje fostrocaudal del tronco del encéfalo. Sin embargo,
dichas neuronas aparecieron: i) con mayor frecuencia en el lado
homolateral al de las inyecciones (el lado derecho); 1ii) en mayor
nuamero tras las inyecciones en el Complejo de BoStzinger y GRV
rostral que cuando se inyecté el GRV caudal y iii) en mayor
densidad en los nicleos y areas bulboprotuberanciales que se citan

a continuaciodn.
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4.3.3.1.~ Interconexiones entre las subdivisiones del Grupo

Respiratorio Ventral

Las tres subdivisiones del GRV estan altamente
interconectadas entre si; ya que tras los tres tipos de inyecciones
se encontraron neuronas marcadas a todo lo largo del GRV. Dichas
neuronas se localizaron a ambos lados de la linea media, desde una
zona que se corresponde con la unién espinobulbar hasta los niveles
mas rostrales del nicleo Ambiguo (Figs. 29-31). Cuando la inyeccién
se realizé en el Complejo de Bstzinger o en el GRV rostral, las
neuronas marcadas en el GRV caudal se distribuyeron muy laxamente
formando una columna de células de forma elongada dorsal al nucleo
reticular lateral. Esta columna de neuronas se orientd, en el plano
coronal en direccién dorsomedial en direccién hacia el nicleo del
tracto Solitario pero sin alcanzarlo y en direccién ventrolateral
hacia el borde ventral de la superficie bulbar (Figs. 29, 30 y
35D). La poblacién de interneuronas que conectan las distintas
subdivisiones del GRV no presenté la misma disposicién en los
niveles mas rostrales del GRV. Tras la inyeccién en el Complejo de
Bstzinger o en el GRV caudal, las neuronas marcadas en el GRV
rostral constituyeron un grupo mas definido, con una distribucién
semicompacta (Figs. 35B y C). Por ultimo, las neuronas marcadas en
el Complejo de BStzinger, tras la inyeccién en el GRV rostral o en
el GRV caudal, se encontraron muy delimitadas, en una posicién
ventral al nicleo Ambiguo (Figs. 30, 31 y 35A). Independientemente
de la subdivisién del GRV inyectada, un gran numero de neuronas

marcadas aparecieron contralaterales a la zona inyectada (Tabla 1).

4.3.3.2.- Nicleo del tracto Solitario.

Un gran nUmero de neuronas marcadas retrégradamente con-azul
rapido aparecié en los distintos subntcleos del tracto Solitario
tras cualquiera de las diferentes inyecciones realizadas en el GRV.
Las neuronas marcadas se extendieron desde 1,5 mm caudales al cero,
en el subnicleo comisural, hasta 1 mm rostral al cero, en el
subnicleo dorsomedial. No obstante, no se encontraron neuronas
marcadas en el tercio rostral del nucleo del tracto Solitario,
desde 1 a 2 mm rostrales al cero. En todos los casos, el numero de

células marcadas fue siempre mayor en el lado homolateral al de las



Fig. 29.- Diagramas representativos de secclones coronales
bulboprotuberanciales mostrando la localizacién de los somas de
las neuronas marcadas (puntos) tras la inyeccién de azul répido en
el Complejo de Botzinger (flecha). Cada punto representa dos
células marcadas en una seccién de 50 p de grosor. Coordenadas:
distancia en mm respecto del borde rostral del &rea postrema,
tomado como cero; +, rostral; -, caudal. Abreviaturas: 7n, nervio
facial; 12n, nervio hipogloso; Amb, nicleo Ambiguo; cu, fasciculo
cuneado; gr, fasciculo gracil; pd, haz predorsal; sol, tracto
Solitario.






Fig. 30.- Diagramas representativos de secciones coronales
bulboprotuberanciales mostrando la localizacién de los somas de
las neuronas marcadas (puntos) tras la inyeccién de azul réapido en
el GRV rostral (flecha). Coordenadas, abreviaturas y
representacién neuronal como en la figura 29.






.Fig. 31.- Diagramas representativos de secciones coronales
bulboprotuberanciales mostrando la localizacién de los somas de
las neuronas marcadas (puntos) tras la inyeccién de azul réapido en
el GRV caudal (flecha). Coordenadas, abreviaturas y representacién
neuronal como en la figura 29.
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inyecciones (Figs. 29-31, Tabla 1). La mayor densidad de marcaje
neuronal se encontrd en los subnicleos del tracto Solitario
relacionados con la funcién respiratoria (Herbert y col., 1990),
tales como el ventrolateral, intermedio y comisural (Tabla 1). Sin
embargo, los subnicleos de la parte visceral del tracto Solitario
mostraron un ndmero muy pequefio de neuronas marcadas (Tabla 1).
Sélo se encontraron algunas neuronas en el subndcleo dorsomedial,
aunque su nuimero fue mayor tras la inyeccién del fluorocromo en el
GRV rostral (Fig. 33), y muy pocas neuronas se hallaron en los
subnicleos medial, parvocelular y gelatinoso (Figs. 32-34 y 36D-E).
El subnicleo central del tracto Solitario aparecié fuertemente
marcado sélamente cuando el Area de difusién de la inyeccién de
azul rapido, centrada en el Complejo de Bdtzinger, alcanzé la
porcién mas rostral del nicleo Ambiguo (Fig. 18). Por otra parte,
este subnicleo no presenté neuronas marcadas cuando la difusién de
la inyeccidén fue pequefia y ésta se situd ventral al ndcleo Ambiguo,

sin afectarlo.

Se observd una clara distribucién topografica de las neuronas
marcadas que proyectan a cada una de las tres subdivisiones del
GRV. Asi pues, las neuronas que proyectan a la divisién mids caudal
del GRV (GRV caudal) se situaron mas caudales en los distintos
subnicleos del tracto Solitario y aquellas que proyectan a las
subdivisiones mas rostrales del GRV se situaron, asi mismo, més
rostrales en dichos subnicleos. Esta distribucién topografica fue
ain mids acusada en los subnicleos ventrolateral e intermedial del

tracto Solitario (Tabla 1)..

En el area postrema homolateral a la inyeccidén se encontraron
neuronas marcadas, agrupadas en su zona periférica; es decir, en
las zonas colindantes con los subnlicleos comisural, parvicelular y
dorsomediallhdel tracto Solitario. Sin embargo, el nUmero de
neuronas marcadas varié considerablemente en funcién del tipo de
inyeccién; ya que no aparecieron neuronas marcadas tras la
inyeccién en el Complejo de Bbtzinger (Fig. 32) y si un alto nimero

de ellas tras la inyeccién en el GRV caudal (Figs. 33, 34 y 36D).



TABLA 1

Resumen de los resultados cuantitativos obtenidos tras los tres
tipos de inyecclones con azul rapido en el Grupo Respiratorio

Ventral
Nicleos con CB GRV rostral GRV caudal
neuronas marcadas h c h c h c
CB inj +++ +++ ++ ++ +
GRV rostral +++ ++ inj +++ +4+ ++
GRV caudal +++ ++ +4 + in}J ++
Tracto Solitarlo
ventrolateral ++ - +++ + ++ +/-
intermedio +4++ - +4++ + ++ +/-
central +/- - - - - -
medial + +/- + - +/- -
gelatinoso +/- - + - 4/~ -
dorsomedial + +/= +4 - + -
comisural + +/- ++ + ++ +
parvocelular +/- - +/- - +/- -
Area postrema - - ++ + +4+ +
Parabraquial
medial +++  + ++ + ++ +
externolateral +/- - +/- - +/- -
centrolateral +4++ + ++ +/=- + -
ventrolateral +/= - +/- - - -
dorsal + - ++ - + -
Kolliker-Fuse +++  ++ ++++ ++ +++ +
Paragigantocelular lateral
rostral ++ + +++ ++ + +
caudal ++ +/~ ++ +/- + -
Retrotrapezoide + - ++ - +/- -
Tegmental lateral
periférico del facial ++ + + +/= + +/-
A5 +++ + ++ + + +/-
Tegmental magnocelular
rostral g ++ + ++ +/- +/- -
caudal +/- - + +/- iy
Rafe magno + +/- + - - -
Rafe oscuro + +/= + +/- +/- -
Trigémino espinal
rostral + +/- +/- - - -
intercalado + +/- + +/— + -
caudal - - - - /- -

Las neuronas se contaron en secciones de 50 u;
+/-, escasas neuronas en algin experimento o en alguna seccién; +,
1-5 neuronas; ++, 6-15 neuronas;

neuronas; h, homolateral; c,

contralateral;

+++

’

ninguna neurona;

16-30 neuronas; 31-

Botzinger; GRV, Grupo Respiratorio Ventral.

CB,

Comple jo

50
de



4.3.3.3.- Nucleos parabraquial y de K&élliker-Fuse

Se encontraron neuronas marcadas a todo lo largo del eje
rostrocaudal, a ambos lados de la linea media, en los nicleos
parabraquial medial y de Kélliker-Fuse y en diversos subnicleos del
parabraquial lateral (Tabla 1). Sin embargo, en los niveles mas
caudales de los nuicleos parabraquial y de Kdlliker-Fuse, el marcaje
neuronal homolateral fue mas intenso que el hallado en los niveles

mas rostrales de dichos nicleos.

Cuando se inyectd, con azul rapido, el GRV rostral o el GRV
caudal, las neuronas marcadas en el nicleo parabraquial medial se
localizaron exclusivamente en los bordes laterales y
ventrolaterales del mismo (Figs. 33, 34 y 36A). Sin embargo, cuando
la inyeccién de fluorocromo se centré en el Complejo de Bétzinger
se observé un mayor ndmero de neuronas marcadas que en el caso
anterior y en una zona mas amplia del nucleo parabraquial,
incluyendo posiciones mds mediales y mas rostrales a las

previamente descritas.

Diversos subnicleos del parabraquial lateral presentaron
neuronas marcadas tras las inyecciones del trazador en el GRV
(Tabla 1), con una distribucién similar para los tres tipos de
inyecciones. Las células marcadas se organizaron en una columna
que, arrancando desde el borde dorsal del nicleo de K&lliker-Fuse,
rodeé el subnicleo externo lateral hasta alcanzar los subnicleos
central lateral y dorsal 1lateral del mismo. Sin embarge, la
densidad celular fue ligeramente distinta tras la inyeccién del
fluorocromo en el Complejo de B&tzinger; ya que las células
encontradas en el subnicleo central lateral se agruparon de forma

diferente a las otras dos series experimentales (Fig. 32).

La mayor densidad de marcaje neuronal dentro del nicleo de
Kslliker-Fuse se encontré tras la inyeccién del trazador en el GRV
rostral y la menor densidad tras la inyeccidén en el Complejo de
Bstzinger. No obstante, si se subdivide el nucleo de Kdlliker-Fuse
en tres areas a lo largo del eje rostrocaudal, la gran mayoria de
las neuronas marcadas se hallaron en la zona intermedia ‘de dicho

nicleo (Figs. 32-34).
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Fig. 32.- Distribucién de los somas de las neuronas marcadas con
azul réapido tras la inyeccién del marcador en el Complejo de
Bétzinger. Cada punto representa una neurona marcada en una seccién
de 50 p de grosor A: Secciones coronales a nivel de 1la
protuberancia, mostrando la localizacién de las neuronas en 1los
nicleos parabraquial y de Kolliker-Fuse (KF). B: Dilagramas de
secciones coronales del bulbo ventrolateral mostrando las neuronas
marcadas en los nuUcleos paragigantocelular lateral (PGCL) vy
retrotrapezoide (RTP). C: Diagramas de secciones coronales del
bulbo dorsal mostrando "la localizacién de las neuronas marcadas en
los distintos subnicleos del tracto Solitario. Coordenadas:
distancia en mm respecto del cero. Abreviaturas: 10, nicleo motor
dorsal del vago; 12, nuacleo hipogloso; ¢, s, v, e, d y exm
subnicleos central, superior, ventral, externo, dorsal y externo
medial del parabraquial lateral, respectivamente; m, nicleo
parabraquial medial; g, vl, dm, d, ¢ y m, subniucleos gelatinoso,
ventrolateral, dorsomedial, dorsal, central y medial del nucleo del
tracto Solitario, respectivamente; Acs7, ndcleo accesorio del
facial; AP, area postrema; CTL, campo tegmental lateral; CTM, campo
tegmental magnocelular; Gr, nucleo gracil; In, nicleo intercalar;
OSL, oliva superior lateral; pcs, peddanculo cerebeloso superior;
RMg, nudcleo del rafe magno.
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Fig. 33.- Distribucién de los somas de las neuronas marcadas con
azul rapido tras la inyeccién del marcador en el GRV rostral.
Diagramas, coordenadas y representacién neuronal como en la figura
32. Abreviaturas: i, subndicleo ‘intermedio del tracto Solitario;
las demas como en la f}gura 32.
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Fig. 34.- Distribucién de los somas de las neuronas marcadas con
azul réapido tras la inyeccién del marcador en el GRV caudal.
Diagramas, coordenadas y representacién neuronal como en la figura
32. Abreviaturas: pc y com, subnicleos parvocelular y comisural del
tracto Solitario, respectivamente; los demas como en la figura 32.



