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Resumen

La respiracion es un patrén, generado en la parte inferior del tallo cerebral. Los
centros neuronales ponto-medulares respiratorios controlan este patrén
sincronizando las descargas neuronales de las motoneuronas de las metameras
cervicales, toraco-lumbar y craneales, mostrando intensa interacciéon entre las
neuronas inspiratorias del complejo pre Botzinger, donde la neurona Preinspiratoria
(Pre-I) es el marcapaso principal y las espiratorias del complejo Botzinger los cuales
forman el complejo generador central del patron respiratorio. La red neuronal y los
patrones de descarga de las neuronas inspiratorias son intensamente investigadas, asi
como la presencia de receptores GABA y de glutamato en sus membranas. Se hace
necesario investigar el impacto de drogas de extenso uso clinico y anestésico como
las benzodiacepinas y la ketamina en estas neuronas y receptores de membrana en
varios escenarios frecuentes de temperatura corporal (35, 37 y 40°C) dada la
termodependencia de estos efectos. Materiales y Métodos: Se generaron varios
escenarios in machina utilizando el simulador electrofisiologico EOTN v.2014a
emulando las descargas de la neurona Pre-lI ante diversos niveles de actividad
sinaptica equivalentes a 60 hasta 160% para cada receptor GABA, o NMDA y a
diferentes temperaturas en rango clinico, evaludndose el niimero de potenciales de
accion y su amplitud. Resultados: Se produce una disminucién progresiva del
numero de espigas al aumentar la actividad GABAA, en secuencia de intensidad:
35°C (-60,6%), 37°C (-27,2%) y 40°C (-5,8%). La amplitud de las espigas también
se redujo siendo mas variable e intensa a 40°C (-75%) que a 35°C (-33,7%) y 37°C
(-7,4%). El antagonismo NMDA redujo menos intensamente el nimero de espigas
siguiendo la secuencia: 35°C (-8,7%), 37°C (-7,2%) y 40°C (-3,9%) (p<0,01). La
amplitud de las espigas también se redujo siendo mas variable e intensa a 35°C (-
9,6%), 37°C (-4,1%) (p<0,01) y sin cambios a 40°C. Las regresiones dosis-respuesta
fueron no lineales para cada tipo de droga. Para todas las dosis equivalentes, se
demostrd la termodependencia al aumentar progresivamente del nimero y amplitud
del potencial de accidon con la temperatura. El agonismo GABA, produce una
disminucién del nimero de espigas proporcional a la temperatura, manteniéndose
éste en la medida que se aument6 el peso sinaptico. La amplitud de las espigas
aumento segun la actividad sindptica y la disminucion de la temperatura. Al reducir
la actividad sinaptica de los receptores NMDA (Ketamina) se evidencia un aumento
del numero de espigas con el aumento de la temperatura, mientras que en hipotermia
se observo un aumento de la amplitud de las espigas en todas las mediciones. El
analisis de regresion polinomial entre el naumero de espigas y la actividad GABA4
mostro ajustes significativos para 37°C (p<0,01) y 35°C (p<0,02), no asi para 40°C.
No se encontro ajuste significativo para la amplitud de las espigas en ninguna de las
tres temperaturas probadas. La regresion entre la actividad sinaptica NMDA y el
contaje de espigas fue significativa a 37 y 35°C (p<0,001) y para 40°C (p<0,03). La
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regresion entre la amplitud de las espigas y la temperatura fue significativa a 37°C
(p<0,03) y 35°C (p<0,008), pero no a 40°C. CONCLUSION: La temperatura
modifica tanto la cantidad de espigas como la amplitud de éstas dependiente de la
actividad sinaptica GABA, y NMDA. Los efectos son predictibles, los bloqueos de
los receptores GABAA por las benzodiacepinas, asi como la ketamina para los
NMDA. El bloqueo de la ketamina a la amplitud de las espigas no fue significativo a
40°C, lo que nos hace pensar que la entropia causada por el aumento de la
temperatura puede ayudar a que se tenga una mejor respuesta por los receptores al
bloqueo causado.

Palabras claves: Receptores neuronales, Benzodiacepinas, Ketamina, Centros
Respiratorios, Complejo Pre-Botzinger.
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Summary

Breathing is a pattern generated at the bottom of the brain stem. Ponto-medullary
neural centers regulate the respiratory pattern by synchronizing the neuronal
discharges of the motor neurons of cervical, thoraco-lumbar and cranial metamera,
showing intense interaction between the inspiratory neurons of the pre Botzinger
complex and the expiratory neurons of the Bdétzinger complex which form the
central generator complex of the respiratory pattern. The neural network and
discharge patterns of inspiratory neurons are intensively investigated, as well as the
presence of GABA and glutamate receptors in their membranes. It is necessary to
investigate the impact of drugs of extensive clinical use and anesthetics such as
benzodiazepines and ketamine on these neurons and membrane receptors in several
frequent scenarios of body temperature (35, 37 and 40°C) given the
thermodependence of these neurons. Materials and Methods: Several in machina
scenarios were generated using the EOTN v.2014a electrophysiological simulator,
emulating the discharges of the Pre-I main pacemaker neuron from the Pre
Botzinger complex, at various levels of synaptic activity equivalent to 60 to 160%
for each receptor GABA, or NMDA and at different temperatures in the clinical
range, evaluating the number of action potentials and their amplitude. Results: A
progressive decrease in the number of spikes occurs with increasing GABAA
activity, in sequence of intensity: 35°C (-60.6%), 37°C (-27.2%) and 40°C (-5.8 %)).
The amplitude of the spikes was also reduced, being more variable and intense at
40°C (-75%) than at 35°C (-33.7%) and 37°C (-7.4%). NMDA antagonism reduced
the number of spikes less intensely following the sequence: 35°C (-8.7%), 37°C (-
7.2%) and 40°C (-3.9%) (p<0,01). The amplitude of the spikes was also reduced,
being more variable and intense at 35°C (-9.6%), 37°C (-4.1%) (p<0.01) and
without changes at 40°C. Dose-response regressions were nonlinear for each drug
type. For all equivalent doses, thermodependence was demonstrated by
progressively increasing the number and amplitude of the action potential with

temperature. GABAA agonism produces a decrease in the number of spikes
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proportional to temperature, maintaining this number as synaptic weight increases.
Spike amplitude increased with synaptic activity and decreasing temperature. By
reducing the synaptic activity of NMDA (Ketamine) receptors, an increase in the
number of spikes is evident with increasing temperature, while in hypothermia an
increase in the amplitude of the spikes was observed in all measurements. The
polynomial regression analysis between the number of spikes and GABAA activity
showed significant adjustments for 37°C (p<0.01) and 35°C (p<0.02), but not for
40°C. No significant adjustment was found for spike width at any of the three
temperatures tested. The regression between NMDA synaptic activity and spike
count was significant at 37 and 35°C (p<0.001) and for 40°C (p<0.03). The
regression between spike width and temperature was significant at 37°C (p<0.03)
and 35°C (p<0.008), but not at 40°C. CONCLUSION: Temperature modifies both
the number of spikes and their amplitude depending on the GABAA and NMDA
synaptic activity. The Effects GABA, receptor blocks by benzodiazepines as well
as ketamine for NMDAs are predictable. Ketamine blockade to the amplitude of the
spikes was not significant at 40°C, which makes us think that entropy caused by the
increase in temperature may help to have a better response by the receptors to the

blockade caused.

Key Words: Neural Receptors, Benzodiazepines, Ketamine, Respiratory Centers,

Pre-Botzinger Complex.
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INTRODUCCION

La ritmogénesis de la respiraciéon es un proceso complejo que ain no se
conoce del todo, es por ello que se realizan intensos estudios in vivo € in vitro para
comprender los diferentes receptores de membrana, neuronas, nucleos y areas del
cerebro, asi como sus patrones de descarga e interconexiones que permiten el
control respiratorio. En los mamiferos, los centros de control respiratorio se
encuentran en el tallo cerebral (1,2) distribuyéndose mayoritariamente en el puente
y la médula ventrolateral. La red generadora del patrdn ritmico respiratorio posee
neuronas caracterizadas por diferentes patrones de descarga relativos al ciclo
respiratorio, lo cual unido a sus propiedades biofisicas como canales i6nicos,
receptores de membrana, interaccion sindptica, y proyecciones a otras regiones del

cerebro ha permitido su clasificacion fisioldgica (1,2,3).

El ritmo respiratorio puede ser dividido en 3 etapas: la primera de
inspiracion (I), donde entran en funcionamiento los musculos inspiratorios
(diafragma e intercostales), la segunda de inspiracion - espiracion (I-E) y la tercera
de espiracion activa (E) en la que entran en funcionamiento los musculos
espiratorios abdominales. Todo este control viene dado por los centros respiratorios
ponto-medulares, los cuales sincronizan las descargas neuronales de las
motoneuronas cervicales y toraco-lumbares asi como de las motoneuronas
corticales, proceso en el que se ven involucrados diversos musculos como el
diafragma, musculos intercostales, y los musculos del cuello, que hacen una valvula
extraordinaria entre la via aérea y la digestiva llevando a cabo numerosos desafios

fisiolégicos como la fonacion, deglucion y voémito entre otros (1,4,5).



El sincronismo de la respiraciéon viene dado por la interaccion de las
neuronas inspiratorias que se encuentran en el complejo nuclear pre-Botzinger de la
columna ventrolateral respiratoria medular (6,7). Las actividades inspiratorias y
espiratorias producidas en estos generadores de ritmo respiratorio medular se
modulan desde varios sitios del tronco encefalico inferior, incluidas la protuberancia
(8) y las neuronas del complejo nuclear de Botzinger que son principalmente de
funcién espiratoria (3,9,10), quienes en conjunto forman el nucleo generador
central del patron respiratorio (11,12,13). Este nticleo es uno de los encargados de
la generacion y organizacion del patrén respiratorio, analizando muchos
mecanismos mecano |y quimiosensoriales, incluyendo los pulmonares,
traqueobronquiales y carotideos que proveen sefiales de retroalimentacion que
involucran la hemodindmia, el control respiratorio y funcién cardiovascular, asi

como las diferentes coordinaciones motoras compaginadas con la respiracion (14).

Este centro puede ser objeto de alteraciones en su funcionamiento por efecto
de drogas, alteraciones en la aferencia de la informacion mecano o quimiosensorial,
infecciones virales o bacterianas localizadas en los pulmones o en el mismo sistema
nervioso central alterando la interconexién de la red neuronal del centro respiratorio

(15,16).