102

Se observd una ligera distribucién topografica de las
neuronas marcadas que proyectan desde los nicleos pontinos a cada
una de las tres subdivisiones del GRV. Asi, las neuronas que
proyectaron a la divisién mds caudal del GRV (GRV caudal) se
sitGaron mas caudales dentro de 1log distintos subnicleos del

parabraquial medial y del K&lliker-Fuse (Tabla 1).

Tras 1las inyecciones en el Complejo de Botzinger y GRV
rostral se localizé una columna de neuronas marcadas
dorsolateralmente al nucleo parabraquial medial, en su porcién més
rostral. Esta columna de células se extendié al borde ventrolateral
del subnicleo central lateral, cruzando los peduinculos cerebelosos
superiores. Asi mismo, se encontré un grupo de células marcadas en
el nicleo subceruleo dorsal, Jjusto medialmente al nicleo de
Kélliker-Fuse y ventral al nicleo parabraquial medial, tras las

inyecciones en cualquiera de los subgrupos del GRV.

4.3.3.4.- Nicleo paragigantocelular lateral

El nacleo paragigantocelular 1lateral presenté neuronas
marcadas con azul rapido a ambos lados de la linea media, en sus
dos subdivisiones caudal y rostral, en las tres series
experimentales. Los somas localizados en la parte caudal del nicleo
se dispusieron justo mediales y ventromediales al Complejo de
Botzinger. Las neuronas marcadas presentaron un elevado porcentaje
de proyeccién homolateral (Tabla 1 y Figs. 32-34). En el nivel
rostral del nicleo paragigantocelular lateral las neuronas marcadas
se dispusieron mediales al nucleo facial, aunque en numero similar
en el lado contralateral y homolateral. Si bien se observé una gran
similitud respecto a la localizacién y distribucién de las neuronas
marcadas tras los tres tipos de inyecciones de fluorocromos, éstas
fueron mds numerosas en el experimento de inyecciones en el GRV

rostral (Figs. 32-34 y 36B).

4.3.3.5.~ Campo tegmental lateral

En el campo tegmental lateral de la protuberancia aparecieron

células marcadas a ambos lados de la linea media, aunque en mayor



Fig. 35.- Microfotografias de fluorescencia de células marcadas
con azul réapido, tras la inyeccién del fluorocromo en el Complejo
de Botzinger, de cuatro niveles representativos del bulbo
ventrolateral. A: Representa el nivel mas rostral del GRYV,
Complejo de Botzinger. D: Representa el nivel mas caudal del GRY,
GRV caudal. B y C: Niveles intermedios del GRV rostral. Barras:
150 p.
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densidad en el lado homolateral, tras las diferentes inyecciones en
el GRV. Estas neuronas marcadas se ubicaron preferentemente en dos
dreas: 1) dorsalmente al nucleo facial, algunas de ellas formando
una columna celular continua con las neuronas marcadas localizadas
en el nlUcleo paragigantocelular lateral rostral y ii) dorsalmente
al nacleo de la oliva superior y mediales al nervio facial, en una
zona cercana al nuicleo reticular intermedio (Tabla 1, Figs. 32-34 y
36B). En ambas areas se encontraron neuronas marcadas en las tres
series experimentales, aunque en mayor numero tras la inyeccién en

el Complejo de Bdtzinger.

4.3.3.6.- Nicleo retrotrapezoide

El nGcleo retrotrapezoide lo constituye un pequefio grupo de
células, localizadas ventralmente al nicleo facial y lateralmente a
la subdivisién rostral del nucleo paragigantocelular lateral vy
limitado rostralmente por el borde caudal del nucleo de la oliva
SUperior (Smith y col., 1989). Este nicleo aparecié densamente
marcado tras las inyecciones de fluorocromo en el GRV rostral y
Complejo de Bodtzinger (Figs. 32-34 y 36B-C) y, en menor medida,
tras la inyeccién en el GRV caudal. Las proyecciones desde este
ndcleo a cualquiera de las tres subdivisiones del GRV fueron

exclusivamente homolaterales (Figs. 29-31).

4.3.3.7.- Campo tegmental magnocelular

En el campo tegmental magnocelular se observaron neuronas
marcadas con azul rapido, tanto en su divisién caudal como en la
rostral, con predominancia de las proyecciones homolaterales (Figs.
32-34; Tabla 1). El mayor numero de células marcadas se encontré en
la subdivisién rostral, tras las inyecciones de azul rapido en el

Complejo de Bsdtzinger y GRV rostral (Figs. 32, 33 y 36B).

4.3.3.8.- Nicleos del rafe

Tras los tres tipos de inyecciones en el GRV se localizaron

neuronas marcadas en el lado homolateral del nicleo del rafe oscuro



Fig. 36.- Microfotografias de fluorescencia de células marcadas
con azul rapido de diferentes niveles representativos del tronco
del encéfalo. A: Neuronas marcadas en los nilcleos parabraquial y
de K6lliker-Fuse (KF) tras la inyeccién del fluorocromo en el GRV
rostral. B-C: Neuronas marcadas en los nuUcleos paragigantocelular
lateral (PGCL) y retrotrapezoide (RTP) tras la inyeccién del
‘marcadOr en el GRV rostral. D y E: Neuronas marcadas en los
distintos subnuicleos del tracto Solitario.y 4&rea postrema (AP)
tras la inyeccién de azul rapido en el GRV caudal. Abreviaturas:
como en la figura 32.
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(Tabla 1, Figs. 29-31). Asi mismo, se observaron neuronas marcadas
en el lado homolateral del niicleo del rafe magno, ventromediales a
las encontradas en la subdivisién rostral del campo tegmental
magnocelular; pero sélo cuando se inyecté el fluorocromo en el

Complejo de Botzinger o en el GRV rostral (Figs. 29 y 30).

4.3.3.9.- Nicleo trigémino espinal

El nucleo trigémino espinal aparecié escasamente marcado tras
las diferentes inyecciones realizadas en el GRV, la mayor parte de
las neuronas marcadas situadas en el 1lado homolateral (Figs.
29-31). La distribucién de dichas neuronas fue diferente en funcién
del experimento realizado. Las subdivisiones intercalar y oral del
nicleo trigémino espinal se marcaron tras la inyeccién del
fluorocromo en el Complejo de Bstzinger (Fig. 29); las
subdivisiones caudal e intercalar presentaron neuronas marcadas
tras la inyeccién de azul rapido en el GRV rostral (Fig. 30) y sélo
y exclusivamente se observaron neuronas marcadas en la subdivisién

caudal tras la inyeccién del trazador en el GRV caudal (Fig. 31).

4,.3.3.10.- Otros nicleos

Muy pocas células marcadas se observaron en los nuacleos
siguientes: i) reticular parvocelular y reticular gigantocelular
tras las inyecciones del fluorocromo en el Complejo de Bdtzinger;
ii) subdivisién caudal del reticular pontino, exclusivamente en el
lado contralateral, tras la inyeccién del trazador en el Complejo
de Bdtzinger y GRV rostral. Algunas de las neuronas marcadas se
localizaron en el borde del nucleo subcerileo, divisién ventral;
iii) subdivisiones dorsal y ventral de los nucleos reticulares
medulares tras las tres series experimentales y iv) borde
ventrolateral de la porcién mas caudal del nicleo hipogloso tras

las inyecciones en el GRV rostral.
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4.4.- CARACTERIZACION DE LAS PROYECCIONES  AFERENTES
BILATERALES A LAS TRES SUBDIVISIONES DEL GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL

El principal objetivo de este apartado fue localizar qué
neuronas, de las descritas en el experimento anterior, proyectan a
cada una de las principales subdivisiones fisiolégicas del GRV de

ambos hemibulbos, mediante colaterales axdénicas.

4.4.1.~ Sitios de inyeccién

Tanto las inyecciones de azul verdadero como las inyecciones
de amarillo diamidino se localizaron en coordenadas similares a las
descritas en el experimento anterior, en aquellas zonas que se
corresponden con las tres subdivisiones del GRV determinadas

previamente.

Los sitios de inyeccién del marcador amarillo diamidino
mostraron tres zonas concéntricas alrededor del tracto realizado
con el microelectrodo, ya descritas por Condé (1987): i) zona O,
drea del tejido dafiada; ii) zona 1, &area con alta fluorescencia
debido a la presencia de cristales del marcador fluorescente; y
iii) zona 2, area con baja fluorescencia y alto numero de células

de la glia marcadas con el marcador fluorescente (Fig. 17).

Los sitios de inyeccién del marcador azul verdadero mostraron
unas areas de difusién (4reas 1 y 2) mayores que las del marcador
amarillo diamidino (Fig. 17A). El tamafio de dichas inyecciones
varié entre 218 y 312 um para el azul verdadero y entre 187 y 250
um para el amarillo diamidino. A pesar de estas diferencias, no se
observé que el numero, la distribucién o el patrén de marcaje
homolateral o contralateral de cada una de las proyecciones al GRV
de las neuronas marcadas con azul verdadero fuera distinto al de

las inyecciones de amarillo diamidino (Tabla 2).

Neuronas doblemente marcadas se encontraron, en porcentaje
similar, en los nucleos del tronco del encéfalo del lado izquiérdo
o del lado derecho ( 51% y 49%, respectivamente). Este dato sefiala
que las propiedades de transporte axonal retrégrado y marcaje

neuronal son muy semejantes para ambos marcadores. Las neuronas



TABLA 2

Resumen de 1los resultados cuantitativos obtenidos tras 1la inyeccién
bilateral con amarillo diamidino y azul rapido, respectivamente, en .las tres
subdivisiones del Grupo Respiratorio Ventral.

numero de neuronas marcadas

Ndcleo Fluoro- _GRVc GRVr CB Solvl PBM/KF Media y
injectado cromo h c h c h c h c h c rango
ad 47 16 65 7 - - 7 6 92 18 322

CB (304-349)
av 121 8 70 7 - - 7 9 142 52 510

(480-672)
ad 9% 29 - - 9 7 37 5 17 6 206

GRVr (108-305)
av 89 38 - - 27 13 64 4 38 13 286

(97-277)
ad - - 32 9 9 4 24 5 15 8 106

GRVc (69-177)
av - - 24 7 16 2 26 6 7 6 94

(71-158)

Abreviaturas: GRVc, GRV caudal; GRVr, GRV rostral; CB, Complejo de
Bétzinger; Solvl, subnicleo ventrolateral del tracto Solitario; PBM/KF,
regién de los nucleos parabraquial medial y de Kdlliker-Fuse; ad, amarillo
diamidino; h, homolateral; ¢, contralateral; av, azul verdadero.
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doblemente marcadas (los nucleos marcados en amarillo y los somas y
dendritas en azul brillante) se localizaron en numerosos nicleos
troncoencefalicos. Las neuronas marcadas en los nucleos
paragigantocelular lateral, divisién rostral; campo tegmental
lateral; campo tegmental magnocelular; ndcleo reticular medular
dorsal; ndcleo reticular medular ventral y ndcleo subceruleo
constituyeron unos porcentajes inferiores al 0.5% del total de las
neuronas marcadas en dichas areas y solo se obtuvieron en algunos
experimentos concretos. Estos datos no se citaran a continuacién,
ya que no se contabilizaron para los resultados experimentales

presentes.

4.4.2.- Caracterizacién de las proyecciones aferentes

bilaterales al Complejo de Bdtzinger

Neuronas doblemente marcadas, en gran numero, se localizaron
en los nicleos parabraquial medial y de K&lliker-Fuse (Fig. 38D) y
en el GRV rostral (Figs. 37 y 38C). Estas neuronas doblemente
marcadas representaron un 2% del total de las neuronas marcadas con
cualquiera de los dos fluorescentes empleados. Sin embargo, las
neuronas encontradas en el GRV rostral se agruparon preferentemente
en los niveles desde 0,7 a 1 mm rostrales al cero y desde 0,4 mm
caudal al cero hasta el propio cero. Si sélo se tiene en cuenta las
neuronas marcadas en estas dos secciones del GRV rostral, los
neuronas doblemente marcadas constituyeron un 10% del total.
También aparecié un reducido nimero de neuronas doblemente marcadas
en el GRV caudal, en alguno de los experimentos realizados (Fig.

38A).

4.4.3.- Caracterizacién de 1las proyecciones aferentes

bilaterales al Grupo Respiratorio Ventral rostral

El Complejo de Botzinger fue el Area que presentd una mayor
densidad de neuronas doblemente marcadas proyectando a ambos GRV
rostral (Fig. 39D). Estas constituyeron un 3% del total de las
neuronas marcadas en dicha 4&rea. Algunas neuronas doblemente
marcadas aparecieron en 1los nucleos parabraquial medial y de

K5lliker-Fuse, pero en menor nimero y en menor proporcién (1% del



Fig. 37.- Microfotografia de fluorescencia de células marcadas en
el GRV rostral tras la inyeccién bilateral de azul verdadero (av)
y amarillo diamidino (ad) en el Complejo de BtGtzinger. La neurona
doblemente marcada (flecha) presenta marcados el nucleo con Ad y
el soma y las dendritas principales con Av. Abreviaturas: Amb,
nicleo Ambiguo.
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Fig. 38.- Microfotografias de fluorescencia de células marcadas en
diferentes nicleos bulboprotuberanciales tras la inyeccién de azul
verdadero (av) en la izquierda y amarillo diamidino (ad) en la
derecha del bulbo ventrolateral. A: Neuronas marcadas con av y ad
en el GRV caudal tras inyecciones en el Complejo de Botzinger
(CB). B: Neuronas marcadas con av y ad en el GRV rostral tras
inyecciones bilaterales en el GRV caudal. C: Neurona doblemente
marcada (flecha) en el GRV rostral tras inyecciones bilaterales en
el CB. Barras: 75 p. D: Neuronas marcadas con av y ad en los
ndicleos parabraquial medial y de K&lliker-Fuse tras la inyeccién
en ambos CB. Barra: 150 pu. Abreviaturas: pcs, pendinculo
cerebeloso superior.
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Fig. 39.- Microfotografias de fluorescencia de células marcadas en
diferentes nicleos troncoencefialicos tras 1la inyeccién de azul
verdadero (av) en la izquierda y amarillo diamidino (ad) en 1la
derecha del bulbo ventrolateral. A: Neuronas marcadas con av y ad
en el ndicleo ventrolateral del tracto Solitario tras inyecciones en
ambos GRV rostral. B: Neurona doblemente marcada (flecha) en el
nicleo ventrolateral del tracto Solitario tras inyecciones en ambos
GRV caudal. C: Neuronas marcadas con av y ad en el Complejo de
Botzinger tras inyecciones en ambos GRV caudales. D: Neuronas
doblemente marcadas en el Complejo de Botzinger tras inyecciones en
ambos GRV rostrales. Flechas, neuronas doblemente marcadas con av y
ad. Barras en A y C: 100 u. Barras en B y D: 25 p.
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total) que las encontradas tras la inyeccidén del trazador en el
Complejo de Botzinger. Ademas, se localizaron neuronas doblemente
marcadas en el nicleo ventrolateral de tracto Solitario; si bien
éstas soélo represetaron un 1% de las neuronas marcadas en dicha
zona (Fig. 39A). En ninglin experimento se observaron neuronas

doblemente marcadas en el GRV caudal.

4.4.4.- Caracterizacién de 1las proyecciones aferentes

bilaterales al Grupo Respiratorio Ventral caudal

Unicamente se localizaron neuronas doblemente marcadas en el
Complejo de Botzinger (Fig. 39C) y en el GRV rostral desde 0,8
hasta 1 mm rostral al cero (Fig. 38B). Sin embargo, estas neuronas
sélo representaron, aproximadamente, un 1% del total de las
neuronas marcadas en dichas areas. A diferencia de las dos series
experimentales anteriores, no se encontraron neuronas doblemente
marcadas en los nicleos parabraquial medial y de Kdlliker-Fuse, en
ninguno de los experimentos; tan sdélo aparecieron muy pocas
neuronas doblemente marcadas en el nicleo ventrolateral del tracto

Solitario en un solo experimento (Fig. 39B).

4.5.- CARACTERIZACION DE LAS PROYECCIONES EFERENTES DEL GRUPO
RESPIRATORIO VENTRAL A LA MEDULA ESPINAL CERVICAL

El principal objetivo de este apartado fue la localizacién de
las neuronas que proyectan desde las principales subdivisiones del
GRV al nicleo frénico de la médula espinal cervical. Al mismo
tiempo, se pretendié estudiar la importancia relativa de estas
proyecciones bulboespinales, en comparacién con- otras posibles

fuentes de proyeccién sobre el nicleo frénico.

En esta serie experimental, sélo un reducido nuUumero de
nicleos bulboprotuberanciales presentaron neuronas marcadas tras la
inyeccién de azul réapido en el nucleo frénico (Fig. 40). Las

neuronas marcadas se localizaron en las areas siguientes:

i) dispersas en las distintas subdivisiones de la formacién

reticular del bulbo (gigantocelular, paramediana, bulbar ventral y



Fig. 40.- Diagramas representativos de secciones coronales
bulboprotuberanciales en los que se muestra la distribucién de las
neuronas marcadas con azul rapido (puntos). Los puntos en la
izquierda representan neuronas con proyeccién homolateral;
mientras que en el lado opuesto representan neuronas con
proyeccién contralateral al nucleo frénico. Cada punto representa
dos células en una seccién de 100 pu de espesor. Coordenadas y
abreviaturas como en la figura 29.






bulbar dorsal) y de la protuberancia (parvocelular rostral). Estas

neuronas marcadas constituyeron un 25% del total.

ii) nucleos del rafe bulbares (palido y oscuro), siendo un 8%

del total de las neuronas marcadas.

iii) nacleos de la protuberancia tales como parabraquial
medial, de K&lliker-Fuse y subceruleo, contribuyendo con un 8% del

total de las proyecciones al nicleo frénico.

iv) ndcleo ventrolateral del tracto Solitario, representando

un 3% del total de las neuronas marcadas.

v) el 60% restante de las neuronas que proyectan al nicleo
frénico se localizd en el GRV. No obstante, éstas no se dispusieron
de forma homogénea a lo largo del GRV, ya que la mayor parte de
dichas proyecciones axonales (75%) se localizdé en el GRV rostral,
el 20% en el Complejo de Bodtzinger y el 5% restante en el GRV
caudal. La tabla 3 resume el nimero de neuronas contabilizadas en
los distintos nicleos bulboprotuberanciales, asi como la proporcién

de las proyecciones homolaterales y contralaterales.

4.6.-  CARACTERIZACION DE LAS  PROYECCIONES EFERENTES
BILATERALES DEL GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL A LA MEDULA ESPINAL
CERVICAL

El principal objetivo de este apartado fue localizar qué
neuronas, de las descritas en la serie experimental anterior,

proyectan a ambos nucleos frénicos mediante colaterales axénicas.

Estos experimentos mostraron un 90% de 1las neuronas
doblemente marcadas localizadas en el GRV rostral; es decir, en la
zona del GRV que aporta mayor ntmero de proyecciones axonales al
nicleo frénico en la rata (Tabla 3; Figs. 41 y 42A y B). Llas
neuronas doblemente marcadas estuvieron presentes en todos los
experimentos realizados y constituyeron un 6,5% del total de las
neuronas marcadas en dicha area (rango 2,5-15%). No se encontraron
neuronas doblemente marcadas en la porciones mas rostrales y

caudales del GRV (Complejo de Botzinger y GRV caudal,



respectivamente) tras la inyeccién simultidnea en ambos nicleos
frénicos. En 5 experimentos se observaron neuronas doblemente
marcadas en el nudcleo ventrolateral del tracto Solitario (Fig.
42D). Este 4area bulbar envia un nUmero reducido de proyecciones
axonales al nicleo frénico, en la rata. Las neuronas doblemente
marcadas representaron el 7,5% del total de las neuronas marcadas
en dicha zona (rango 0-14,3%). En un solo experimento, otros 4
nicleos bulboprotuberanciales presentaron neuronas doblemente
marcadas, de forma aislada: 1 neurona en el nucleo reticular
paramedial; 3 neuronas en el nucleo reticular bulbar, divisién
ventral; 1 neurona en el ndcleo parabraquial medial y 3 neuronas en

el nicleo de Kélliker-Fuse (Fig. 42C).

Los masculos intrinsecos de la laringe se inyectaron con
fluoro oro en 4 animales. Las motoneuronas marcadas se localizaron
a lo largo del nicleo Ambiguo, desde 1 mm caudales al cero hasta
1,6 mm rostrales al mismo. Todas las neuronas bulboespinales
marcadas, con azul rapido, amarillo diamidino o doblemente marcadas
con ambos fluorescentes, en el Complejo de Bdtzinger se localizaron
ventrales y ventrolaterales a las motoneuronas laringeas (Figs. 41iC
y 42F). Sin embargo, en el GRV rostral las neuronas bulboespinales
que proyectan al  nlcleo frénico se observaron también
entremezcladas con las motoneuronas laringeas (Figs. 41A y B y
42E), e incluso dorsales a las mismas. Tomando como referencia las
motoneuronas laringeas, la localizacién de las neuronas
bulboespinales que proyectan al nicleo frénico bilateralmente
mediante colaterales axdénicas fue similar a la de las neuronas
bulboespinales que sélo envian proyecciones axonales a un lado de

la médula espinal cervical.
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Fig. 41.- Diagramas representativos de secciones coronales del
bulbo en los que se muestra la distribucién de las neuronas
marcadas con azul rapido (circulos), amarillo diamidino (cuadrados)
o ambos (estrellas). Los circulos en la izquierda y los cuadrados
en la derecha representan neuronas con proyeccién homolateral;
mientras que en el lado opuesto representan neuronas con proyeccién
contralateral. Las estrellas representan neuronas con proyecciones
axonales bilaterales a ambos nucleos frénicos. En los margenes se
detallan las localizaciones de las neuronas marcadas en el GRV
rostral (a,b) y Complejo de Botzinger (c) con respecto a las
motoneuronas laringeas marcadas con fluoro oro (tridngulos negros).
Abreviaturas y significado de los puntos como en la figura 29.



TABLA 3

Resumen de los resultados cuantitativos obtenidos tras la inyeccién
bilateral con amarillo diamidino y azul rapido, respectivamente en
el nucleo frénico.

Numero de neuronas marcadas

ad ar ad 6 ar ad/ar
Nacleos con N rango N rango h% c% N rango
neuronas marcadas
CB 23,4 7-41 36,2 6-63 77,2 22,8 - -
GRV rostral 114,1 45-158 129,5 40-174 58,9 41,1 15,6 2-28
GRV caudal 12,4 4-27 7,3 10-23 64,5 35,5 - -
Rafe palido 6,2 0-15 6,6 0-8 88,8 11,2 - -
Rafe oscuro 15,9 1-19 21,3 1-31 92,4 7,6 - -
Reticular
parvocelular 12,2 0-14 4,3 0-11 81,6 18,4 - -
gilgantocelular 17,4 0-40 13,0 1-26 80,6 19,4 - -
paramedial 19,8 6-27 25,4 3-36 67,6 32,4 0,06 O0-1
medular
ventral 16,1 7-39 22,1 8-44 70,3 29,7 0,18 0-3
dorsal 15,6 0-30 15,6 0-25 71,5 28,5 - -

Tracto Solitario
ventrolateral 14,5 0-23 10,3 0-44 75,4 24,6 1,86 0-6

Parabraquial
medial 14,3 0-22 9,3 ~0-18 68,4 31,6 0,06 0-1
Kolliker-Fuse 9,6 0-17 9,9 2-18 70,7 29,3 0,18 0-3
Subceruleo 3,8 0-5 5,0 0-16 92,3 7,7 - -
TOTAL  295,3 315,85

Abreviaturas: ad, amarillo diamidino; ar, azul rapldo; ad/ar,
doblemente marcadas con amarillo diamidino y azul répido,
simultaneamente; N, media de neuronas marcadas en cada nucleo; h,
homolateral; y c, contralateral en porcentajes.



Fig. 42.- Microfotografias de fluorescencia de células marcadas en
diferentes nicleos bulboprotuberanciales tras la inyeccién de azul
verdadero (av) en el nicleo frénico izquierdo y amarillo diamidino
(ad) en el derecho de la médula espinal cervical. A y B: Neuronas
marcadas con av, ad, o doblemente marcadas (asteriscos) en el GRV
rostral; a menor (A) y a mayor (B) aumento para poder observar la
localizacién en el bulbo raquideo. Barras: 300 u y 100 g,
respectivamente. C: Neuronas marcadas en el nicleo ventrolateral
del tracto Solitario. Barra: 50 u. E y F: Neuronas bulboespinales
marcadas con av, ad y con ambos fluorocromos, situadas ventrales y
ventrolaterales a las motoneuronas laringeas marcadas con fluoro
oro (fo) en E; y  entremezcladas con estas ultimas en F.
Barras: 50 u. D, dorsal; L, lateral.
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5.- DISCUSION



El naicleo Ambiguo de la rata consiste en wuna columna
longitudinal de neuronas multipolares de gran tamafio, situada
ventral al nicleo reticular parvocelular y dorsal al nuacleo
reticular lateral. Esta columna celular se extiende desde el limite
caudal del nicleo facial hasta la decusacién piramidal (Bystrzycka
y Nail, 1985). Estudios clasicos demostraron que dicho nucleo posee
una enorme complejidad estructural debido a la variedad de las
motoneuronas que contiene (Lawn, 1966a y b). No obstante, estudios
posteriores pusieron de manifiesto que la distintas subpoblaciones
que componen el nGcleo Ambiguo se encuentran organizadas
viscerotépicamente (Bieger y Hopkins, 1987; Feldman y col., 1985;
Grélot y col., 1989a; Portillo y Pasaro, 1988b).