Conociendo los patrones de descarga, los pardmetros sinipticos y de
membrana, Ryback, et al. (17) y Smith, et al. (18) generaron modelos de las
neuronas inspiratorias, reproduciendo los patrones de descarga de las diferentes
células que componen la red de control respiratorio. Estos modelos surgidos a partir

de datos experimentales in vivo e in vitro proponen varios circuitos neuronales



respiratorios de caracter dindmico dentro del tronco cerebral, siendo el circuito mas
relevante el encargado de generar el ritmo y patron respiratorio localizado en la
columna ventral respiratoria que incluye en sentido rostro-caudal, los complejos
Botzinger, Pre-Botzinger (Pre-BotC), el grupo rostral ventral respiratorio y el grupo

caudal ventral respiratorio.

Adicionalmente, se describe un nucleo central generador del patron
respiratorio que incluye un grupo neuronal con propiedad intrinseca excitatoria
denominadas neuronas pre-inspiratorias (Pre- I) ubicadas en el Pre-BotC que son la
mayor fuente de actividad inspiratoria de la red neuronal, y que estimulan a las
neuronas pre-motoras del hipogloso y al grupo rostral ventral respiratorio a través de
las neuronas Ramp-I. Este grupo de neuronas Pre-1 del Pre-B6tC comprenden
neuronas excitatorias con membranas que expresan corrientes ionicas de sodio con
propiedades de descarga enddgena en salvas y con sinapsis auto-excitatorias que se
activan con niveles relativamente bajos de excitabilidad neuronal (19,20), las cuales
interactiian con un anillo de tres poblaciones neuronales mutuamente inhibidoras: la
post-inspiratoria (Post-I), la aumento-espiratoria (Aug-E) ubicadas en el complejo

Botzinger, y la temprano-inspiratoria (Early-1) del Pre-BotC (19,21).

Los modelos de redes respiratorias de Ryback, ef al. (17) y Smith, et al. (18)
utilizan neuronas como compartimientos de Hodgkin—Huxley, cuyos parametros
biofisicos, cinética de canales idnicos y conductancias sindpticas han sido obtenidas
en experimentos in vitro descritos por diferentes autores en neuronas de los centros
respiratorios (11,17,22,23) y que incluyen receptores de membrana tanto

ionotropicos como metabotropicos (17,18). Los receptores GABA, (canal



inhibitorio de cloruro activado por el acido y-amino-butirico) y los receptores
NMDA (n-metil-D-aspartato) que son canales excitatorios de sodio y calcio
activados por glutamato, estan presentes en alta densidad en las membranas
neuronales de los nucleos de control respiratorio del tallo cerebral (22,23,24),
mostrando ademads elevados valores de termodependencia con coeficientes de

Arrhenius (Qjo) superiores a 2 (25).

En el campo clinico médico y mas especificamente en la anestesiologia, el
uso de drogas anestésicas durante las intervenciones quirargicas como las
benzodiacepinas, barbitaricos, opioides y ketamina entre otros, son de uso rutinario,
y su mecanismo de accidn tiene como blanco farmacoldgico los receptores GABA 4
de los tres primeros o NMDA en el caso de la ketamina (22,23,26). Por lo
anteriormente expuesto, surge la inquietud por saber el efecto de éstas drogas sobre
los centros de control respiratorio y en especial sobre el centro principal de
generacion del patrén respiratorio. La comprension de estos efectos permitiria la
deteccion temprana y el tratamiento de uno de los eventos mas temidos dentro y
fuera de quir6fano como lo es la depresion respiratoria asociada a estos

medicamentos (27,28,29,30).

En los albores de la anestesiologia, a finales del siglo XII fecha en que fue
descubierto el Vitriolo dulce que mas tarde en 1730 fuera bautizado como éter, que
en griego significa “Cielo” (31), se ha estado buscando la mejor forma de
monitorear a los pacientes bajo anestesia y minimizar asi los riesgos que implica el
uso de drogas que modifican los estados de conciencia y en especial los que pueden

alterar el control respiratorio o llegar a causar la depresion respiratoria.



Con el advenimiento de nuevas drogas y de nuevas técnicas anestésicas
también se ha tenido que desarrollar diferentes métodos para monitorear el efecto de
esas drogas anestésicas sobre el organismo humano, creando asi diferentes escalas y

rangos de valores de los signos evaluados en los pacientes sometidos a una cirugia.

El desarrollo informatico en los ultimos 20 anos, la necesidad de reducir
costos en los disefios de procesos médicos e industriales y la prueba rapida de
modelos teoricos, han generado una rama de la bioinformatica encargada de la
produccion de programas de simulacion, que incorporando las ecuaciones
matematicas que describen un determinado modelo o proceso de interés, son
capaces de reproducir, interpolar o extrapolar el desempeno de dicho modelo con
alta fidelidad a la realidad, aportando resultados graficos y/o analiticos (32). Las
ecuaciones utilizadas en los programas de simulacion y que constituyen conceptos
basicos, generales y/o fundamentales, provienen en su gran mayoria de los analisis
de regresion multiparamétrica de datos reales obtenidos en experimentos,
mediciones de campo o de procesos cuantitativos o semicuantitativos, lo que les

confiere una validacion intrinseca (33).

Al ser las ecuaciones de regresion del tipo multiparamétrico es posible
modificar uno o varios de estos pardmetros en la simulacién y obtener asi los
resultados con los propositos de comparacion y progresion de escenarios diferentes

(33,34,35).

En el presente estudio pondremos en practica estos modelos matematicos
implementados en programas validados de simulacion neuronal, los cuales son cada

vez mas usados en neurofisiologia y neurofarmacologia (35,36,37).



CAPITULO I

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los mas grandes retos a los que se enfrenta un anestesidlogo es el uso
de drogas que actuan sobre el sistema nervioso central y periférico, lo cual modifica
el patron basal tanto respiratorio como hemodinamico del paciente durante el acto
quirargico. Esto implica el adecuado conocimiento de la farmacocinética,
farmacodinamia y la sinergia que pudiesen tener las diferentes drogas anestésicas
durante la cirugia y en el periodo post operatorio. Es por ello que se utilizan
diferentes tipos de monitoreo para vigilar el nivel anestésico al cual es sometido un
paciente sin embargo, aln se desconocen muchos de los efectos de esas drogas
anestésicas y mas especificamente las de uso frecuente como benzodiacepinas,
ketamina, opioides y barbituricos sobre las diferentes neuronas y centros que

controlan el automatismo respiratorio.

FORMULACION DEL PROBLEMA

(Es factible conocer la accion de drogas como las benzodiacepinas, barbitlricos,
opioides con accion agonista GABA, o la ketamina como antagonista NMDA,
sobre la principal neurona marcapaso generador del patron respiratorio que explique

la causa de la depresion respiratoria que producen dichos medicamentos?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar in machina los efectos de las benzodiacepinas, opioides, barbitaricos
como agonistas de los receptores GABA, y de la ketamina como antagonista de
receptores NMDA, y su termodependencia sobre las descargas de la neurona Pre-

Inspiratoria (Pre I) del Pre-Bo6tC de control respiratorio del tallo cerebral.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar un modelo in machina de neurona Pre-1 del Pre-BotC que posea las
corrientes idnicas especificas y patrones de descarga similares a los reportados

en registros in vivo.

2. Determinar in machina el efecto de las benzodiacepinas, opioides y barbituricos
en su accion agonista de los receptores GABA, sobre el numero y amplitud de

las descargas de la neurona Pre-I del Pre-BotC.

3. Determinar in machina la curva dosis-respuesta de las benzodiacepinas, opioides
y barbitdricos en su accion agonista de los receptores GABA4 sobre el numero y

amplitud de las descargas de la neurona Pre-I del Pre-BotC.



4. Determinar in machina el efecto de la ketamina en su accion antagonista de los
receptores NMDA sobre el nimero y amplitud de las descargas de la neurona

Pre-I del Pre-BotC.

5. Determinar in machina la curva dosis-respuesta de la ketamina en su accion
antagonista de los receptores NMDA sobre el ntimero y amplitud de las

descargas de la neurona Pre-I del Pre-BotC.

6. Determinar in machina la termodependencia en el rango 35 a 40°C del efecto de
las benzodiacepinas, opioides y barbituricos en su accién agonista de los
receptores GABA4 sobre el nimero y amplitud de las descargas de la neurona

Pre-I del Pre-BotC.

7. Determinar in machina la termodependencia en el rango 35 a 40°C del efecto de
la ketamina en su accion antagonista de los receptores NMDA sobre el nimero y

amplitud de las descargas de la neurona Pre-I del Pre-BotC.
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JUSTIFICACION

La importancia de este trabajo radica en conocer el efecto de medicamentos
de amplio uso en terapéutica médica y especialmente en anestesiologia como son los
agonistas de receptores GABA, (benzodiacepinas, barbitiricos y opioides) y los
antagonistas de receptores NMDA (ketamina) sobre el principal generador del
patron respiratorio como lo es la neurona Pre-I del Pre-BotC del tallo cerebral. La
alta frecuencia de uso de estos medicamentos y el escaso conocimiento de sus
efectos sobre el patron respiratorio ain con dosis dentro del rango terapéutico y en
condiciones clinicas donde la temperatura puede con frecuencia ser diferente a lo
normal (hiper o hipotermia) pueden incidir sobre el riesgo de depresion respiratoria
que es la complicacion mas temida en anestesiologia. Por lo anterior, se hace
urgente investigar y caracterizar estos efectos de una manera segura, controlada y

sin riesgo para los pacientes como es la experimentacion in machina.



CAPITULO II

BASES TEORICAS

Es conocida la accion de las benzodiacepinas y barbitaricos sobre receptores
de membranas neuronales, especificamente el incremento de las corrientes ionicas
de cloro al activar el receptor ionotropico GABA,, lo cual genera un influjo de
cloruro a la neurona hiperpolarizdndola. Por su parte los opioides son capaces de
activar tres tipos de receptores del tipo metabotrdpico: , K, 8, en especial, la accion
sobre el receptor u, activa una proteina G acoplada intracelularmente,
incrementando la actividad de la enzima adenilciclasa y los niveles de AMPc el cual
aumenta la apertura de los canales de potasio y el eflujo de éste con el efecto
hiperpolarizante, simultdneamente cierra el canal de calcio reduciendo el influjo de

¢éste, generando un efecto hiperpolarizante (11,17,38)

Por su parte, la ketamina ejerce accion bloqueante de los canales NMDA
impidiendo el influjo catidnico, especificamente de sodio y calcio por estos canales

lo cual impide la despolarizacion neuronal (23,38).

La respiracion es un acto motor ritmico complejo que involucra varias

decenas de musculos, que pertenecen a tres grupos funcionales:
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En primer lugar, el diafragma, este musculo, insertado entre las costillas
inferiores, actia como una bomba moviéndose arriba y abajo dentro de la caja
toracica, sus contracciones son directamente responsables de actuar como fuelle y
movilizando el aire pulmonar mediante la generacion de presiones negativas y

positivas alternantes en la caja toracica.