Estudios morfolégicos y electrofisiolégicos hicieron patente
la existencia de un Grupo Respiratorio Ventral (GRV) asociado al
nicleo Ambiguo. Este grupo contiene neuronas bulboespinales
premotoras de las motoneuronas frénicas, intercostales y
abdominales (Ellenberger y Feldman, 1988; Feldman y col.; 1985;
Onai y col., 1987b) y neuronas propiobulbares que interconectan con
neuronas de otros grupos respiratorios troncoencefélicos
(Ellenberger y Feldman, 1990a; Nuafiez-Abades y col., 1990). El GRV
de la rata se dividié, a su vez, en tres subgrupos
morfofuncionales: i) Complejo de B&tzinger, constituido por las
neuronas mads rostrales del GRV, fundamentalmente espiratorias; 1ii)
GRV ' rostral, o parte intermedia del GRYV, que contiene
principalmente neuronas inspiratorias y iii) GRV caudal formado por
neuronas espiratorias (Ellenberger y Feldman, 1990b; Ezure y col.,

1988; Saether y col., 1987; Zheng y col., 1991a).

Dada la enorme complejidad estructural que posee el Grupo
Respiratorio Ventral, en general, y el naicleo Ambiguo en
particular, se proyecté reexaminar en detalle la organizacion
neuronal del bulbo ventrolateral prestando atencién a la

distribucién en el espacio de unas subpoblaciones neuronales frente
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a otras. El trabajo se completd con el estudio de las aferencias y
de las principales eferencias de dicho GRV. La técnica elegida, el
marcajé neuronal por transporte axénico retrogrado miltiple,
incluso con cuatro marcadores fluorescentes, se reveld como una
herramienta 0til para la visualizacién, en una misma preparacién,
de las distintas poblaciones que forman el nicleo Ambiguo y el GRV.
Ademads, dicha técnica permitid la caracterizacién de las neuronas
que localizadas en dichas &reas poseen colaterales axénicas vy

proyectan a mas de una subdivisién respiratoria.

5.1.- CARACTERIZACION DE LAS NEURONAS CRANEALES DEL NUCLEO
AMBIGUO

En el ntcleo Ambiguo de la rata se localizan las motoneuronas
laringeas, faringeas y esofagicas y las neuronas preganglionares
parasimpaticas relacionadas con funciones cardiovasculares y otras
funciones autonémas (Bieger y Hopkins, 1987; Kalia y Sullivan,
1982; Portillo y Pasaro, 1988b). Sin embargo, se desconocia la
precisa organizacién topografica de cada una de las distintas
subpoblaciones de motoneuronas, debido al solapamiento de dichas
poblaciones dentro del nlcleo Ambiguo. Asi mismo, la posible
existencia de motoneuronas que inerven, mediante colaterales
axénicas, mis de un musculo constituia un tema de debate para
diversos autores. De hecho, tras la estimulacién eléctrica de los
nervios laringeo recurrente y laringeo superior, en la rata, se
evocd potenciales de accidén antidrémicos simulténeos en la misma
neurona (Yayima y Hayashi, 1989). Este mismo hecho se manifesté
cuando se estimularon distintas ramas del nervio laringeo
recurrente en el gato (Grélot y col., 1989b). En los resultados
presentes, estudiando en detalle la organizacién anatémica de los
distintos grupos de motoneuronas que constituyen el nucleo Ambiguo
mediante la inyeccién de cuatro marcadores fluorescentes, no se
encontraron - motoneuronas doblemente marcadas, es decir, con
colaterales axénicas que proyectan a mds de un masculo. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos previamente en la rata,
también con técnicas anatémicas, respecto del tamafio, morfologia y
proyecciones de dichas neuronas (Portillo y Pasaro, 1988b), pero
discrepan de los datos obtenidos con técnicas electrofisiolégicas

(Yayima y Hayashi, 1989). Experimentos realizados en el perro



(Hisa, 1984) y en el gato (Grélot y col., 198%a y b) sobre
motoneuronas laringeas y faringeas indicaron que las motoneuronas
del nucleo Ambiguo poseen colaterales axénicas. Sin embargo, estos
resultados no se pudieron corroborar apoyados morfolégicamente en
la rata (Nafiez-Abades y col., 1992a; Portillo y Pasaro, 1988b). Las
diferencias obtenidas, respecto a la ausencia de ramificaciones
axonales en las eferencias de las motoneuronas faringeas de la
rata, implica que la organizacién anatdémica de 1las motoneuronas
faringeas en esta especie es mas simple que la que se da en el
gato. Como base morfolégica para este fendémeno, se conoce que en la
rata no existe el misculo constrictor faringeo craneal (Bieger vy
Hopkins, 1987). Este hecho sugiere que a medida que el numero de
motoneuronas que inerva un mismo musculo aumenta, también se
incrementa la complejidad de sus ramificaciones axonales (Grélot y

col., 1989a).

La organizacién topografica del nicleo ambiguo encontrada es
seme jante a descripciones morfolégicos previas del nicleo (Bieger y
Hopkins, 1987; Portillo y Pasaro, 1988b). No obstante, el uso
simultdneo de cuatro trazadores neuronales permitié describir -con
detalle la posicién relativa de las distintas subpoblaciones que lo
componen. En la parte caudal del ndcleo, caudal al cero, sélo se
encontraron motoneuronas laringeas del nervio laringeo recurrente
y, dorsales y ventrales a ellas, neuronas parasimpaticas vagales.
En su parte intermedia, las motoneuronas laringeas del nervio
laringeo recurrente se dispusieron ventromediales y ventrolaterales
a las motoneuronas faringeas vagales. En la parte rostral (también
denominado nucleo retrofacial) las motoneuronas esofagicas
constituyeron la parte central del nidcleo; mediales a ellas se
localizaron las faringeas vagales; ventrales a las esofégicas se
hallaron las motoneuronas laringeas del nervio laringeo superior y
ventrales y ventrolaterales a todas las anteriores, las neuronas
parasimpidticas vagales y glosofaringeas. Dorsalmente al nuacleo
facial se encontré la porcién més rostral del nicleo Ambiguo y en
ella se ubicaron las motoneuronas faringeas del glosofaringeo,

mediales a las motoneuronas esofagicas mas rostrales.
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5.1.1.- Consideraciones funcionales

La estructura citoarquitectéonica  del nicleo Ambiguo
demostrada en el presente trabajo sugiere un alto grado de
organizacién viscerotdépica. Las motoneuronas agonistas, aquellas
que inervan el cricoaritenoideo posterior, cricotiroideo y misculos
constrictores faringeos se encuentran situadas en la parte rostral
del nicleo Ambiguo y las que inervan el cricoaritenoideo lateral y
tiroaritenoideo se disponen solapadamente en la parte caudal del
nicleo (Bieger y Hopkins, 1987; Nuafiez-Abades y col., 1992a;
Portillo y Pasaro, 1988b). Esta imbricacién de las poblaciones de
motoneuronas agonistas podria significar que comparten las mismas
entradas sinépticas; ya que comparten, asi mismo, el estar
implicadas en funciones, tales como fonacién, vémito, deglucién,
respiracién, etc (Bystrzycka y Nail, 1985). Este hecho se basa,
ademas, en otros datos morfolégicos, constatados asi mismo en el
presente trabajo, tales como la orientacién de sus 4arboles
dendriticos: i.e. estos se extienden dorsomedialmente hacia el
tracto Solitario donde terminan los aferentes de los
baroreceptores, receptores de estiramiento pulmonar, gustativos,
etc. (Altschuler y col., 1989; Bystrzycka y Nail, 1985). Por otro
lado, estas neuronas estédn inmersas en el GRV, cuyas neuronas
poseen patrones de descarga, aferencias axonales y caracteristicas
morfolégicas similares (Ezure y col., 1988; Nufiez-Abades y col.,
1991a). Asi pues, la distribucién y morfologia de las neuronas del
nicleo Ambiguo en la rata sugieren que su localizacién es ideal
para el desarrollo de interacciones complejas entre ellas y otras
neuronas del GRV; estas interrelaciones son necesarias a la hora de
desarrollar reflejos importantes para la vida: deglucién, vémito,
etc. y que necesitan de una coordinacién muy fina de los diferentes

grupos de motoneuronas.

5.2.- CARACTERIZACION DE LA ORGANIZACION TOPOGRAFICA DEL
GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL

En este estudio se examind la localizacién, morfologia 'y
orientacién de los 4arboles dendriticos de tres poblaciones de
neuronas en el nGcleo Ambiguo y formacién reticular adyacente que

constituye el GRV, tales como: i) neuronas bulboespinales que
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proyectan a las motoneuronas frénicas; ii) interneuronas
propiobulbares que proyectan a las neuronas espiratorias del GRV
caudal y iii) motoneuronas vagales y glosofaringeas que proyectan a
los musculos faringeos, laringeos y esofdgicos (Ellenberger vy
Feldman, 1990b; Zheng y col., 1991a). Se investigaron ambos lados
del bulbo raquideo para determinar la organizacién bilateral de las
redes neuronales implicadas en 1la funcién respiratoria y la
relativa importancia de las proyecciones homolaterales y
contralaterales , un hecho no estudiado previamente por otros
autores (Ellenberger y Feldman, 1990b; Portillo y Péasaro, 1988a).
Por ultimo, el uso simultidneo de tres marcadores fluorescentes
permitié detectar la posible existencia de neuronas con colaterales
axénicas. Sin embargo, no se observaron neuronas doblemente
marcadas, lo cual denegé la existencia de las asumidas colaterales
axénicas desde interneuronas bulboespinales y propiobulbares del
Complejo de Bdtzinger hacia otras &reas del GRV y médula espinal,
que habian sido descritas mediante métodos electrofisiolégicos en
el gato (Ezure, 1990). La interpretacién de los sitios de inyeccién
con marcadores retrogrados fluorescentes se discute en el apartado

5.3.1.

§5.2.1.- Neuronas propiobulbares

La distribucién de las neuronas propiobulbares marcadas con
fluorescente se relacioné con las tres regiones descritas del GRV:
Complejo de Botzinger, GRV rostral y GRV caudal. La mayor densidad
de neuronas marcadas en el Complejo de Botzinger tras inyecciones
de fluorocromo en ' las otras dos subdivisiones del Grupo
Respiratorio Ventral se observé en la regién homolateral que va
desde 1 hasta 1,4 mm rostrales al punto de referencia tomado como
cero (borde rostral del &4rea postrema). Esta via de proyeccién,
predominantemente homolateral, une las subdivisiones mas rostral y
més caudal del GRV, ambas subdivisiones poseen ademids neuronas
espiratorias (Bianchi, 1971; Merrill, 1970). Esta proyeccién se
demostré recientemente mediante promediado de espigas (Jiang vy
Lipski, 1990). Dentro del &rea inspiratoria del GRV, es decir,
desde 0,9 mm caudales hasta 0,9 mm rostrales al cero, las neuronas
propiobulbares marcadas -exhibieron distintos picos de densidad;

indicando una complejidad topografica considerable en un &area del
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GRV que agrupa distintos tipos de neuronas propiobulbares
(Ellenberger y Feldman, 1990a y b; Ezure y col., 1988). Por
ejemplo, el numero de neuronas marcadas rostral al cero fue
aproximadamente igual a ambos lados de la linea media. Sin embargo,
caudal al cero, aparecié un mayor numero de células marcadas
homolaterales al sitio de inyeccién. Este hecho podria indicar una
organizacién diferencial dentro del propio GRV rostral de las
proyecciones axonales al GRV caudal, que se corresponderia con las
propiedades funcionales de dicho GRV caudal; si bien dichas
propiedades tendrian que ponerse de manifiesto por técnicas de
registro electrofisiolédgico. Ademas, se encontraron algunas
neuronas marcadas contralaterales al sitio de inyeccién, neuronas

que conectan ambos lados del propio GRV caudal.

La observacién de las neuronas propiobulbares marcadas en el
plano coronal puso de manifiesto su organizacién en dos
agregaciones celulares, una ventral y otra dorsal, respecto del
nicleo Ambiguo. La subdivisién correspondiente a las neuronas
localizadas dorsales al ntucleo Ambiguo fue mas densa en el GRV
caudal; mientras que la subidivisién correspondiente a las neuronas
localizadas ventral al nuicleo Ambiguo se extendidé, uniformemente, a
todo lo largo del GRV. Esta organizacién diferencial sugiere, de
forma contundente, que estas dos subdivisiones anatémicas (dorsal y
ventral al ndcleo Ambiguo) se corresponderian con dos poblaciones
neuronales funcionalmente diferentes. Asi, se ha demostrado que las
neuronas cardiovasculares estan localizadas preferentemente en la
parte ventrolateral del bulbo, ventrales al nicleo Ambiguo (Guyenet

y col., 1990).

5.2.2.- Neuronas bulboespinales

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacién indicaron 1la presencia de dos subpoblaciones
diferentes de neuronas bulboespinales marcadas. La primera
subpoblacién se localizé entre 0,9 y 1,6 mm rostrales al cero,
nivel correspondiente al Complejo de Bodtzinger, &area que posee
fundamentalmente proyecciones -axonales espinales homolafé;;iégky
Esta relacién, Complejo de Bodtzinger-médula espinal; se hai}

demostrado previamente mediante técnicas electrofisiolégicas en el
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gato; poniéndose de manifiesto la existencia de una via inhibitoria
monosinaptica desde el Complejo de Bdtzinger a las motoneuronas
frénicas {(Merril y Fedorko, 1984). Asi pues, estas neuronas
bulboespinales podrian constituir, en 1la rata, la conexidén
anatémica entre el Complejo de B&tzinger bulbar y las motoneuronas
frénicas espinales, ya demostrada en el gato. La segunda poblacidn,
més importante en numero, se localizbé caudal a la anteriormente
descrita. Las neuronas bulboespinales enviaron sus proyecciones
axonales bilateralmente; es decir, igual numero de proyecciones
homolaterales que de contralaterales, a la médula espinal cervical.
Esta relacién podria ser el correlato morfolégico de la conexién
entre las neuronas bulboespinales premotoras inspiratorias,
excitadoras, sobre las motoneuronas frénicas; como ya se demostré
en otros estudios morfolégicos y electrofisiolégicos (Ellenberger y

Feldman, 1988; Onai y col., 1987b; Yamada y col., 1988).

5.2.3.- Organizacién en el Grupo Respiratorio Ventral de las

neuronas propiobulbares, neuronas bulboespinales y motoneuronas

Tres poblaciones neuronales distintas, dentro del bulbo
ventrolateral, se marcaron con diferentes fluorocromos: i) neuronas
bulboespinales; 1ii) propiobulbares y iii) motoneuronas. Como ya
demostraron Ellenberger y Feldman (1990b), estas neuronas estan a
su vez organizadas en grupos subnucleares. Sin embargo, el presente
estudio fue diferente a los realizados por otros autores, en la
rata, debido a que: i) se marcaron retrégradamente las neuronas
bulboespinales que proyectan al GRV caudal; ii) se contabilizaron
las neuronas marcadas a ambos lados de la linea media y iii) se
examiné el nucleo Ambiguo en su conjunto, incluyendo la formacién
semicompacta, la cual no se habia estudiado en trabajos previos

(Ellenberger y Feldman, 1990b, Portillo y Pasaro, 1988a).

Corroborando los hallazgos de Ellenberger y Feldman (1990b),
se demostré que la distribucién subnuclear de los tres tipos de
neuronas es diferente en el GRV caudal, GRV rostral y Complejo de
Botzinger. Sin embargo, en desacuerdo con dicho trabajo
(Ellenberger y Feldman, 1990b) la poblacién de neuronas
propiobulbares no esta organizada como la mostrada tras la

inyeccién en el GRV rostral; ya que en el presente trabajo se



inyecté donde se registré actividad espiratoria, es decir, en el
GRV caudal. En la parte caudal del GRV, la columna de células
marcadas estaba constituida por neuronas propiobulbares. vy
bulboespinales sclapadas, rodeando a wunas pocas motoneuronas
vagales. En la parte intermedia, o GRV rostral, las poblaciones de
neuronas propiobulbares y bulboespinales, <con un grado de
solapamiento menor que a nivel del GRV caudal, situandose
preferentemente ventrolaterales al nicleo Ambiguo. A este nivel, el
nicleo Ambiguo estuvo formado por numerosas motoneuronas vagales.
Por Ultimo, en la parte mas rostral del GRV, Complejo de Bdtzinger,
se observé la mayor densidad de motoneuronas vagales vy
glosofaringeas y, ventrales a ellas, se localizaron las neuronas

propiobulbares y bulboespinales.

5.2.4.~ Consideraciones funcionales

La organizacién de los tres tipos de neuronas observada
dentro de la columna de células del GRV, a lo largo. del bulbo
ventrolateral, podria servir de base para estudios
electrofisiolégicos posteriores; ya que tal diversificacién
morfolégica podria correlacionarse con la diversificacién funcional
mostrada en los registros de la actividad neuronal. Por ejemplo, se
ha demostrado, en el gato, la existencia de conexiones
homolaterales excitatorias entre las neuronas espiratorias del
Comple jo de Bétzinger y las neuronas bulboespinales del GRV caudal
(Jiang y Lipski, 1990) y bilaterales inhibitorias entre las
neuronas espiratorias del Complejo de Bdtzinger y GRV caudal y GRV
rostral (Fedorko y Merrill, 1984a). Asi mismo, la organizacién de
las neuronas bulboespinales y propiobulbares que rodean a las
motoneuronas del nicleo Ambiguo,s en agrupaciones muy definidas,
sugiere la posibilidad de conexiones mediante colaterales axénicas
entre ellas. Esta altima posibilidad se ha demostrado, en el gato,
para las neuronas bulboespinales inspiratorias y las motoneuronas

inspiratorias (Ezure y Manabe, 1989).



5.3.~ CARACTERIZACION DE LAS PROYECCIONES AFERENTES A LAS
TRES SUBDIVISIONES DEL GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL

En este estudio se describid la distribucién
bulboprotuberancial de las neuronas propiobulbares de la rata que
proyectan a las mayores subdivisiones del GRV (Ellenberger vy
Feldman, 1990b; Zheng y col., 1991a). En particular se estudié la
organizacién de las diferentes poblaciones neuronales que proyectan
al Complejo de Botzinger, GRV rostral y GRV caudal. En la rata, se
han descrito, en general, las neuronas que proyectan al GRV
(Ellenberger y Feldman, 1990a), pero no se disponia en la
actualidad de wuna informacién detallada de las proyecciones

axonales especificas a cada subdivisién del GRV.

5.3.1.~ Interpretacién de los sitios de inyeccién

El definir los limites precisos de los sitios de inyeccién
para el transporte retrégrado de los marcadores fluorescentes ha
sido un punto de controversia en este tipo de experimentos de
trazadores neuronales (Nafiez-Abades y col., 1990). Los sitios de
inyeccién de los experimentos con azul rapido, tras siete dias de
supervivencia, se observaron al microscopio de fluorescencia vy
aparecieron con una zona central de cristales azul brillante,
rodeada por un halo de color azul claro, con numerosos células de
la glia marcadas en azul (Figs. 5A, C y E). Los datos obtenidos
sugieren que el cuerpo central opaco del sitio de inyeccién es el
drea efectiva donde hay captacidén del marcador por los axones. Por
e jemplo, cuando el cuerpo central opaco se limité al Complejo de
B&tzinger, sin afectar al nlcleo Ambiguo, el numero de neuronas
marcadas en el subnucleo central del tracto Solitario fue muy
pequefio (Tabla 1). Sin embargo, cuando la zona central alcanzé al
nicleo Ambiguo, el nUmero de neuronas marcadas en el subndcleo
central fue muy elevado. Desde el punto de vista de los resultados
obtenidos, teniendo en cuenta que el marcador azul répido no es
especifico para una determinada funcién neuronal, se asumié que las
neuronas marcadas éstén relacionadas con la respiracidn; ya que el
marcador se inyectdé en un area especifica donde se registré maxima
actividad extracelular respiratoria. Sin embargo, dicha hipétesis

debe ser refrendada por investigaciones con métodos
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electrofisiolégicos, debido a que las neuronas responsables de la
funcién cardiovascular estan muy cercanas (posiblemente incluso
solapadas) a la zona que ocupan las neuronas respiratorias (Feldman
y Ellenberger, 1988). Por tanto, las inyecciones realizadas
atendiendo a criterios respiratorios tendrian que realizarse, asi
mismo, atendiendo a criterios cardiovasculares. De este modo, se
podria distinguir las poblaciones neuronales que proyectan a las
areas respiratorias y las que proyectan a las é&reas

cardiovasculares del bulbo ventrolateral.

5.3.2.- Interconexiones entre las - neuronas del Grupo

Respiratorio Ventral

El patrén de distribucién de los somas marcados en la
formacién reticular ventrolateral bulbar, tras las distintas
inyecciones en el GRV, sugiere que sus tres subdivisiones estéan
extensivamente y reciprocamente interconectadas de forma
homolateral y, en menor medida, contralalateralmente. Aunque este
patrén de conexiones propicbulbares se observé también en el gato,
la conectividad homolateral fue mids preponderante en la rata que en
el gato (Nafiez-Abades y col., 1989a; Smith y col., 1989). Tras las
tres series experimentales, se encontraron poblaciones de neuronas
situadas justo contralaterales al mismo nivel de la inyeccién (en
coordenadas idénticas), lo que sugiere que las neuronas marcadas
suponen un nexo entre ambos Complejos de Bbtzinger, GRV rostral y
GRV caudal. En el gato, este tipo de neuronas que unen las &reas
respiratorias a un lado y otro de la linea media se describieron
s6lo en los dos primeros casos, Complejo de Botzinger y GRV
rostral, pero no se encontraron para el GRV caudal (Ezure, 1990).
Este hecho puede ser debido a la presencia de neuronas
bulboespinales sin colaterales axénicas en el GRV caudal (Arita y
col., 1987). En la rata, las neuronas bulboespinales si poseen
colaterales axdénicas (Zheng y col., 1991a y b); con lo cual, ademis
de ser neuronas premotoras para las motoneuronas espinales
espiratorias, también podrian estar conectando ambos GRV caudales.
No obstante, con la metodologia seguida, no se puede descartar la
posibilidad de que estas neuronas propiobulbares constituyeran una

nueva subpoblacién neuronal, aun no descrita en el gato.
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LLa localizacién y disposicion en el plano coronal de las
neuronas marcadas a lo largo del GRV fue similar en las tres series
esperimentales. Las neuronas marcadas en el GRV caudal presentaron
una distribucién laxa y ocuparon posiciones mads dorsales que en los
niveles mas rostrales del GRV. En el GRV rostral, dicha
distribucién fue mis compacta y las neuronas se localizaron
preferentemente ventrales al nucleo Ambiguo. Por Ultimo, en el
Comple jo de Botzinger las neuronas presentaron una organizacién muy
densa, localizadas casi exclusivamente ventrales y ventromediales
al nacleo Ambiguo. Esta descripcién de las neuronas propiobulbares
en formacién laxa, semicompacta y compacta coincide con la descrita
para las motoneuronas del nicleo Ambiguo (apartado 4.2.3., Bieger y
Hopkins, 1987; Nufiez~Abades y col., 1992a), para las neuronas
bulboespinales del GRV (apartado 4.2.2, Nufiez-Abades y col., 1991a)
y para las interneuronas del GRV (apartado 4.2.1., Nufiez-Abades y
col., 1991a). Por 1lo tanto, esta caracteristica morfolégica
inherente al GRV, puede ser debida bien porque el bulbo raquideo
tenga su origen enbriolégico en tres rombémeros diferentes y/o bien
porque el GRV sufra una parcelacién temprana en tres 4&reas
diferenciadas (Ebesson, 1980). No obstante, la distribucién de las
neuronas marcadas para cada tipo de inyeccién fue distinta en el
eje rostrocaudal (Ellenberger y Feldman, 1990b; Nufiez-Abades y
col., 1991a). Las multiples interconexiones encontradas entre las
tres subdivisiones del GRV se demostraron mediante técnicas
electrofisiolégicas en el gato y, en menor medida, en la rata
(Bianchi y Barillot, 1982; Ellenberger y Feldman, 1990a; Fedorko y
Merrill, 1984a; Jiang y Lipski, 1990; Nifiez-Abades y col., 1991a).
Estos hechos ponen de manifiesto la enorme complejidad que posee la
red neuronal implicada en el control de la funcién respiratoria

(ver Ezure, 1990).

5.3.3.- Nicleo del tracto Solitario

Los subnicleos comisural, ventrolateral e intermedio
proyectan, preferentemente homolateralmente, al GRV. Este resultado
discrepa de los hallazgos en el gato, donde las proyecciones desde
el ndcleo del tracto Solitario al GRV fueron predominantemente
contralaterales (Bystrzycka, 1980; Smith y col., 1989); pero se

ajusta a los resultados obtenidos en la rata por otros autores
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(Agarwall y Calaresu, 1990; Nufiez-Abades y col., 1990; Ross y col.,
1985). El papel respiratorio de los subnicleos del tracto Solitario
arriba mencionados les es atribuido a que en ellos terminan las
aferencias provenientes de los receptores dé estiramiento pulmonar
(Kalia y Richter, 1985b). Por el contrario, muy pocas neuronas
marcadas se obtuvieron en los subnicleos del tracto Solitario
relacionados con la funcién gastrointestinal o cardiovascular,
tales como el gelatinoso, dorsomedial, parvocelular, medial vy
central (Agarwall y Calaresu, 1990; Onai y col., 1987a; Ross y
col., 1985). En estos resultados se demostré que las conexiones
entre los distintos subnicleos del tracto Solitario y las tres
subdivisiones del GRV estan organizadas topograficamente; es decir,
las neuronas que proyectan a niveles mas rostrales del GRV se
localizan mas rostrales en el nacleo del tracto Solitario vy
viceversa. El1 nucleo central del tracto Solitario proyecté
selectivamente al grupo de motoneuronas esofigicas de la formacién
compacta del nucleo Ambiguo; ya que sbélo se encontraron neuronas
propiobulbares marcadas en dicho subnicleo - cuando dichas
motoneuronas se impregnaron también del fluorocromo inyectado. Este
hecho confirma descripciones anatémicas previas sobre dicha
proyeccién desde el tracto Solitario y las motoneuronas del nucleo

Ambiguo (Herbert y col., 1990; Ross y col., 1985).