Segundo, hay varios musculos, como los intercostales internos y externos,
escalenos y los musculos abdominales, que aunque a menudo son clasificados como
musculos respiratorios "accesorios", juegan un papel importante en la estructura
anatomica del individuo ya que endurecen la caja toracica y por lo tanto determinan

la eficacia de las contracciones del diafragma.

Tercero, los musculos de la via aérea superior, como los de la laringe,
faringe, y musculo geniogloso controlan la apertura y cierre ritmico de la via, sus
contracciones regulan la tasa en la que el aire fluye dentro y fuera de los pulmones

de la misma manera que una valvula (Figura 1), (1,34,39).

Las motoneuronas que comandan los musculos respiratorios estan situadas
en diferentes lugares y por ende diferentes niveles del sistema nervioso central. Las
motoneuronas de las vias respiratorias superiores se encuentran a nivel craneal; las
motoneuronas del nervio frénico que controlan el diafragma se encuentran en el asta
ventral de la médula cervical, y las motoneuronas de control muscular de la caja
toracica y abdomen estan situadas en el asta ventral de la medula en el segmento

toracolumbar. Todas estas motoneuronas son ritmicamente coordinadas por un
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mando central llamado “centro respiratorio”, una red interneuronal ubicada en el

tronco cerebral (40,41).
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Figura 1. Esquema de aferencias y eferencias a y de los centros ponto-bulbares de control
respiratorio, se incluyen vias sensoriales como propioceptivas y quimioceptivas, asi como eferentes a
motoneuronas de control diafragmatico y musculos accesorios respiratorios. Tomado de Hilaire et a/

(39).

Los mecanismos neuronales responsables de la ritmogénesis respiratoria en

los mamiferos se estudiaron en modelos experimentales in vivo € in vitro tanto en
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etapas maduras como neonatales wusando técnicas electrofisiologicas,

farmacologicas, y anatomicas (1).

Se han registrado la actividad eléctrica de varios miles de neuronas
descargando en secuencia durante la respiracion, asi como la localizacion en los
centros respiratorios en el tronco cerebral asi como las respuestas de los nervios, los
musculos respiratorios (42,43,44,45,46). Se han propuesto varios modelos de
funcién de la red de control respiratorio sin embargo, los mecanismos reales
responsables de la ritmogénesis respiratoria ain se encuentran en intensa

investigacion.

Estudios in vitro realizados en roedores neonatales mostraron que un
conjunto especial de neuronas situado dentro del asta del bulbo raquideo
ventrolateral rostral con actividad marcapaso inspiratorio desempefia el papel

principal de la ritmogénesis de las vias respiratorias (4,37,47).

Regulacion neuronal respiratoria

Existen diversos factores que estan involucrados la coordinacion del
comando central neuronal para satisfacer las necesidades fisiologicas y asi proteger

el sistema respiratorio de agentes externos.
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El propoésito de la respiracion es el intercambio gaseoso pulmonar para
proveer oxigeno a la sangre y esta a su vez a todo el cuerpo, cualquier hipoxia es
detectada rapidamente por los cuerpos carotideos a nivel periférico, estos
quimiorreceptores periféricos a su vez, ajustan el impulso respiratorio en las
motoneuronas centrales en términos de su magnitud y frecuencia, si el resultante de
ese ajuste de ventilacion no puede restaurar el nivel de oxigeno 6ptimo en sangre, se

desarrollard la depresion de la red respiratoria (48,49).

Los mecanismos de retroalimentacion que sirven para mantener la
respiracion normal se basan en los niveles de CO,, asi como los niveles de pH,
aunque los cuerpos carotideos pueden participar en esta regulacion, los
quimiorreceptores centrales de CO, y/o de pH se encuentran en o cerca de la
superficie de la médula ventrolateral rostral, aunque se ha sugerido que pueden tener
un patron de distribucion anatomica mas generalizada. El nivel de CO; constituye la
base principal del marcapaso central de patrones respiratorios (50). Los cambios en
la presion parcial de O, arterial también regulan la accion de las motoneuronas
respiratorias a través de entradas por los quimiorreceptores a los centros
respiratorios y a través de interacciones entre red central y cardiovascular
respiratoria. Es de destacar que las redes respiratoria y cardiovascular estan situadas

en el tronco cerebral en estrecha interrelacion (1,41,51).
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Los pulmones aumentan de volumen durante la inspiracion gracias a la
entrada de aire, y esto activa receptores pulmonares de estiramiento, los cuales, a
través del nervio vago, excitan interneuronas situado en el nucleo del tracto solitario
y estas interneuronas, a su vez inhiben el centro inspiratorio central. Este bucle
inhibidor, conocido como el reflejo de Hering-Breuer, ayuda a prevenir inflado
excesivo, que puede dafar los pulmones (15). Los receptores que se activan por
cualquier irritante traqueal, cuerpo extrafo o sustancia presente en las vias
respiratorias, también juegan un papel importante en la produccién de tos o

estornudo (1,5).

Los musculos respiratorios estdn involucrados en actividades no respiratorias
como la vocalizacién o tragar, y las estructuras centrales controlan este tipo de
acciones ejerciendo un control potente tanto en el centro respiratorio como en las
motoneuronas respiratorias. Los otros casos en que los musculos respiratorios estdn
involucrados en funciones no respiratorias son los vomitos, miccion, defecacion, y
el parto. Al mismo tiempo, la respiracion también es modulada por funciones
complejas tales como la emocion, ejercicio, suefio, etc., que son controlados a nivel

cortical y en otras partes del sistema nervioso central (1,34,39). Ver Figura 1.

Gaytan y colaboradores (53) llevaron a cabo el rastreo transneuronal del
virus de la rabia mediante su inyeccion en los musculos respiratorios de ratones

adultos, y los resultados confirmaron que varias estructuras, tales como nucleos del
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rafe, locus coeruleus, area A5, area gris central del talamo, nucleos del hipotalamo,
el cerebelo, y algunas areas corticales, estan conectados a los centros respiratorios
del tallo cerebral (53). Todo esto significa que los patrones de descarga de los
musculos respiratorios, motoneuronas respiratorias, y el centro interneuronal son
afectados por muchos factores distintos de la respiracion. Por tanto, es dificil
interpretar los cambios respiratorios inducidos experimentalmente mediante la
estimulacion de estructuras centrales o mediante la realizacion de las lesiones o la
aplicacion de medicamentos a estas estructuras. También es dificil determinar si las
estructuras en cuestion pertenecen realmente a la red respiratoria o a los centros no

respiratorios que interactian con la respiracion (1).

La complejidad general del acto de respiracion puede de hecho explicar por
qué los resultados de los estudios in vivo no han bastado para explicar la

ritmogénesis respiratoria, tal como lo presenta la Figura 1 (39).

Etapas de la ritmogénesis respiratoria.

Inspiracion (I): entran en funcionamiento el diafragma y el resto de los musculos

que conforman la caja torécica.

Inspiracién-Espiracion (I-E): los musculos inspiratorios comienzan progresivamente
a cesar su contraccion y los musculos laringeos controlan la salida progresiva de

aire de los pulmones.



18

3. Espiracion (E): los intercostales externos y los abdominales se contraen.

Segun estudios de las descargas neuronales del tronco encefalico (1,2) y de
acuerdo con sus patrones de disparos, sus potenciales de accidon y sus entradas

sinapticas se pueden reconocer 6 tipos neuronas a saber (Figura 2):

| insprration | | E, expirafion B

Inhibition
ibit

Activation
e

v

e S

Late-|

Early-E

L
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-

Figura2.  A: Etapas de la respiracion con los patrones de descarga de los diferentes tipos neuronales de los
centros de control respiratorio. Los potenciales de accion se representan con las lineas verticales coloreadas.
B: Red neuronal y conexiones sinapticas excitatorias e inhibitorias entre los diferentes tipos de neuronas de
control respiratorio del tallo cerebral. La salida inspiratoria (flecha roja descendente) y espiratoria (flecha
negra descendente) corresponden a las vias eferentes motoras de la red de control respiratorio. Tomado de

Hilaire y Pasaro (39).
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1.- Neuronas Pre-Inspiratorias (Pre-I): Son neuronas que se disparan en la transicion

entre la espiracion y la inspiracion.

2.- Neuronas Inspiratorias Tempranas (Early-I): Son neuronas que se disparan desde el

principio hasta el medio de la inspiracion.

3.- Neuronas Inspiratorias (I): Son neuronas que se activan durante toda la inspiracion.

4.- Neuronas Inspiratorias Tardias (Late-I): Son neuronas que se activan al final de la

inspiracion.

5.- Neurona Espiratoria temprana (Early-E): Son neuronas que se activan en la

transicion entre el final de la inspiracion y al inicio de la espiracion.

6.- Neuronas Espiratorias (E): Son aquellas que descargan durante la espiracion.

A nivel del bulbo raquideo, neuronas respiratorias de todos los tipos estan
reunidas en la proximidad del nicleo ambiguo y la formacion reticular circundante,
que constituyen el denominado grupo ventral respiratorio (GVR). Algunas neuronas
espiratorias se encuentran mds densamente concentradas en la parte rostral del

GVR, formando el grupo Botzinger.
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Las neuronas inspiratorias bulboespinales excitan las neuronas motoras de
inspiracion a través de las interneuronas medulares, y numerosas neuronas
bulboespinales espiratorias del grupo Boétzinger inhiben las motoneuronas del
frénico durante la espiracion. Algunas neuronas del GVR son las motoneuronas que
inervan los musculos de las vias respiratorias superiores, hay algunas otras neuronas
del GVR con sus axones enteramente localizados dentro del tronco cerebral, estas
neuronas que se llaman interneuronas propiobulbares, podrian participar en la

creacion de la unidad central respiratoria (54)(55).

En la parte dorsal del bulbo raquideo, un grupo denso de las neuronas
inspiratorias forma el grupo dorsal respiratorio (GDR) en la vecindad del nucleo del
tracto solitario, cerca de la entrada de los aferentes periféricos de los baro y
quimiorreceptores de los pulmones. La mayoria de las neuronas GDR son neuronas
bulboespinales inspiratorias que tienen efectos excitatorios post sinapticos en la

motoneuronas del frénico (1).

Es poco probable que las neuronas inspiratorias del GDR sean simples neuronas
"salida" de los centros respiratorios, porque a menudo excitan otras neuronas
inspiratorias debido a su activacion antidrémica masiva que afectan el ritmo los

sistemas respiratorios (1).



21

Rekling y colaboradores (55) hacen referencia a un grupo bien definido de
neuronas dentro del bulbo raquideo denominandolas como  Pre-BotC. El
acoplamiento eléctrico y la transmision quimica excitatoria entre las neuronas
marcapasos juegan un importante papel en la generacion y/o modulacion del ritmo
respiratorio (56). Otros investigadores estdn ahora tratando de analizar los
mecanismos que subyacen a las propiedades de las membranas de las neuronas
marcapasos y clasificarlas en varios subtipos, sin embargo, el bloqueo de la
corriente de sodio persistente, postulado como responsable de la explosion ritmica

de las neuronas marcapasos, no altera el ritmo in vitro (54).

El Pre-BotC esta constituido basicamente por 2 tipos de neuronas, las neuronas
Early-I y las Pre-I las cuales por su cardcter excitatorio se consideran las células
marcapaso del ritmo respiratorio (11) ya que tienen conexiones eferentes con las
neuronas Early-I, con las neuronas inspiratorias de descarga progresiva llamadas
Rampa-I, asi como sinapsis aferentes con las neuronas de descarga tdnica
localizadas en el puente y el bulbo raquideo. Las neuronas Late-E poseen aferencias
de los mecano y quimiorreceptores provenientes de los pulmones y de la bifurcacion
de la traquea y bronquios, demostrandose que participan en el mantenimiento del

control homeodinamico de la respiracion (57,58).

Por su parte, el nicleo Botzinger participa en la generacion y organizacion del
patrén respiratorio, recibiendo aferencias pulmonares que proveen sefales de

retroalimentacion para el sistema de control respiratorio y cardiovascular, asi como
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otras funciones reflejas vitales asociadas a la respiracion, como por ejemplo la tos

(15).

En la fig. 3 se esquematiza el modelo de conectividad entre los diferentes
centros de control respiratorio propuesto por Smith et al. (18) y en la actualidad se

mantiene como el mas ajustado a la anatomia y funcion de dichos centros.
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Figura 3. En el esquema del tallo cerebral propuesto por Smith et al se describen los centros de
control respiratorio, su conectividad funcional y la interaccion de los grupos neuronales de los

diferentes compartimientos respiratorios como son el bulbo raquideo (Medulla), puente (Pons),
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Complejo Botzinger (Bo6tC), complejo pre-Botzinger (pre-BotC) y la red del grupo rostral ventral
(rVRG). Las esferas rojas esquematizan las neuronas excitatorias, las azules las inhibitorias y las
marrones las neuronas motoras, los triangulos verdes representan neuronas de excitacion ténica en
los diferentes compartimientos transeccionales. Conexiones sinapticas inhibitorias y excitatorias se
indican mediante flechas y circulos pequefios, respectivamente. Transecciones "simuladas" (lineas

discontinuas) imitan las realizadas in sifu. Tomado de Smith et al. 2007 (18).

Los parametros funcionales de membrana y conductancias idnicas, de esta
compleja red neuronal asi como los pesos sinapticos de varias de las conexiones

reportados hasta el presente (21,37) se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1.

Peso de las conexiones sinépticas de la red de la neurona Pre-I
segun sea excitatoria o inhibitoria

Efecto sinaptico Conexion Peso sinaptico

Drive (Puente) 0,03

Drive (Rafe) 0,3

Excitatoria Drive (RTN) 0.2
PRE-I 0,03

PUENTE-I 0,2
PRE 0,025

e POST-I -0,1625

De la misma manera todas las neuronas tienen niveles méaximos de

conductancia en sus canales i6nicos (21,12) y particularmente los de la neurona Pre-
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I con gNa= 170 nS, gNaP=5 nS y gK= 180 nS siendo las unidades de conductancia

expresadas en nanoSiemens (nS) (21).

Gracias a los ultimos métodos in vitro, ahora es posible realizar estudios
farmacoldgicos en condiciones satisfactorias, pudiendo ser eliminados los efectos
periféricos y bucles, se han asociado también varias sustancias endogenas, como la
serotonina, la sustancia P, noradrenalina, acetilcolina, y TRH, como agentes que
afectan la actividad respiratoria (2,41). Estas sustancias pueden actuar en varios
niveles de la red neuronal de las vias respiratorias y sus efectos sobre el GVR y las

motoneuronas que modulan la amplitud de la actividad respiratoria.

Sin embargo, la aplicacion local de medicamentos al Pre-BotC afecta el
ritmo respiratorio ya que los hallazgos inmunohistologicos han confirmado la

presencia de receptores para las sustancias endogenas mencionadas en el Pre-B6tC

(59) figura 4.
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rostral - » caudal

Figura 4: Corte histologico y esquema del tallo cerebral describiendo los centros de control
respiratorio y su localizacion anatomica. Medulla (bulbo raquideo), Pons (puente), B6tC (ntcleo
Botzinger), pre-BotC (nucleo pre-Botzinger), 5 (nucleo trigeminal), 7 (nucleo facial), KF (ntcleo
Kolliker-Fuse), LPB (nucleo parabraquial lateral), MPB (nucleo parabraquial medial), RTN
(ntcleo retrotrapezoide), scp (pedunculo cerebelosos superior), SO (oliva superior) las lineas
verticales segmentadas corresponden a sitios de corte experimental para determinar interconexiones

y funciones. Tomado de Smith ez al., 2007 (18).

Los numerosos controles ejercidos sobre la respiracion in vivo pueden ser al
menos, en parte mediados a través de las neuronas Pre-BotC, que incluso puede

mediar la respuesta respiratoria a la hipoxia (49,60,61,62) figura 5.
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Figura. 5. Areas del tallo cerebral, su relacion con otras raices nerviosas (derecha) y el registro de
la actividad neuronal respiratoria (izquierda) mediante técnicas de marcaje Optico. Ubicacion
rostrocaudal del centro inspiratorio del Pre-B6tC (6valo magenta), se aprecian las raices nerviosas
del nervio hipogloso que estd mas rostral en relacion al nucleo Pre-BotC (XII). El dvalo violeta
indica la ubicacion del centro espiratorio del grupo respiratorio parafacial (pFRG). En la parte
izquierda del esquema se muestra la actividad neuronal Optica durante un ciclo respiratorio

detectando el incremento de fluorescencia del colorante sensible al voltaje Di-2-ANEPEQ asociado a

actividad neuronal incrementada en la rata. Tomado de Ballanyi K. et al. 2009 (28).

Modelo de mecanismos de reorganizacion de la generacion del ritmo después

de las transecciones del tallo cerebral.

La figura 6, 4, y B, esquematiza el comportamiento del modelo de la red de

control respiratorio en su forma simplificada. En la figura 6B est4 representada la
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actividad de cada grupo neuronal por un histograma de frecuencia de descarga para
cada célula. En la figura 6A4 se representa la poblacion post-I del complejo BotC,
estas neuronas inhiben la actividad de las otras poblaciones de neuronales del
modelo excepto post-I(e) (Figura 3) durante la primera mitad de la expiracion (fase
post-inspiratoria). Una vez comenzada la diminucién sistematica de la descarga de
post-I que seria la adaptacion a la inhibicion por post-I, las neuronas aug-E (Células
espiratorias aumentadas, es una poblacion de neuronas inhibitorias que estan en el
compartimiento del B6tC), comienzan a descargar después de la espiracion y forma
una ultima fase espiratoria. Al final de la expiracion, la Pre-I que es una poblacion
neuronal del pre-BotC se libera de inhibicion y activa la poblacion early-1, que a su
vez inhibe todas las poblaciones neuronales espiratorias en el Bo6tC. Como
resultado, la ramp-I (neuronas premotoras excitatorias de las motoneuronas del
nervio frénico y vago cervical), y early-I poblaciéon de rGVR se liberan de
inhibicion (con algo de retraso con respecto a Pre-I) e inicia la siguiente fase
inspiratoria. (Figura 64). Durante la fase inspiratoria, la actividad de la poblacion
de early-I del Pre-B6tC disminuye provocando una desinhibicion lenta de la
descarga de post-I poblacion del Complejo Botzinger. Una vez que la poblacion
post-I comienza a disparar, inhibe toda actividad inspiratoria completando asi el

ciclo inspiratorio.

En resumen, la ritmogénesis de tres fases del modelo surge de las
interacciones inhibitorias mutuas entre early-I, post-I y aug-E, estos grupos de
neuronas comprenden una estructura de anillo de tres poblaciones (marcada por el

sombreado gris en la figura 6A4), con las interacciones excitatorias de la poblacion
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Pre-I que participan en la descarga de inicio de la inspiracion (Figura 6A).
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Figura 6.

A: Esquema de las neuronas y circuitos de la red de control y ritmogénesis respiratoria. Las esferas
rojas son poblaciones neuronales excitatorias y las azules son inhibitorias. B: Histograma de
frecuencia media de descarga neuronal de las poblaciones seleccionadas en el modelo y descargas
Motoras del nervio Vago cervical (cVN), Hipogloso (HN) y Frénico (PN). Tomado con

modificaciones de Smith et al. 2007 (18).

En este modelo se reproducen todas las caracteristicas principales del patron

respiratorio experimental grabado en tres fases incluyendo:

1. Elperfil de la neurona rampa-I y las descargas excitatorias del nervio frénico.
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2. El inicio de las descargas Pre-Inspiratorias en la poblacion neuronal Pre-I del

Pre-Bo6tC con las motoneuronas del nervio hipogloso y del nervio frénico.

3. Ladisminucion de la actividad neuronal de post-1, neuronas del Complejo
Botzinger y las post -I(e) que componen las descargas excitatorias del nervio

vago cervical (cVN).

4. El aumento de actividad espiratoria de las neuronas aug-E del Complejo

Botzinger.

Cuando al modelo citado en la figura 3 se le elimina la unidad excitadora del
puente, se confirman los postulados presentados en la figura 6. La estimulacion de
la parte dorsolateral del puente, compuesta por los nucleos Parabraquial (PB) y
Kolliker-Fuse (KF) produce una fuerte estimulacion de activacion a las neuronas
post-1, lo que indica que gran parte de la actividad tonica excitatoria de las neuronas

post-1 del BotC provienen del puente. (18,52,53,63,64).

La poblacion de neuronas aug-E es menos dependiente de la actividad
excitatoria del puente pero recibe una importante unidad excitatoria de la RTN y
otras fuentes medulares. La eliminacion de los estimulos del puente reduce la
excitabilidad de las neuronas post-I en relacion con las neuronas aug-E, que ahora

exhiben un patron descendente (definido por I, y Cl, Ca).
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La eliminacion de los impulsos del puente reduce la excitabilidad y
frecuencia de disparo de las poblaciones Pre-I y Ramp-I, asi como la reduccion de
la amplitud de todas las descargas motoras de cVN, HN y PN (18). La reduccion
adicional a la unidad excitadora de la poblacion Pre-I del pre-BotC y la pérdida de
Inhibicidn fasica relacionados con la espiracion pueden cambiar el estado operativo
de la poblaciéon Pre-1, que genera actividad endégena basada en la expresion del
Inap v las interacciones excitatorias dentro de la misma poblacion neuronal.