El area postrema parece estar implicada en el control de las
funciones gastrointestinal vy ‘cardiovascular y, a menudo, se
considera parte del complejo del tracto Solitario porque también
recibe aferencias vagales {Hyde y Miselis, 1984; Richard y col.,
1989). Este &area presenté proyecciones axonales eferentes de forma
diferencial a los tres subgrupos del GRV: no se encontraron
neuronas que proyectaran al Complejo de Bdtzinger y el numero de
neuronas marcadas fue mayor a medida que la inyeccién se situd més
caudalmente en el GRV. Sélo se puede interpretar fisiolégicamente
esta proyeccién diferencial relacionandola con la integracién
visceral; aunque se necesitaria realizar otro tipo de estudio mas

fino para alcanzar conclusiones mas objetivas.
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5.3.4.- Nicleos parabraquial y de Kolliker-Fuse

El nacleo parabraquial se ha dividido en diez subnucleos,
citoarquitecténicamente distintos, que envian diferentes
proyecciones axonales (Fullwiler y Saper, 1984). De todo estos
subnucleos, sdélo el parabraquial medial junto con el nicleo de
Kélliker-Fuse, se han considerado que estén implicados directamente
en la modulacién del patrén respiratorio (Bertran y Hugelin, 1971;
Feldman, 1986). En el presente trabajo, se ha demostrado que los
nicleos parabraquial medial y de K&lliker-Fuse, y los subnicleos
central y dorsal del parabraquial lateral estan fuertemente
conectados con el GRV. Estas proyecciones axonales son muy
numerosas (Tabla 1), constituyendo la fuente mas importante de
proyeccién al GRV. Asi mismo, se puso de manifiesto que las
proyecciones axonales desde el nlcleo de K8lliker-Fuse hacia el GRV
se organizaron topograficamente; en concordancia con descripciones
anatéomicas previas de las conexiones entre el area respiratoria
pontina y el GRV (Fullwiler y Saper, 1984; Herbert y col., 1990).
En el gato, se encontré una mayor de densidad de proyecciones
axonales desde el niicleo de K5lliker-Fuse al Complejo de Botzinger
(Smith y col., 1989), lo que llevé a la hipétesis de que la accién
moduladora de la respiracién, ejercida por este 4rea pontina,
podria estar mediada via Complejo de Botzinger. Sin embargo, en la
rata, la mayor densidad de marcaje neuronal retrégrade se encontré
en el nacleo parabraquial medial. La posible implicacién
fisiolégica de estas diferencias morfoldgicas, en cuanto a las
proyecciones axonales, sobre el patrén respiratorio no se conoceran
a ciencia cierta hasta que se realicen los pertinentes experimentos
de registro electrofisiolégico de la actividad neuronal. Existen
numerosos estudios sobre este particular realizados en el gato
(Feldman, 1986); mientras que, hasta la fecha, no se ha realizado
ninguno para determinar si los nicleos parabraquial medial y de
Kélliker-Fuse posean neuronas respiratorias en la rata y que ademas

proyecten sobre el GRV.

5.3.5.~ NGcleo paragigantocelular lateral

El nucleo paragigantocelular lateral se ha dividido en dos

subregiones basdndose en la organizacién de las proyecciones
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aferentes que le llegan: i) una parte caudal, localizada medial y
ventromedial al Complejo de Botzinger y 1ii) una parte rostral,
situada medial al ntcleo facial (Andrezick y col., 1981). Ambas
subdivisiones, pero particularmente la parte caudal, estan
implicadas en la mediacién de reflejos que afectan al control
respiratorio y cardiovascular (Feldman y Ellenberger, 1988; Richard
y col., 1989; Stremel y col., 1990). Los resultados obtenidos en
los presentes experimentos muestran neuronas marcadas en ambas
subdivisiones del nGcleo paragigantocelular lateral, sugiriendo una
conexién entre dicho nicleo y el GRV, que probablemente puede estar
implicada en la funcién respiratoria. Especialmente significativo
fue el gran numero de neuronas marcadas en el nudcleo
paragigantocelular lateral rostral, tras la inyeccién de
fluorocromo en el GRV rostral, por lo que supone un fuerte nexo de

unién con las neuronas inspiratorias del GRV rostral.

5.3.6.~ Nuacleo retrotrapezoide

El nlGcleo retrotrapezoide se describid, en el gato {Connelly
y col., 1989; Smith y col., 1989) y en la rata (Pearce y col.,
1989), como un grupo de células localizado anatémicamente cerca de
la superficie ventral de la protuberancia. Estas neuronas podrian
ser neuronas moduladoras de la funciones respiratoria vy
cardiovascular, actuando como transductores quimiosensoriales
centrales; ya que estarian implicadas en 1la integracién de
variables fisiolégicas tales como el pH del liquido cerebroespinal,
que tienen que ser integradas por las neuronas responsables de la
génesis respiratoria (Guyenet y col., 1990; Smith y col., 1989). Un
nimero considerable de neuronas marcadas aparecié en el nucleo
retrotrapezoide homolateral tras laé inyeccién de fluorescente en
el GRV rostral y, en menor medida, se localizaron neuronas marcadas
en dicho nicleo tras las inyecciones en el Complejo de Botzinger y
en el GRV caudal. Este hecho, podria sugerir que la modulacién
respiratoria realizada por el nicleo retrotrapezoide 1lo es
principalmente via GRV rostral. El patrén de conexién demostrado en
el presente trabajo, para la rata, entre el nucleo retrotrapezoide
y el GRV fue diferente al observado en el gato, donde se describié
una proyeccién similar para las tres subdivisiones del GRV (Smith y

col., 1989).
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5.3.7.- Campo tegmental lateral

Tras las tres series de inyecciones en el GRV se encontraron
neuronas marcadas, dorsales al nicleo facial y dorsales al nudcleo
de la oliva superior, en el campo tegmental lateral; las udltimas
neuronas descritas solapando con el area A5 de  neuronas
noradrenérgicas. Asi pues, esta evidencia morfolégica sugiere la
existencia de proyecciones desde el area A5 al GRV; 4&rea que se ha
propuesto como fuente de inhibicién noradrenérgica de la actividad

ritmica respiratoria en la rata (Hilaire y col., 1989).

5.3.8.- Campo tegmental magnocelular

Un patrén de marcaje neuronal retrégrado diferencial aparecié
en el campo tegmental magnocelular tras los tres tipos de
experimentos de inyeccién de fluorocromos en el GRV. Este estudio
corroboré los resultados obtenidos en el gato, donde se encontré
una proyeccién axonal desde este area al GRV (Smith y col., 1989).
Esta conexién podria sustentar una via nociceptiva para la
modulacién de la funcién respiratoria (Smith y col., 1989), funcién
que seria igualmente valida para la descrita en el presente estudio

en la rata.

5.3.9.- Nacleos del rafe

La estimulacién de los distintos subnicleos del rafe y, més
eépecificamente, del rafe magno suprime la actividad frénica y
disminuye la presién sanguinea y la frecuencia cardiaca (Sessle y
col., 1981). Asi mismo, la lesién electrolitica del rafe magno
atenué los efectos respiratorios de dicha estimulacién, pero no asi
los cardiovasculares (Richard y Stremel, 1990). En el presente
trabajo se demostré que existe una fuerte proyeccién axonal desde
los nucleos del rafe magno y oscuro al GRV. Algunas de estas
conexiones axonales ya se habian descrito en la rata, tales como
las del rafe oscuro al GRV rostral (Connelly y col., 1989). La

importancia de estas proyecciones axonales en la formacién del
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patrén respiratorio y/o génesis del ritmo respiratorio ain no ha
sido elucidada. Estas conexiones morfofuncionales constituyen uno
de los temas que estan adquiriendo cierto auge en el presente, ya
que suponen la participacién en el control cardio-respiratorio de
nicleos que anteriormente no se consideraban implicados en dicha

regulacién.

5.3.10.- NGcleo trigémino espinal

Algunas neuronas marcadas se encontraron dentro de las
distintas subdivisiones del naicleo trigémino espinal, aunque con un
patrén de marcaje distinto en funcién de la subdivisién del GRV
inyectada. Estas neuronas podrian estar implicadas en toda una
serie de reflejos sensoriales trigeminales; tales como los reflejos
nasofaringeos que producen una poderosa inhibicién de 1la
respiracién, en particular el reflejo de buceo (Smith y col.,

1989).

5.3.11.- Consideraciones funcionales

Los experimentos presentes mostraron que, paralelamente a la
localizacién diferencial de las neuronas respiratorias en el GRV
(espiratorias en 1la =zona rostral, inspiratorias en 1la Zona

intermedia y espiratorias en la zona caudal), existe una proyeccién
axonal diferencial -desde los distintos ndcleos
bulboprotuberanciales:

i) las proyecciones aferentes desde los subnicleos del tracto
Solitario en el bulbo y desde el nicleo de Kolliker-Fuse en la

protuberancia estan organizadas topograficamente;

ii) las proyecciones aferentes son cualitativamente
diferenciales por ejemplo: los nicleos del rafe magno y oscuro, no
terminan sobre el GRV caudal; o bien, el area postrema no proyecta

sobre el Complejo de Botzinger;

iii) las proyecciones aferentes son cuantitativamente
diferenciales desde numerosas &areas bulboprotuberanciales, por

ejemplo: el nucleo retrotrapezoide proyecta preferentemente al GRV



rostral; o bien, el nucleo parabraquial proyecta en mayor medida al

Complejo de Botzinger; y, por ultimo,

iv) los experimentos presentes demostraron el gran numero de
conexiones reciprocas existentes entre los tres subgrupos del GRV,
las cuales podrian formar parte del entramado neuronal que genera
el ritmo respiratorio. Los distintos subgrupos del GRV reciben
proyecciones aferentes desde los subnicleos ventrolateral,
intermedio y comisural del tracto Solitario, los nucleos
parabraquial medial vy de Kolliker-Fuse, area  AS, nucleo
retrotrapezoide y los nicleos del rafe magno y oscuro que asi mismo
se consideran implicados en la modulacién del patrén respiratorio
(Fig. 43). Ademads, muy probablemente a través de neuronas del GRV,
el bulbo ventrolateral recibe proyecciones axonales desde los
subnicleos medial, parvocelular y dorsomedial del tracto Solitario,
4rea postrema, nucleo paragigantocelular lateral y parabraquial
lateral que podrian estar implicados en la modulacién de la funcién
cardiovacular (Fig. 43). A este entramado neuronal hay que afiadir
las proyecciones axonales procedentes de los nlUcleos parabraquial
medial y de K8lliker-Fuse, nucleo retrotrapezoide y los nicleos del
rafe magno y oscuro que ejercen su influencia no sélo sobre la
funcién respiratoria, sino también sobre la cardiovascular. De
igual forma, los nlcleos trigémino espinal y campo tegmental
magnocelular, mediante sus proyecciones axonales al GRV, estarian
integrando los reflejos sensoriales y nociceptivos que afectan a la
génesis respiratoria. Los subnicleos central, gelatinoso y
parvocelular del tracto Solitario, ndcleo parabraquial medial y
4rea postrema podrian modular la funcién gastrointestinal a través
de su proyeccién axonal, pongase por caso, sobre las motoneuronas
esofagicas localizadas justo dorsales al Complejo de Botzinger vy,
por tanto, también incluidas en la zona de inyeccién. La figura 43
resume el conjunto de las proyecciones axonales al GRV agrupadas
segun la funcién adcritas a los distintos nacleos
bulboprotuberanciales por diversos autores (Ellenberger y Feldman,

1990a; Smith y col., 1989).
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Control respiratorio Control cardiovascular
Retrotrapezoide Tracto Sol Retrotrapezoide Tracto Sol
Rafe magno intermedio Rafe magno medial
Rafe oscuro ventromediall Rafe oscuro dorsomedial
KF comisural KF PB
AS PB medial AP ' medial

LEGCL lateral

Control gastrointestinal Nocicepcion
AP Tracto Sol Nicleo trigémino espinal
PB gelatinoso Tegmental magnacelular

central
parvocelular

Fig. 43.- Esquema ilustrativo de las proyecciones axonales al GRV
desde diferentes nacleos bulboprotuberanciales implicados en la
regulacién de las funciones: respiratoria, cardiovascular,
gastrointestinal y nociceptiva. Las lineas gruesas representan una
proyeccién axonal mds densa que las lineas finas. Abreviaturas: A3,
area AS; AP, 4rea postrema; CB, Complejo de Botzinger; GRVr, Grupo
Respiratorio Ventral rostral; OGRVc, Grupo Respiratorio Ventral
caudal; KF, nucleo de Kélliker-Fuse; PB, nacleo parabranquialj
PGCL, nicleo paragigantocelular lateral; Tracto Sol, nucleo del
tracto Solitario. :
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S.4.- CARACTERIZACION DE LAS PROYECCIONES  AFERENTES
BILATERALES A LAS TRES SUBDIVISIONES DEL GRUPO RESPIRATORIO VENTRAL

La inyeccién bilateral de los fluorocromos azul verdadero y
amarillo diamidino marcé las neuronas qué, desde los distintos
nucleos bulboprotuberanciales, envian proyecciones mediante
colaterales axdénicas a ambos GRVs. Aunque el &rea de difusién
observada tras la inyecciones de azul verdadero fue mayor que tras
las de amarillo diamidino, el numero de neuronas marcadas,
localizacién y distribucién a lo largo del tronco del encéfalo fue
similar para ambos fluorescentes. Tampoco se observé ninguna
diferenci? en cuanto a la distribucién de las neuronas doblemente
marcadas respecto a las que aparecieron a un lado y otro de la
linea media. Asi pues, los presentes datos evidencian que ambos
fluorocromos poseen propiedades similares de marcaje neuronal
retrégrado, resultados que concuerdan con descripciones previas
(Horikawa y Powel, 1986) y que constituyen una buena técnica para
la demostracién de neuronas que proyectan a las diferentes zonas

inyectadas mediante colaterales axénicas (Kuypers y col., 1980).