(17,18,20,54,65).

Todas las neuronas usadas en éstos modelos siguen principios de Hodgkin-
Huxley (con solo un compartimiento) incorporando propiedades conocidas y
canales i6nicos caracteristicos de las neuronas respiratorias registradas in vitro.
Especificamente, la cinética de canales rapidos de sodio (Ina) y de canales de sodio
persistente (slowly inactivating, Ina.p), descritos usando los datos experimentales

obtenidos en los estudios de las neuronas del bulbo ventrolateral rostral de rata (17).

La cinética de alto voltaje dependiente de corrientes de Calcio (Icar) fue
usado en estos modelos segun los estudios de las corrientes de calcio en las
neuronas de la VRG de rata (23), la dindmica del calcio intracelular se incorpor6
usando datos reportados por Frermann et al.(66). La inclusion de otros canales
i6nicos, como por ejemplo, el rectificador de potasio (Ix) y el canal de calcio
dependiente de potasio (Ikca), conductancias sindpticas y otros parametros
biofisicos de la membrana se basé en los reportes experimentales interespecies

(11,17,23, 65,67,68).
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Estos modelos de neuronas y de redes han permitido un avance significativo en la
comprension del control respiratorio y constituyen un método experimental validado

multidisciplinariamente por diferentes grupos de investigacion de diferentes paises.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

Bases Epistemoldgicas

Se abord¢ la investigacion con una matriz epistémica dentro del positivismo
logico, con un enfoque cuantitativo y abordaje empirico-analitico que busca como

fin Gltimo el control y explicacion del fendmeno a estudiar.

La naturaleza de los cambios y reacciones de las células en estudio es
producto de la relacion causa-efecto en un fendémeno el cual es medible, comparable

y verificable.

El origen del conocimiento es el sistema filosofico del positivismo logico,
cuya matriz epistémica responde a una vision mecanicista-reduccionista de la
realidad, donde se aisla el objeto de estudio con la finalidad de analizarlo
controlando las diferentes variables que pudieran afectar al individuo en estudio, y
una vez hecho esto se procede a modificar las diferentes variables controladas para
explicar su funcionamiento como unidad. Su fin Gltimo es controlar la realidad,

comprenderla y dominarla (68).
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La episteme de la investigacion se basd en poner en practica un modelo de
simulacion computacional para conocer los cambios de temperatura corporal
durante la anestesia y los cambios que producen drogas como las benzodiacepinas,
opioides y barbituricos, con su denominador comun de ser agonistas del receptor
ionotropico GABA, de membrana y de la ketamina con su accidon antagonista de los
receptores ionotropicos de glutamato del tipo NMDA, ambos receptores estan
presentes en las células Pre-I del Pre-BotC cuyas descargas desencadenan la

ritmogénesis de la respiracion.

En las ciencias biologicas es comun el empleo de las palabras in vivo e in
vitro, para la experimentacién que se hace con organismos vivos o la que se realiza
en tejidos o cultivos celulares extraidos de un ser vivo. En ese mismo orden de ideas
y conforme avanza el siglo XXI, cada vez es mas comun el empleo del término in
silico o su sinébnimo in machina, que hace referencia a experimentos que se realizan

mediante simulaciones en computadora.

La expresion in silico proviene de la palabra in silicio, material presente en
los semiconductores de los dispositivos que se utilizan para almacenamiento o

procesadores de las computadoras (59).

Debido a la versatilidad de los softwares, el bajo costo de los mismos y los
grandes beneficios en ahorro de tiempo y dinero por la inmediatez de los resultados,
escaso uso material, al igual que el poco espacio que se necesita para el desarrollo

de investigaciones, su uso en centros de investigacion y docencia en universidades
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cada dia va en aumento (35). Los resultados pueden ser corroborados por estudios in
vivo 0 in vitro, sin tener que usar material biologico para las investigaciones y todo
lo que ello conlleva, como personal idoneo para el manejo de los animales y tejidos,
bioseguridad, bioética, consentimientos informados y un sin fin de implicaciones
que conlleva la investigacion en seres vivos y mds aun en humanos, en vista que los
resultados suelen ser casi inmediatos, listos para su analisis y comparacioén con otros
estudios, los estudios in machina cada dia son mas rutinarios e incluso se hacen

simposia exclusivos de investigaciones in silico (37,70,71,72).

Poblacion y muestra:

Seglin estudios de las descargas neuronales del tronco encefélico (1,2) y de
acuerdo con sus patrones de disparos, sus potenciales de accion y sus entradas
sinapticas se pueden reconocer 6 tipos neuronas como vimos en la Figura 2. Sin
embargo, para el desarrollo de este trabajo analizaremos el comportamiento in
machina de la neurona Pre-I del Pre-BotC cuya estimulacion desencadena la
ritmogénesis  respiratoria constituyendo la neurona marcapaso principal

(2,6,19,20,48,73).

Diseiio de la investigacion.

Efecto in machina de benzodiacepinas, barbituricos, opioides y ketamina.
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Los experimentos in machina con el modelo de la neurona Pre-I del Pre-
BotC, se llevaron a cabo con el simulador mono neuronal Current Clamp EOTN en
su version 2014a de la Universidad de Oxford (72), escrito en lenguaje C'
compilado para correr en ambiente WindowsM® en versiones XP, Vista, 7, 8 y 10
con procesadores de 32 o 64 bits. Para el presente estudio se utilizé6 un computador

Hewlet-Packard, Core 13, con 8GB de RAM y 256GB en disco duro.

El modelo neuronal sigui6 los pardmetros descritos por Rybak et al. (65) y
Smith et al. (73). Una vez verificado el Patron de descarga neuronal descrito por
estos autores, se modifico la actividad sinaptica dependiente de receptores GABA4
como accion farmacologica de benzodiacepinas, opioides o barbituricos. La accion
de la ketamina se simul6 modificando la actividad sindptica dependiente de

receptores NMDA.

Descripcion del modelo de neurona Pre-I del Pre-BotC:

La neurona se modelé siguiendo a Hodgkin-Huxley (HH) con
compartimento Unico, lo cual se ajusta a la descripcion anatdémica y funcional

(65,73) , segin la ecuacion clasica:

av
C'E = —Ing = Iyap —Ix = lcar — Ikca =1 — Isyng — Isyni
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Donde V es el potencial de membrana, C es la capacitancia de la membrana
y t es el tiempo. Los términos de la parte derecha de esta ecuacion representan las
corrientes 1i0nicas: In,, sodio rdpido (con méxima conductancia gn,); Inap,
(inactivacion lenta) persistente de sodio (con maxima conductancia Zlngp); Ik,
potasio lento rectificado (con maxima conductancia glk); Icar, alto voltaje activado
por calcio (con maxima conductancia glca); Ik ca, calcio dependiente de potasio
(con méaxima conductancia gl ). IL, fuga (con constante de conductancia gi); Isyk
(con conductancia gsyne) € Isyni (con conductancia gsyn), corrientes sindpticas
excitatoria e inhibitorias respectivamente. Cada corriente se describe

especificamente a continuacion:

Ina = dna " Mya * hva - (V = Eng)
Ingp = gnap * Muap * hnap (V = Eng)
Ix = gx - mg - (V — Eg)

Icar = Gcar * Mear * hear = (V = Ecq)
Ixca = Gxca * Mica = V — Ex)
L, =g,V - E)

Isyne = Gsyng = V — Egyng)

ISan = Ysyn1 * v - ESan)
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Donde Ena, Ex, Eca, Er, Esyne, ¥ Esynr son los potenciales de equilibrio para cada

canal correspondiente.

Las variables m; y h; con indices indican corriente idénica de activacion e

inactivacion de los correspondientes canales i6nicos.

La cinética de activacion e inactivacion es como se describe a continuacion:

d
T (V) - pr mi = Me; (V) -mi

d
T (V) - T hi = he; (V) — hi

Las expresiones de las variables para estado estable de activacion e inactivacion, y

las constantes de tiempo estan contenidas en la Tabla 2 (18).



TABLA 2

Estado estable de activacion e inactivacion, y constantes de tiempo
para canales i6nicos voltaje dependientes

Canal 16nico

mo(V), VinmV
Tu(V), ms;

ho(V), Vin mV;
w(V), ms

Mong = 1/(1 + exp(-(V + 43,8)/6);

Sodio rapido Na TmNa = T mNamax/ €OSh ((V +43,8)/14) T ina max = 0,252;
hona = 1/(1 + exp ((V 67,5)/10,8));
ThNa = ThNamax/ COSh ((V + 67,5)/12,8), Thna max = 8,456
Moonap = 1/(1 +exp (- (V +47,1)/3,1));
Sodio persistente NaP TmNaP = TmNap max / COSh((V +47,1)/6,2), TuNap max = 1

honae = 1/(1 + exp ((V +60) /9));
ThNaP = ThNaP max / COSh (V 4+ 60) /' 9), T nap max = 5000

Demorado y rectificado
por potasio, K

wox = 0,01 - (V+44)/ (1 —exp (- (V +44) / 5));
Bk =0,17 - exp (- (V +49) / 40));
Mook = Olok / ((’vooK + BOOK)-
TmK = TmK max/ (aooK+ Boo]( ): TmK max — 1

Alto voltaje calcio
activado, Car,

Mecar = 1/ (1 +exp (- (V +27,4)/5,7));
Tmca = 0,3,
heca=(1+exp (V+52,4)/5,2));
TheaL = 18

Calcio dependiente de
Potasio K (Ca®")

Ok, ca = 1,25 - 10° [Cal?, Bux.ca = 2.5;
MoK Ca = Ok, Ca / (Olok, ca T Pk, ca)-
Tk, Ca = Tmk, Camax ~ 1000/ (0o, ca + Bk, ca)s
Tk, Camax = 0,7 — 1,0

38
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Los valores de méaxima conductancia de todos los tipos de neuronas se muestran en la

Tabla 3, (18) .

TABLA 3

Maximas conductancias de los canales i0nicos en los diferentes
tipos de neuronas

TIPO DE ONa SNap 8K 8caL 8K,Ca gL
NEURONA nS nS nS nS nS nS
0 50 180 2.5

400 250 60
400 250 0,05 30-60 60

La cinética de la concentracion de calcio intracelular es descrita a continuacion tal

como lo hizo Rybak et al. (22)

d
dt Ca =kcq "Ica (I —Pg) + (Cag — Ca)/tcq

Donde el primer término constituye el influjo (con el coeficiente kc,) y el
almacenamiento en bufer (con la probabilidad Pg), y el segundo término describe la
cinética de la bomba y la concentracion de descanso de calcio Cay y la constante de

tiempo Tc,.
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Ps=B/(Ca+B+K)

Donde B es la concentracion total de buffer y K es la tasa del parametro, el

potencial de reversa del calcio estd en funcion del Ca.
Ec,=13.27 @ [n (4/Ca)
(Ca en reposo) = Cay = 5.10° mM and Ec,=150mV
Donde Cayes la concentracion de Ca extracelular.

Las conductancias de sinapsis excitatoria (gsyng) Y la inhibitoria (gsyn) son
igual a cero en reposo y pueden ser activadas por impulsos o entradas activadoras o

inhibidoras respectivamente.

IsynEi (t) = Jg - ZS{Wji} ' Z exp [_ (t_ tkj)/TSynE]

tkj<t

+ Jra * 2mS Wami} © dmis

Isymi &) = gr - ZS{—Wji} : Z exp [— (t— tkj)/TSan]
j

tkj<t

+ 91 2mS (=Wami} * dmis
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Los pesos de las conexiones sindpticas modeladas en el presente estudio estan

contenidos en la Tabla 4 (18).

TABLA 4

Peso de las conexiones sindpticas en la red neuronal, entre las cuales se encuentran
las reportadas para la neurona Pre-I del Pre-BotC.

NI;I‘IIJII;(())NDE Y IMPULSO EXITATORIO (PESO DE LA SINAPSIS)
UBICACION O PESO DE LA SINAPSIS DE CADA NEURONA

Ramp-I (rVRG) (puente){2,0};(early-1(2){-0,275};(Pre-1){0,06};
(aug-E){-2,0};(post-I){-1,0}.

early-1(2) (rVRG) (puente) {1,7}; (aug-E) {-0,25}; (post-1){-1,0}.

Pre-1 (Pre-BotC) (pre-BotC){0,3};(RTN/BotC){0,13} ;(Puente){0,55};
(Pre-1){0,03}; (aug-E) {-0,025};(post-1){-0,225}
VA ORI IO (RTN/BotC){0,7} ;(puente){1,1};(Pre-I){0,0034};
(aug-E){-0,145}; (post-1){-0,225}

aug-E (BotC) (RTN/B6tC){1,0};(puente){0,4};(early-I)(1){-0,115};
(post-1){-0,32}

post-1 (B6tC) (RTN/B6tC) {0,1};(puente){1,5}; (early-1)(1){-0,04};
(aug-E){-0,01}

post-I(e) (BotC) (RTN/B6tC) {0,1};(puente){1,0}; (early-1(1){-0,2};
(aug-E){-0,15}

Las neuronas sinapticas en paréntesis y los valores de los pesos sinapticos en corchetes.

En el modelo de la neurona Pre-I del Pre-B6tC implementado en el presente
estudio, se indujo la actividad marcapaso ritmica mediante la inyeccion intracelular
de 2 nA la cual gener¢ el patron de descarga tonica caracteristica tanto en pulsos de
estimulacion con duraciones de 750 ms como de 1000ms. En vista que el nimero de

potenciales de accidon (espigas) y su amplitud son paradmetros de cuantificacion
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(conteo de espigas por unidad de tiempo), se selecciond para los experimentos la
induccién de la actividad marcapaso mediante la inyeccidon intracelular de 2 nA
durante 1000 ms, esto debido a lograrse una mayor cantidad de eventos suficiente

estadisticamente que los obtenidos con periodos de estimulacion de 750ms.

Para la modificacion experimental de la actividad sindptica dependiente de
los receptores GABAA se normalizo, segiin el modelo seguido, a 0,6 (60% de la
maxima conductancia i6nica). Las dosis progresivas de benzodiacepinas se
equivalieron a incrementos en la actividad sinaptica dependiente de GABA, seglin
la siguiente secuencia: 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 y 1,6 que equivalen a la activacion del
receptor GABAA en 20, 40, 60, 80 y 100%, como efecto de la administracion de las

dosis progresivamente mayores de estas drogas.

Para el escenario del efecto de la ketamina, se redujo progresivamente el
peso de la sinapsis NMDA a 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 y 0 equivalente al bloqueo
progresivo por ketamina al 50, 40, 30, 20, 10 y 0% de actividad como efecto de
dosis incrementales, realizandose los experimentos en tres temperaturas diferentes
en las cuales se encontraria el receptor de membrana ya que estos receptores son
termodependientes para evaluar el efecto adicional de esta variable en condiciones

de hipo (35°C), normo (37°C) e hipertermia (40°C), situacion clinica frecuente.
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En ambas series de experimentos la membrana de la neurona Pre-I se
model6 segun reportes previos, con las siguientes conductancias: gNa = 17 uS, gK =
18 uS, peso sinaptico Pre-I = 0,03 nS, pKfuga = 0,25 y pNafuga = 0,01. (TABLA 5)

(18).

TABLA 5
Pardmetros neuronales y de membrana la neurona Pre-I

TIPO DE gNap Peso de sinapsis gL
NEURONA Pre-1

Pre-I 170 180 0.03 0 01

La termodependencia se evalu6 realizando todos los experimentos a tres
temperaturas diferentes equivalentes a situaciones clinicas, es decir: 37°C como

normotermia, 35°C como hipotermia y 40°C como hipertermia.

En cada experimento se procedio al contaje de los potenciales de accion
(espigas) y de sus amplitudes durante la fase tonica de descarga neuronal. Para ello
se obtuvo los valores mediante cuantificacion digital expresado como conteo
absoluto de las espigas durante los 1000 ms que durd la fase de descarga, mientras
que la amplitud se expres6é como la media aritmética de la amplitud del potencial de
accion medido desde el nivel del potencial de reposo hasta el sobretiro expresado en

milivoltios, de todos los potenciales registrados durante el mismo periodo.
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Recoleccion de datos:

El nimero de espigas y amplitud de las mismas fueron recolectados junto
con la actividad sinaptica modificada segun la dosis equivalente del farmaco y la
temperatura en que se realizo el experimento, directamente en una hoja de datos
digital en formato libre de texto (.txt) lo cual permite su lectura directa por el

paquete de analisis estadistico usado (vide infra).

Estadistica:

El procesamiento de los datos se realizd con el programa estadistico PAST
Paleotological Statistics, Version 3.25 de la Universidad de Oslo (74), el cual es de

libre disponibilidad.

Los valores obtenidos para cada serie de modificacion del peso sinaptico
equivalente a dosis de cada droga se compararon multivariadamente mediante el test
de distribucion libre de Kruskal-Wallis con andlisis post-hoc test de Mann-Whitney
considerandose todas las combinaciones posibles. Las curvas dosis-respuesta fueron
analizadas por regresion polindomica eligiéndose su orden (tipicamente entre 1 y 2)
de acuerdo a la curva de mejor ajuste. El criterio de mejor ajuste se basé en el mayor
coeficiente de regresion de Pearson r, en caso de diferencias en r menores a 0,05
entre los valores de orden polinomial siempre se seleccion6 el modelo lineal (orden

1) para la curva de ajuste. En caso de significancia estadistica se calcul6 la ecuacion
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que define el mejor ajuste. Se asignd como nivel de significacion p < 0,05 para

todos los test.

Financiamiento

El Centro de Biofisica y Neurociencia de la Facultad de Ciencias de la
Salud, de la Universidad de Carabobo dispuso de los recursos y capacidad instalada

necesarios para el desarrollo del presente proyecto.

Conflicto de Interés

El Autor y el Tutor declaran la ausencia de conflictos de interés.



CAPITULO IV

RESULTADOS

En condiciones controles el modelo de neurona Pre-I generd potenciales de
accion con la fase tonica caracteristica de dicha neurona (figura 7) que se mantienen
mientras perdure su asa de retroalimentacion marcapaso y las aferencias excitatoria

que en condiciones fisioldgicas provienen de las neuronas aug-E y post-I (Fig. 6).

5 I||||=||i||:\.‘.\ e
mV ot «!
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sl
S O erurs - gNMDA = R e
p————— . ::! g A A A S
nA i ',
B S B 0 150 300 450 600 750 900 1050
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Figura 7. A: Morfologia del potencial de accion generado in machina por el modelo de neurona Pre-
I del Pre-BotC ante un pulso intracelular de corriente corto (5 ms; 2 nA) a 37°C y ausencia de
medicacion. B: Patron de descarga tonica caracteristica de la misma neurona en respuesta a una
despolarizaciéon tonica de prueba de mayor duracion (750ms; 2 nA), visualizandose en orden
descendente, el pulso de estimulacion (nA) y las conductancias (nS) NMDA y GABA, de la

membrana. Los  parametros del modelo se describen en la  Tabla 1.
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Efecto de dosis incrementales de agonistas GABA,

Los patrones de descarga neuronal normal de la célula Pre-I se generaron
con peso sinaptico para los receptores GABAA normalizado a 0,6 (60% maxima
conductancia) y luego se registraron las descargas neuronales en dosis equivalentes

progresivas de agonistas (benzodiacepinas, barbituricos, opioides).

En la figura 8 se representa los resultados de la descarga neuronal para el
receptor GABAA una vez introducido los datos y modificado las variables a
estudiar, procediéndose entonces al contaje manual de las espigas y posterior

medicidon en milivoltios.
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Figura 8: Patrén de descarga generada in machina por la neurona Pre-1 del Pre-B6tC durante su
descarga fasica, con actividad sinaptica dependiente de receptores GABA, en condiciones normales
(60%) y a 37°C. En el panel de la derecha se presentan los parametros de corrientes sinapticas y de

membrana neuronal utilizadas en el experimento.

El incremento del peso sinaptico GABA, indujo una reduccion del numero
de espigas en la medida que se incrementa la actividad del receptor GABA,4, siendo

mas notorio en la hipotermia (Figura 9).
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Figura 9: Efecto del aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente de los receptores
GABA, (0,6 a 1,6 razon porcentual) a 37°C, 35°C o 40°C sobre el nimero de espigas generadas in

machina durante la descarga fasica de la neurona Pre-I del Pre-BotC.

La disminucion progresiva del numero de espigas al aumentar la actividad
GABA, encontrada en cada temperatura fué 35°C (-60,6%), 37°C (-27,2%) y 40°C

(-5,8%).