5.4.1.- Caracterizacién de 1las proyecciones aferentes

bilaterales al Complejo de Bétzinger

En el presente estudio se encontraron neuronas doblemente
marcadas en los nuUcleos pontinos, parabraquial medial y de
K8lliker-Fuse, y en las dos subdivisiones mas caudales del GRV tras
inyeccién bilateral de fluorocromos en el Complejo de Bdtzinger. En
el gato, se demostraron conexiones homolaterales y contralaterales
entre el GRV rostral y el Complejo de Bdtzinger con técnicas
electrofisiolégicas (Segers y col., 1987) y anatémicas (Takeuchi y
col., 1980), y mediante estudios de correlacién cruzada (Segers y
col., 1985) entre la regién de los nicleos parabraquial medial y de
K&lliker-Fuse y el Complejo de Bdtzinger. Sin embargo, no se han
caracterizado hasta el momento ningin tipo de neuronas que posean
proyecciones bilaterales a la porcién mas rbstral del GRV. Los
presentes resultados son los primeros que describen las
proyecciones aferentes, tanto simples como bilaterales, al Complejo

de Botzinger, en la rata.
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5.4.2.- Caracterizacién de las proyecciones aferentes

bilaterales al Grupo Respiratorio Ventral rostral

En el presente estudio se encontraron neuronas doblemente
marcadas en el subnicleo ventrolateral del tracto Solitario, los
nicleos pontinos, parabraquial medial y de Koélliker-Fuse, y el
Complejo de Botzinger tras la inyeccién bilateral en el GRV
rostral. La conexién demostrada entre el subnicleo ventrolateral
del tracto Solitario y el GRV rostral es de una gran importancia,
al menos en el gato, para el mantenimiento del sistema generador
del ritmo respiratorio (Merrill, 1974; Richter y col., 1979). Estas
conexiones también se han observado en la rata (Horst tery col.,
1984; Norgren, 1978; Ross y col., 1985; Yamada y col., 1988). Sin
embargo, desde el punto de vista electrofisiolégico, no se ha
puesto de manifiesto un Grupo Respiratorio Dorsal en la rata
similar al descrito en el gato (Ezure y col., 1988). Los primeros
estudios realizados en 1la rata si describieron ‘un Grupo
Respiratorio Dorsal, que no ha podido ser corroborado en estudios
posteriores (Saether y col., 1987). La presencia de un 1% de
neuronas doblemente marcadas en el nicleo ventrolateral del tracto
Solitario supone que, en la rata, también existen neuronas que
envian proyecciones bilaterales al GRV rostral desde este nicleo, y
que podrian estar implicadas en la sincronizacién de ambos GRV
rostrales, tal y como se describié para el gato (Long y Duffin,
1984; Merrill, 1974, 1981). Neuronas con proyeccidén bilateral desde
el Complejo de Botzinger al GRV rostral han sido demostradas
anatémicamente en el presente estudio. Este hecho, corrobora los
datos obtenidos con técnicas electrofisiolégicas en el gato
(Bianchi y Barillot, - 1982; Merrill, 1982). Las proyecciones
axonales desde los ndcleos parabraquial medial y de Kodlliker-Fuse
al GRV rostral estan muy bien documentadas, tanto en el gato
(Bianchi y St John, 1981; Denavit-Saubié y Riche, 1977) como en la
rata (Ellenberger y Feldman, 1990a; Fullwiler y Saper, 1984).
Colaterales axdénicas desde estas areas pontinas al GRV rostral sélo
se habian demostrado morfolégicamente en el gato hasta el presente

(Riche y col., 1985).
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5.4.3.- Caracterizacién de las proyecciones aferentes

bilaterales al Grupo Respiratorio Ventral caudal

En el presente estudio se encontraron neuronas doblemente
marcadas, sélo y exclusivamente, en las dos subdivisiones mas
rostrales del GRV, tras la inyeccidén bilateral de fluorocromos en
el GRV caudal. Dentro del GRV rostral las neuronas se localizaron,
preferentemente, en un drea que va desde 0,8 a 1 mm rostrales al
cero; es decir, de forma similar a la ubicacién de las neuronas del
GRV rostral que proyectan bilateralmente al Complejo de Bétzinger.
Este area (0,8 hasta 1,1 mm rostrales al cero) en la rata, ha sido
denominada, muy recientemente, Complejo de preBstzinger (Smith y
col., 1992), donde se concentra la mayor diversidad de las neuronas
que forman parte de 1la red neuronal generadora del patrén
respiratorio. En preparaciones in vitro, de rodajas de 300 um de
grosor en las coordenadas arriba mencionadas, se logra mantener el
patrén respiratorio ritmico en las motoneuronas respiratorias de la
rodaja; lo que 1implica que este 4area posee todos los tipos
neuronales que constituyen el entramado neuronal que genera el
ritmo respiratorio. Este &rea, ademds, coincide con la zona de
transicién del GRV rostral al Complejo de Botzinger, donde se
encuentran las mayores concentraciones de neuronas con patrén de
descarga I-D y E-D y, en menor medida, de neuronas tipo I-A y E-A.
El 4rea del preBotzinger incluso podria tener neuronas con
propiedades marcapasos; aunque este hecho no ha quedado
suficientemente demostrado (Smith y «col., 1992). En los
experimentos presentes se ha hallado que este area del GRV es la
que posee una mayor densidad de neuronas con colaterales
bilaterales proyectando a otras subdivisiones del GRV
(NUfiez-Abades, y col., 8% y 90). La mayoria de las neuronas que
proyectan con colaterales axénicaé aik’propio GRV podrian ser
neuronas I-D o E-D; ya que estos dos tipos de neuronas se
caracterizan por poseer numerosisimas colaterales axénicas (Richter
y col., 1986). Por otro lado, el que aparecieran neuronas
doblemente marcadas en el Complejo de Botzinger es un resultado que

concuerda con lo descrito previamente en el gato (Merrill, 1981).
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5.4.4.- Consideraciones funcionales

El GRV esta organizado como una columna bilateral de
neuronas. Los resultados presentes indican que, en la rata, las
neuronas que proyectan a las distintas subdivisiones del GRV lo
hacen de forma homolateral principalmente. Asi pues, en la rata, al
igual que ocurre en el conejo y el mono, existe una organizacién en
dos entramados neuronales propiobulbares simétricos y relativamente
indepedientes, cuya sincronizacién depende de las conexiones que
cruzan la linea media (Karczweski y Gromysz, 1982). Lo contrario
ocurre en el gato, donde 1la proyeccién sobre el GRV es
predominantemente contralateral (Portillo, 1986). Por lo tanto, las
neuronas con proyecciones bilaterales mediante colaterales axdnicas
a las subdivisiones del GRV de ambos lados de la linea media
podrian ser las encargadas de la sincronizacién de la actividad de

las redes neuronales respiratorias hemibulbares.

5.5.- CARACTERIZACION DE LAS PROYECCIONES EFERENTES A LA
MEDULA ESPINAL CERVICAL

El estudio de las neuronas marcadas retrégradamente tras la
inyeccién del fluorescente en el nucleo frénico revelé que el GRV
es la fuente principal de proyecciones a dicho nucleo. Asi mismo,
la mayoria de las neuronas marcadas con fluorocromo se encontraron
en el GRV rostral (Onai y col., 1987b), subdivisién del GRV que
contiene predominantemente neuronas inspiratorias (Ellenberger y
Feldman, 1990b; Ezure y col., 1988; Saether y col., 1987; Zheng y
col., 1991a). Se sabe que las neuronas bulboespinales de este area
del GRV establecen conexiones monosinipticas con las motoneuronas
frénicas (Ellenberger y Feldman, 1988 y 1990c; Yamada y col.,
1988), por lo tanto la demostracién aportada por el presente
trabajo es un apoyo para los datos electrofisiolégicos establecidos

previamente.

La segunda subdivisién importante, en numero de proyecciones
sobre el nﬁcled frénico, fue el Complejo de Botzinger. Esta
subdivisién del GRV es una zona donde predominan las neuronas
espiratorias que proveen de entradas inhibitorias a las

motoneuronas frénicas (Merrill y Fedorko, 1984; Merrill y col.,
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1983). Asi pues, al igual que en el gato, en la rata podrian
existir dos tipos de poblaciones neuronales que proyectan al ndcleo
frénico. La primera poblacién extendiéndose desde 1 mm caudal al
cero hasta 0,9 mm rostrales al mismo, correspondiente a las
neuronas que envian sus axones en igual proporcién a ambos lados de
la linea media. La segunda poblacién, distribuyéndose rostralmente
desde 1 a 1,6 mm rostrales al cero (borde caudal del nicleo
facial), compuesta por neuronas con proyeccién homolateral,

principalmente.

Numerosos estudios realizados en el gato (ver Euler, 1986)
localizaron, en el bulbo dorsal, otra poblacién de neuronas
bulboespinales inspiratorias, ventrolaterales al nicleo del tracto
Solitario. La existencia, en la rata, de este grupo neuronal,
denominado Grupo Respiratorio Dorsal (Bianchi, 1971; Fedorko y
col., 1983) es hoy en dia materia de debate para numerosos autores
(Ezure y col., 1988; Hilaire y col., 1990; Monteau y Hilaire, 1991;
Onai y col., 1987b; Saether y col., 1987; Yamada y col., 1988;
Zheng y col., 1991a). Los resultados presentes demostraron que en
la rata existe un grupo de neuronas que proyectan al GRV, aunque su
importancia numérica sea muy reducida en comparacién a la descrita
para el gato (Onai y col., 1987b). El1 papel fisiolégico de este

area en la rata no se conoce aun.

Se han descrito proyecciones axonales desde los nucleos del
rafe, ndcleos parabraquial medial y de K&lliker-Fuse, asi como
desde las formaciones reticulares bulbares, al nicleo frénico
(Holtman y col., 1984; Rikard-Bell y col., 1984). El pequefio numero
de neuronas marcadas encontradas en los nucleos antes mencionados
indica que son fuente de proyeccién del nicleo frénico de menor
importancia que las otras &areas analizadas previamente. El papel

fisiolégico de estas Ultimas estd adn por dilucidar.

5.5.1.- Consideraciones funcionales

Asi pues, el GRV es el area que proyecta en mayor proporcién
sobre el nucleo frénico en la rata. El nGcleo frénico inerva el
principal musculo inspiratorio, el diafragma. Esta supremacia de

aferencias del GRV se ve reforzada por la poca importancia numérica



de las proyecciones axonales desde el nGcleo ventrolateral del
tracto Solitario. Esto ultimo, contribuye a que sea discutible la
existencia, en la rata, de un Grupo Respiratorio Dorsal con las

mismas propiedades funcionales asignadas al descrito en el gato.