La amplitud de las espigas de descargas de la neurona Pre-I también se
redujo en la medida en que aument6 el peso sinaptico GABAa. Este efecto fue

proporcional a la temperatura. Llama la atencion una caida brusca de la amplitud de
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las espigas a 5 mV, con el peso sinaptico de 1.0 a 40°C, recuperandose la amplitud a
1.2 y 1.4 para luego volver a caer a 15 mV en el peso sinaptico 1.6. (Figura 10). La
amplitud de las espigas también se redujo siendo mas variable y mas intensa a 40°C

(-75%) que a 35°C (-33,7%) y 37°C (-7,4%).
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Figura 10: Efecto del aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente de los receptores
GABA, (0,6 a 1,6 razon porcentual) a 37°C, 35°C o0 40°C sobre la amplitud de las espigas generadas

in machina durante la descarga fasica de la neurona Pre-I del Pre-BotC.
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Efecto de dosis incrementales de antagonista NMDA

En la Figura 11 presenta los resultados de los registros de la descarga
neuronal Pre-I durante los experimentos de bloqueo progresivo de los receptores
NMDA, iniciando con el patron en condiciones normales de activacion de dicho

receptor (0,6) equivalente a 60% de actividad.
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Figura 11: Patron de descarga generada in machina por la neurona Pre-I del Pre-B6tC durante su
descarga fasica, con actividad sinaptica dependiente de receptores NMDA en condiciones normales
(60%) y a 37°C. En el panel de la derecha se presentan los parametros de corrientes sinapticas y de

membrana neuronal utilizadas en el experimento.

Apreciandose una disminucion progresiva del numero de espigas en la
medida que disminuye el peso sinaptico (Figura 12). Este efecto es inversamente
proporcional a la temperatura (Figura 12). El antagonismo NMDA redujo menos
intensamente el nimero de espigas siguiendo la secuencia: 35°C (-8,7%), 37°C (-

7,2%) y 40°C (-3,9%).
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Figura 12: Efecto del bloqueo progresivo de la actividad siniptica dependiente de los receptores NMDA (0,6
a 0 razon porcentual) a 37°C, 35°C o 40°C sobre el nimero de espigas generadas in machina durante la

descarga fasica de la neurona Pre-I del Pre-BotC.

Se evaluo la amplitud de las espigas de respuesta neuronal segun el peso de la sinapsis y la modificacion de la
temperatura, observandose un aumento de la amplitud de las espigas con la hipotermia, y disminuyendo la
amplitud con la temperatura. (Figura 13). La amplitud de las espigas se redujo siguiendo la secuencia de

intensidad siguiente: 35°C (-9,6%), 37°C (-4,1%) y sin cambios a 40°C.
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Figura 13: Efecto del bloqueo progresivo de la actividad sinaptica dependiente de los receptores
NMDA (0,6 a 0 razén porcentual) a 37°C, 35°C o 40°C sobre la amplitud de las espigas generadas in

machina durante su descarga fasica de la neurona Pre-I del Pre-BotC.
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Efectos de las benzodiacepinas y su termodependencia

En las figuras 14, 15 y 16 se presenta el efecto de dosis progresivas de
benzodiacepinas definidos mediante el aumento del peso sindptico relativo del
receptor GABA,, y debido a su termodependencia se tom6 en cuenta las
condiciones de normo (37°C), hipo (35°C), e hipertermia (40°C) sobre el numero
de espigas generadas por la descarga de la neurona Pre-I del Pre-BotC,
apreciandose una disminucién del nimero de espigas generadas de manera
proporcional al incremento del tono gabaérgico, de igual manera la reduccion de la
temperatura genera una reduccion progresiva de las espigas, mostrando curvas de
ajuste polinomiales de segundo orden cuyas ecuaciones y pruebas estadisticas se

presentan en la Tabla 6.
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Figura 14: Regresion polinomial entre el niimero de espigas generadas por la neurona Pre-1 del Pre-
BotC durante su descarga féasica, y el aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente de los
receptores GABA, (0,6 a 1,6 razén porcentual) a 37°C.
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Figura 15: Regresion polinomial entre el ntimero de espigas generadas por la neurona Pre-1 del Pre-
Bo6tC durante su descarga fasica, y el aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente de los

receptores GABA, (0,6 a 1,6 razén porcentual) a 35°C.
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Figura 16: Regresion polinomial entre el nimero de espigas generadas por la neurona Pre-I del Pre-
BotC durante su descarga féasica, y el aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente de los

receptores GABA, (0,6 a 1,6 razon porcentual) a 40°C.
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El analisis de la regresion polinomial al contaje de espigas de respuesta de
los receptores GABA a 37, 35 y 40°C es estadisticamente significativos para 37 y

35°C p< 0,011y p<0,02 respectivamente, no asi para 40°C. (Tabla 6)

Tabla 6: Analisis del ajuste polinomial entre el contaje de espigas de la neurona
Pre-I ante la actividad aumentada de los receptores GABA, (x en la ecuacion de
regresion)

Tipo de receptory Ecuacion GABA 4/espigas -_
temperatura
GABA, 37°C 43,73%%-133,2x+199,7 0,9
GABA, 35°C -33,48x"-18,48x+146,5 0,91 0,02
GABA, 40°C 35,71x%-96,29x+202,2 0,63 0,22 n.s.

En las figuras 16, 17 y 18 se presenta el efecto de dosis progresivas de
benzodiacepinas definidos mediante el aumento del peso sinaptico relativo del
receptor GABA,, y debido a su termodependencia se tomd en cuenta las
condiciones de normo (37°C), hipo (35°C), e hipertermia (40°C) sobre la amplitud
en mV de las descargas generadas por la neurona Pre-I del Pre-BotC. Al igual que
con la frecuencia de las espigas, la amplitud de los potenciales de accion también se
vi6 disminuida por el aumento del peso sindptico relativo del GABA, a las

temperaturas estudiadas
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Figura 16: Regresion polinomial entre la amplitud de las espigas generadas por la neurona Pre-I del
Pre-Bo6tC durante su descarga fésica, y el aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente
de los receptores GABA, (0,6 a 1,6 razon porcentual) a 37°C.
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Figura 17: Regresion polinomial entre la amplitud de las espigas generadas por la neurona Pre-I del
Pre-BotC durante su descarga fasica, y el aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente
de los receptores GABA, (0,6 a 1,6 razon porcentual) a 35°C
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Figura 18: Regresion polinomial entre la amplitud de las espigas generadas por la neurona Pre-1 del
Pre-BotC durante su descarga fasica, y el aumento progresivo de la actividad sinaptica dependiente
de los receptores GABA, (0,6 a 1,6 razon porcentual) a 40°C
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De igual manera la reduccion de la temperatura genera una aparente
reduccion progresiva de ambos parametros, mostrando curvas de ajuste
polinomiales de segundo orden, sin embargo sélo la curva correspondiente a los
experimentos realizados a 35°C fue estadisticamente significativa (p< 0,05) no asi

para las obtenidas a 37°C 6 40°C. (Tabla 7).

Tabla 7. Andlisis del ajuste polinomial entre la amplitud de las espigas de descarga
neuronal de Pre-I ante la actividad aumentada de los receptores GABA4 (x en la
ecuacion de regresion)

Tipo de receptor y Ecuacion "
temperatura GABA, /mV

GABA, 37°C 15,18x%-37,82x+87,3 0,79 0,09 n.s.

GABA, 35°C -12,95x-1,804x+88,49 0,84 0,042

GABA,4 40°C -25,89x7+15,82x+60,61 0,80 0,09 n.s.

A manera de resumen la figura 19 muestra los cambios en el patron de
descarga tonica (numero de espigas) y amplitud del potencial de accion (mV) de la
neurona Pre-I del Pre-BotC ante la simulacion de dosis progresivas de
benzodiacepinas (modificacion del peso sinaptico relativo de GABA,) en
condiciones de hipo (35°C), normo (37°C) e hipertermia (40°C). Las escalas se
presentan similares con fines de comparacion. Es de hacer notar que en condiciones
de hipo o hipertermia las curvas de cambio tanto de amplitud como del niimero de

descargas, mostraron una mayor pendiente al compararlas con los mismos cambios
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sinapticos en normotermia. La hipertermia se caracterizé por la combinacion de una
reduccion en la amplitud del potencial de accion asi manteniéndose la frecuencia de

descarga para el receptor GABA,.
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Figura 19: Efecto del incremento progresivo de la actividad sinaptica dependiente de receptores
GABA, sobre la amplitud del potencial de accion (mV) la cantidad de espigas generadas (n) por la
neurona Pre-I en condiciones de hipo (35°C), normo (37°C) e hipertermia (40°C). La actividad
sinaptica se expresa como razoén porcentual de la maxima conductancia idnica (cloruro) siendo el
valor normal 0,6. Las lineas negras corresponden a las curvas de mejor ajuste.

Efecto de la ketamina y su termodependencia

En las Figuras 20, 21 y 22 se presenta el efecto de dosis progresivas de ketamina
definidas mediante la disminucion del peso sinaptico relativo del receptor NMDA,
y debido a su termodependencia se tomo en cuenta las condiciones de normo
(37°C), hipo (35°C), e hipertermia (40°C) sobre el numero de espigas generadas
por la descarga de la neurona Pre-I del Pre-Bo6tC. Se observa una disminucion del

numero de espigas manera proporcional a la disminucién del tono glutamatérgico.
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Figura 20: Regresion polinomial entre del nimero de espigas generadas por la neurona Pre-I del
Pre-B6tC durante su descarga fasica, y la disminucion progresiva de la actividad sinaptica
dependiente de los receptores NMDA (0,0 a 0,6 razon porcentual) a 37°C.
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Figura 21: Regresion polinomial entre del nimero de espigas generadas por la neurona Pre-I del
Pre-BotC durante su descarga fasica, y la disminucion progresiva de la actividad sinaptica
dependiente de los receptores NMDA (0,0 a 0,6 razon porcentual) a 35°C.



NMDAweight

o

1.0

oo ooo

oo B
L L i i

=

o

‘ I 1] L] ] L] 1 )
147 148 149 150 151 152 153 154

Nro. de Espigas

ona Pre-I del Pre-BotC durante su descarga fasica, y la disminucion progresiva de la actividad
sinaptica dependiente de los receptores NMDA (0,0 a 0,6 razén porcentual) a 40°C.

67

Fig
ura

20 Ac
Re !:1v
esi¢ id
o, ad
pol Si
nor N4
ial pti
ent1 Ca
del N
nur M
ero D
de A
esp %
gas
gene
rada

s por

la
neur



68

De igual manera la reduccion de la temperatura genera también una
reduccion de las descargas de la neurona, mostrando curvas de ajuste polinomiales
de segundo orden siendo altamente significativa para 37 y 35°C p<0,001 en ambas
pero no significativo para 40°C, las ecuaciones y pruebas estadisticas se presentan

en la tabla 8.

Tabla 8: Analisis del ajuste polinomial entre el contaje de espigas de la neurona
Pre-I (x en la ecuacion) y el bloqueo progresivo de los receptores NMDA.