5.6.- CARACTERIZACION DE LAS = PROYECCIONES EFERENTES
BILATERALES A LA MEDULA ESPINAL CERVICAL

Datos anatdmicos recientes, basados en la inyeccién
intracelular de peroxidasa de rabano en neuronas bulboespinales
inspiratorias del GRV rostral, demostraron que dichas neuronas
poseen colaterales axdénicas que terminan a ambos lados del bulbo en
el gato (Sasaki y col., 1989). Sin embargo, las limitaciones
inherentes a esta técnica neuroanatémica no permitié visualizar el
sitio de proyeccién preciso de las colaterales axdénicas bilaterales
y, por tanto, demostrar si finalmente los axones alcanzaron ambos
nicleos frénicos. Resultados similares se obtuvieron en la rata
(Zheng y col., 1991b). En el presente trabajo, un 6,5% (rango
2,5-16%) ‘de 1las neuronas bulboespinales en el GRV rostral
exhibieron doble marcaje; lo que implica que estas neuronas envian
proyecciones, mediante colaterales axénicas, a ambos nicleos
frénicos. Aunque se encontraron algunas neuronas doblemente
marcadas en el nicleo del tracto Solitario, como ocurre en el gato
(Berger y col., 1984; Otake y col., 1989) vy, de forma muy
esporadica, en otros nicleos bulboprotuberanciales, la gran mayoria
de ellas (90%) se localizaron el GRV rostral. Sin embargo, la
técnica de doble marcaje utilizada en el presente estudio, no dié
informacién sobre si los axones de las neuronas doblemente marcadas
cruzaron la linea media en el propio bulbo (Sasaki y col., 1989) o
a nivel del nicleo frénico (Goshgarian y col., 1991). El hecho de
que las neuronas bulboespinales con colaterales axénicas se
encontraron exclusivamente localizadas en el GRV rostral, apoyaria
que esta poblacién de neuronas sea diferente a la localizada mas
rostral en el Complejo de Bbtzinger, donde no se localizaron
neuronas doblemente marcadas. Sin embargo, no existié ninguna
evidencia de dque 1la poblacién de neuronas bulboespinales con
colaterales axénicas y la poblacién sin colaterales axdnicas del
GRV rostral constituyeran grupos diferentes de neuronas en funcién

de su localizacién respecto de 1las motoneuronas laringeas del
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niclec Ambiguo. Tampoco los estudios realizados con técnicas
electrofisiolégicas han puesto de manifiesto la existencia de
subpoblaciones diferentes dentro de las neuronas bulboespinales del
GRV rostral que proyectan al nicleo frénico (Bianchi, 1971; Feldman

y Speck, 1983; Hilaire y col., 1984).

S5.6.1.- Consideraciones funcionales

El diafragma, el principal mdsculo respiratorio, esta
inervado por los nervios frénicos. Estos nervios reciben
exclusivamente axones de las motoneuras frénicas homolaterales; ya
que no hay evidencia de que tales axones crucen la linea media, ni
tampoco de que las motoneuronas frénicas posean colaterales
axénicas, al menos en la rata (Cameron y col., 1983, Goshgarian y
Rafols, 1984). Las neuronas respiratorias bulboespinales son el
origen inmediato de 1la conduccidén de la informacién a las
motoneuronas frénicas y estan localizadas en el Dbulbo
ventrolateral. La transmisién de esta informacién es via
monosinédptica (Ellenberger y Feldman, 1990c; Ellenberger y col.,
1990); aunque otras vias polisinapticas también podrian estar
implicadas. La produccién de movimientos respiratorios
sincronizados del conjunto del diafragma, necesario para obtener
una correcta ventilacién, requiere que la columna bilateral de
motoneuronas frénicas reciba la misma informacién. Puesto que el
arbol dendritico de las motoneuronas frénicas de la rata no cruza
la linea media en la médula cervical espinal; es decir, no reciben
informacién de los axones que viajan en el lado contralateral
(Furicchia y Goshgarian, 1987). La presencia de wun numero
. importante de neuronas bulboespinales en el GRV rostral que
proyecten bilateralmente al nicleo frénico podria ser la via
neuroanatémica implicada en la sincronizacién de la actividad de
ambos nucleos frénicos durante 1la respiracién, tos, estornudo,

habla u otras funciones.

5.7.- CONSIDERACIONES FUNCIONALES GENERALES

El GRV se encuentra constituido por neuronas propiobulbares,

neuronas bulboespinales y por las motoneuronas del nicleo Ambiguo.
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Les resultados obtenidos demostraron el alto grado de organizacidn
viscerotépica de los distintos grupos de motoneuronas y la
disposicién en agrupamientos (subnucleares) concretos de las
neuronas propiobulbares y bulboespinales del GRV. Asi pues, el que
los tres tipos de neuronas, propiobulbares, bulboespinales vy
motoneuronas vagales y glosofaringeas, presentaran una distribucién
no homogénea a lo largoe del eje rostrocaudal del GRV, podria
indicar que el bulbo ventrolateral es una 2zona con una alta
complejidad estructural que estaria implicada no sélo en la
respiracién, sino también en funciones relacionadas tales como la
deglucién, vémito o la vocalizacién. Estas funciones necesitan de
una fina coordinacién de las neuronas responsables para que el
patrén respiratorio se modifique, sin que por ello se altere la
tasa ventilatoria. E incluso, en algunas funciones tiene que
cambiar el patrén respiratorio de una determinada motoneurona para
cumplir otra funcién (i.e. vémito, tos). A ello ayudaria el gran
nimero de areas troncoencefadlicas que envian proyecciones axonales,
de forma diferencial, a las tres subdivisiones morfofuncionales del
GRV. Asi mismo, el GRV en la rata, por recibir proyecciones desde
nucleos relacionados con funciones cardiovasculares,
gastrointestinales, nocicepcién, etc, también podria ser el area
que integra toda esa informacién con la puramente respiratoria,
para adaptar el patrén respiratorio a otros condicionantes

fisiolégicos.

En comparacién con el gran ndmero de nacleos
bulboprotuberanciales que proyectan al GRV, fueron muy pocos los
que enviaron proyecciones axonales al nucleo frénico. Ademas, la
mayoria de las neuronas marcadas se localizaron dentro de los
propios limites del GRV; lo que convierte al bulbo ventrolateral en
la fuente principél de ‘entradas premotoras a las motoneuronas
frénicas, en parte acrecentado por la débil proyeccidén que presentd
el subnucleo ventrolateral del tracto Solitario, denominado Grupo
Respiratorio Dorsal en el gato. De nuevo este dato le da una
particular importancié en la coordinacién de la génesis
respiratoria al GRV, como fuente principal de entradas al ntcleo

frénico.

Todas las proyecciones demostradas aqui fueron

primordialmente homolaterales. Puesto que la columna de neuronas
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respiratorias del GRY y de las motoneuronas frénicas de la médula
espinal cervical es bilateral, 1la existencia de neuronas dque
proyectan mediante colaterales axdénicas a ambos nucleos frénicos o
ambos lados del GRV convierte a éstas en vias neuroanatdmicas
encargadas de 1la sincronizacién de ambas redes de neuronas
respiratorias. La gran mayoria de dichas neuronas con colaterales
se localizaron dentro de los limites del GRV rostral y Complejo de
Bétzinger. Una vez mds, redunda en la gran capacidad, desde el

punto de vista morfofuncional, de coordinacién que posee el GRV.

En definitiva, estos resultados indican que el GRV es un
mosaico complejo de neuronas que podria constituir 1la base
anatémica implicada en 1las funciones relacionadas con la

respiracién incluyendo la génesis del propio ritmo respiratorio.



6.- CONCLUSIONES

(03]



149

Como consecuencia de los resultados expuestos y de la
discusién de 1los mismos se han obtenido 1las conclusiones

siguientes:

1. El ndcleo Ambiguo posee tres subdivisiones morfolégicas.
La parte caudal del ntcleo Ambiguo estd constituida por
motoneuronas laringeas del nervio laringeo recurrente y, dorsales y
ventrales a ellas, neuronas parasimpaticas vagales. La subdivisién
intermedia esta formada por motoneuronas faringeas vagales y por
motoneuronas laringeas del nervio laringeo recurrente, localizadas
ventromediales y ventrolaterales respecto de las anteriores. La
subdivisién rostral del nucleo Ambiguo estd compuesta por
motoneuronas esofdgicas, y mediales a ellas, motoneuronas faringeas
vagales. En su aspecto coronal, las motoneuronas laringeas del
nervio laringeo superior se localizan en la porcién ventral del
nicleo Ambiguo y ventrolateralmente a éstas se disponen las
neuronas parasimpaticas vagales y glosofaringeas. El limite rostral
del nucleo Ambiguo se ubica dorsal al nucleo facial, donde se
encuentran localizadas las motoneuronas faringeas del

glosofaringeo, mediales respecto de las motoneuronas esofégicas.

2.- La estructura citoarquitecténica del nuacleo Ambiguo
demostrada sugiere un alto grado de organizacién viscerotépica. Asi
mismo, se ha puesto de manifiesto el alto grado de solapamiento

entre las poblaciones de motoneuronas agonistas.

3.- Los &rboles dendriticos de las motoneuronas y neuronas
parasimpaticas se orientan dorsomedialmente hacia el tracto
Solitario, donde terminan los aferentes de los baroreceptores,
receptores de estiramiento pulmonar, gustativos, etc. y
ventrolateralmente hacia donde se localizan las neuronas

propiobulbares y bulboespinales del Grupo Respiratorio Ventral.



4. - Morfolégicamente no se ha podido demostrar la existencia
de motoneuronas que inerven mediante colaterales axdnicas mas de un
tipo de musculo de las vias aéreas superiores en la rata; ya que no

se encontraron motoneuronas doblemente marcadas.

5.~ En el Grupo Respiratorio Ventral se localizan neuronas
propiobulbares y bulboespinales y motoneuronas del nicleo ambiguo.
La distribucién de estas tres poblaciones a lo largo del eje
rostrocaudal del " Grupo 'Respiratorio Ventral no es homogénea,
presentando diferentes agrupaciones subnucleares. La parte caudal
del Grupo Respiratorio Ventral se compone de neuronas
propiobulbares y bulboespinales solapadas, rodeando a unas pocas
motoneuronas vagales. En la parte intermedia, o Grupo Respiratorio
Ventral rostral, las poblaciones de neuronas propiocbulbares y
bulboespinales se situan preferentemente ventrolaterales a las
motoneuronas del nlUcleo Ambiguo. Finalmente, en la parte mas
rostral de la columna (Complejo de Botzinger), el numero de
motoneuronas vagales y glosofaringeas es mayor que en las porciones
anteriores y, ventrales a ellas, se localizan las neuronas

propiobulbares y bulboespinales.

6.- No se ha demostrado la presencia de neuronas doble o
triplemente marcadas en el Grupo Respiratorio Ventral; por lo que
se concluye que no existen motoneuronas que al mismo tiempo
proyecten al bulbo o la médula espinal, o bien neuronas que

simultdneamente sean propiobulbares y bulboespinales.

7- Paralelo a la localizacién diferencial de 1las neuronas
respiratorias en el Grupo Respiratorio Ventral (espiratorias en la
zona rostral, inspiratorias en la zona intermedia y espiratorﬁas en
la zona caudal) se ha puesto de manifiesto una proyeccién
diferencial desde los distintos ntcleos troncoencefdlicos a las
distintas subdivisiones del Grupo Respiratorio Ventral. Asi pues
existe:

i) una proyeccién topografica desde los subnucleos del tracto
Solitario en el bulbo y desde el nutcleo de Kolliker-Fuse en la
protuberancia;

ii) una proyeccién 'cualitativamente diferencial desde los

nicleos del rafe magno y oscuro, dJue no proyectan al Grupo
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Respiratorio Ventral caudal, o desde el A&rea postrema, que no
proyecta al Complejo de BStzinger; y

iii) wuna proyeccién cuantitativamente diferencial desde
numerosas areas, por ejemplo el nicleo retrotrapezoide proyecta
preferentemente al Grupo Respiratorio Ventral rostral, o el nicleo

parabraquial proyecta en mayor proporcién al Complejo de Boétzinger.

8. - Los experimentos presentes muestran un elevado numero de
conexiones reciprocas existentes entre los tres subgrupos del Grupo
Respiratorio Ventral, las cuales podrian constituir parte del

entramado de neuronas generador del ritmo respiratorio.

9.- El Complejo de Botzinger es el &4rea con mayor numero de
neuronas propiobulbares con colaterales axénicas bilaterales a las
subdivisiones caudales del Grupo Respiratorio Ventral. También
existen neuronas en el Grupo Respiratorio Ventral rostral que
proyectan bilateralmente a ambos - Grupo Respiratorio Ventral
caudales o a ambos Complejos de Botzinger; la mayor parte de ellas
se agrupan en lo que muy recientemente se ha denominado complejo de
preBotzinger. Neuronas de los ndcleos parabraquial medial y de
Kélliker-Fuse de la protuberancia y del subnicleo ventrolateral del
tracto Solitario y Grupo Respiratorio Ventral caudal poseen
colaterales  axénicas que proyectan Dbilateralmente a las
subdivisiones del Grupo Respiratorio Ventral de ambos lados de la
linea media. El papel funcional de estas neuronas podria ser el de
la sincronizacién de 1la actividad de las redes neuronales

respiratorias hemibulbares.

10. El1 Grupo Respiratorio Ventral es la principal fuente de
proyecciones al nicleo frénico. Dentro de esta area parecen existir
dos tipos de poblaciones de neuronas bulboespinales proyectando al
nicleo frénico. Una primera poblacién, 1localizada en el Grupo
Respiratorio Ventral rostral, correspondiente a las neuronas que
envian sus axones en ‘igual proporcién a ambos hemibulbos. Una
segunda poblacién, ubicada en el Complejo de Botzinger, constituida

por neuronas con proyeccién principalmente homolateral.
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11.- Un alto porcentaje de las neuronas bulboespinales del
Grupo Respiratorio Ventral rostral proyectan bilateralmente al
nicleo frénico. Estas neuronas podrian constituir la via
neuroanatémica implicada en la sincronizacién de la actividad de
ambos nicleos frénicos durante 1la respiracién, 1la tos, el
estornudo, el habla u otras funciones asi mismo relacionadas con la

actividad del diafragma.
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