Tipo de receptor y Ecuacion
temperatura NMDA /espigas
NMDA 37°C 5,952x*+16,79x+125,9 0,9 0,001
NMDA 35°C 13,1x*+11,07x+115,7 0,97 0,001
NMDA 40°C 11,9x7+3,571x+147,1 0,73 0,071 n.s.

En la figura 23, 24 y 25, se presenta el efecto de dosis progresivas de la
ketamina definidas mediante la disminucion del peso sinaptico relativo del receptor
NMDA, y debido a su termodependencia se tomd en cuenta las condiciones de
normo (37°C), hipo (35°C), e hipertermia (40°C) sobre la amplitud en mV de las
descargas generadas por la neurona Pre-I del Pre-B6tC. Se aprecia una disminucion
de la amplitud de las descargas neuronales a 35 y 37°C, que no se vio en la

hipertermia.
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Figura 23: Regresion polinomial entre la amplitud de las espigas generadas por la neurona Pre-I del
Pre-B6tC durante su descarga fasica, y la disminucion progresiva de la actividad sinaptica
dependiente de los receptores NMDA (0,0 a 0,6 razon porcentual) a 37°C.
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Figura 24: Regresion polinomial entre la amplitud de las espigas generadas por la neurona Pre-1 del
Pre-BotC durante su descarga fasica, y la disminucion progresiva de la actividad sinaptica
dependiente de los receptores NMDA (0,0 a 0,6 razon porcentual) a 35°C.
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Figura 25: Regresion polinomial entre la amplitud de las espigas generadas por la neurona Pre-1 del
Pre-B6tC durante su descarga fasica, y la disminucion progresiva de la actividad sinaptica

dependiente de los receptores NMDA (0,0 a 0,6 razon porcentual) a 40°C.
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En cuanto a la amplitud mostrada por las espigas generada por la neurona
Pre I al modificar los receptores NMDA se pudo apreciar que fue significativo a
37°C p<0.03 y altamente significativo a 35°C p<0.008, no asi para 40°C p<0.56,
mostrando curvas de ajuste polinomiales de segundo orden, cuyas ecuaciones y

pruebas estadisticas se presentan en la tabla 9.

Tabla 9: Analisis del ajuste polinomial entre la amplitud de las espigas de la
neurona Pre-I (x en la ecuacion) y el bloqueo progresivo de los receptores NMDA.

Tipo de receptor y Ecuacion
-10,71x2+12,5%+69,5 0,88 0,015
10,71x2+7,5%+75.36 0,92 0,006
3.571x340,3571x+62,36 025 0,562 n.s.

A manera de resumen en la figura 26 se muestran los cambios en el patron
de descarga tonica (nimero de espigas) y amplitud del potencial de accion (mV) de
la neurona Pre-I del Pre-Bo6tC ante la simulacién de dosis progresivas de Ketamina
(peso sinaptico relativo de NMDA) en condiciones de hipo (35°C), normo (37°C) e
hipertermia (40°C). Las escalas se presentan similares con fines de comparacion.
Es de hacer notar que en condiciones de hipotermia las curvas de cambio tanto de

amplitud como del nimero de descargas, mostraron una mayor pendiente al
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compararlas con los mismos cambios sinapticos en normotermia, sin embargo este

efecto no se observo en la manipulacion del peso sindptico en hipertermia (40°C).
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Figura 26: Efecto del bloqueo progresivo de la actividad sinaptica dependiente de receptores
NMDA sobre la amplitud del potencial de accion (mV) la cantidad de espigas generadas (n) por la
neurona Pre-I en condiciones de hipo (35°C), normo (37°C) e hipertermia (40°C). La actividad
sindptica se expresa como razén porcentual de la mdxima conductancia iénica (Na" y Ca™") siendo el
valor normal 0,6. Las lineas negras corresponden a las curvas de mejor ajuste.
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La evaluacion de la termodependencia de los efectos de todos los
incrementos en la actividad GABAA o de todas las reducciones en la actividad
NMDA sobre las espigas generadas por la neurona Pre-I en fase tonica de excitacion
se presenta en la figura 27, determinandose un mayor y significativo efecto de las
dosis agonistas GABA, o de antagonista NMDA en condiciones de hipertermia
(40°C) tanto para el numero como la amplitud de las espigas generadas por la
neurona Pre-1. Paraddjicamente, este efecto reduce la accion hiperpolarizante tanto

de los agonistas GABAA como del antagonista NMDA (Figura 27).
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Figura 27: Efecto de todos los incrementos en la actividad GABA, (panel izquierdo) o de todas las
reducciones en la actividad NMDA (panel derecho) sobre el nimero (panel superior) y amplitud
(panel inferior) de las espigas generadas por la neurona Pre-I en fase tonica de excitacion, evaluadas
en hipotermia (35°C), normotermia (37°C) e hipertermia (40°C). En todos los graficos se representa
la media aritmética con los intervalos de confianza al 95%. Las comparaciones se realizaron
mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis con test de Mann-Whitney como post hoc. ***

p<0,01; * p<0,05; n.s. no significativo.



76

En contraste, el receptor NMDA durante la hipotermia generd incrementos
significativos, pero de menor intensidad. En condiciones de hipertermia, el efecto
sobre GABA, denota nuevamente un intenso cambio a partir de incremento en 20%
del peso sinaptico tanto en las curvas de amplitud del potencial de accion como del
nimero de descargas, sin embargo este efecto no se observé en la manipulacion del

peso sindptico del receptor NMDA.
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CAPITULO V

DISCUSION

En el presente estudio se evalud in machina un modelo de neurona funcional
del tipo Pre-I del Pre-BotC del tallo cerebral, como blanco farmacologico de dosis
incrementales de drogas agonistas del receptor GABA, como las benzodiacepinas,
barbituricos u opioides, o de una droga antagonista de los receptores NMDA, en
ambos casos de uso clinico frecuente en especial en anestesiologia en condiciones
de hiper, normo o hipotermia para emular condiciones que frecuentemente se
presentan durante el acto anestésico clinico y asi describir los cambios en los

patrones de descarga neuronal que pueden afectar el ritmo y patron respiratorio.

Los efectos hipnoticos y sedativos de las benzodiacepinas se pueden
contrastar con los efectos euforicos e hipnoticos del alcohol etilico y de barbituricos,
que estan mediados por una activaciéon en la neurotransmision inhibitoria, via
receptor ionotropico GABA,, produciendo un aumento del influjo intracelular del
ion cloruro, teniendo como resultado un incremento del potencial negativo y
conduciendo a la hiperpolarizacion neuronal. Este efecto inhibitorio afecta centros
corticales provocando sedacion, suefio profundo, inconciencia, estupor, llegando al
coma semejante a la anestesia general, (75,76,77). Adicionalmente, se deprimen los

centros bulbares (vasomotor y respiratorio) causando depresion respiratoria que
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pudiese llegar hasta la apnea hecho muy temido en medicina si no se sabe o0 no se
cuentan con los medios adecuados para dar soporte ventilatorio a los pacientes que

subita o progresivamente puedan presentar la apnea (78).

En el control del ciclo respiratorio, la inhibiciéon de los receptores para
glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA) como el que podemos apreciar en los
pacientes que estan bajo los efectos de la ketamina, las neuronas del nucleo
Botzinger del tipo Post-inspiratorias (Post-I) ejercen una accion inhibitoria de
caracter GABA¢érgica sobre las neuronas Pre-I del Pre-Bo6tC, (1) desacelerando las
descargas neuronales y retrasando la activacion de este tipo de neuronas, (28,60)
que tienen una accidén excitatoria de caracter glutamatérgica (NMDA) tanto sobre
neuronas motoras del nervio hipogloso como sobre las neuronas excitatorias de

rampa inspiratoria del nticleo respiratorio rostral (27,29).

En relacién al mecanismo de accion de los opioides, tienen capacidad de
activar tres tipos de receptores del tipo metabotrdpico: p, k, d. La accion sobre el
receptor u, activa una proteina G acoplada intracelularmente, incrementando la
actividad de la enzima adenilciclasa y los niveles de AMPc el cual, aumenta la
apertura de los canales de potasio y el eflujo de éste con el efecto hiperpolarizante,
simultaneamente cierra el canal de calcio reduciendo el influjo de éste, generando
un efecto hiperpolarizante (79) por lo cual en el presente estudio se consideraron

potencialmente agonistas del efecto hiperpolarizante causado por las
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benzodiacepinas, los barbituricos y mediante un mecanismo diferente pero con el
mismo efecto final hiperpolarizante, los opioides. Sin embargo, existen reportes que
los opioides también ejercen efecto sobre activador del sistema dopaminérgico

mesolimbico (80).

El modelo neuronal implementado en el presente estudio fue generado
incorporando valores morfofuncionales reportados previamente y obtenidos de
experimentos in vivo e in vitro tratando de lograr la mayor fidelidad a la realidad. A
este respecto la morfologia del potencial de accion del modelo y su respuesta ante la
inyeccion de corriente despolarizante tanto de corta como de larga duracion, las
cuales emulan las aferencias tonicas del tallo cerebral, se ajustaron a los registros
reportados por Ryback, Molkov entre otros autores (21,22,23) lo cual respalda la

validez del modelo implementado.

La neurona Pre-I expresa en su membrana receptores tanto del tipo GABA
como NMDA (17,18) que son precisamente los blancos farmacolédgicos de drogas
como las benzodiacepinas, barbituricos y ketamina de uso rutinario en la clinica
anestesioldgica. La adecuada funcion e interaccion entre los diferentes nucleos de
control respiratorio dependen del equilibrio entre la excitacion generada
primordialmente por el glutamato mediante sus receptores NMDA y la contraparte
inhibitoria aportada por el GABA a través de sus receptores GABA, (21,22,23). Si
bien el efecto buscado durante el acto anestésico es el de disminuir el estado de

conciencia al reducir la actividad cortical cerebral, la presencia de los mismos
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receptores de membrana en el tallo cerebral y especialmente en los centros de
control respiratorio como el Pre-BotC y sus neuronas Pre-I, hace que el efecto de

estas drogas afecte el patron respiratorio.

La reduccién de la actividad neuronal podria expresarse ya sea con una
reduccion en la amplitud del potencial de accion y/o en la reduccion del niimero de

descargas generadas durante una estimulacion ténica.

Desde el punto de vista neurofisioldgico, el mismo efecto puede ser
consecuencia de un incremento de la inhibicion (agonismo GABA al incrementar el
influjo de cloruro via receptor GABA,) o una disminucion en la excitabilidad
(antagonismo NMDA al bloquear el influjo de sodio y calcio) o de una combinacion
de ambos en el caso de utilizarse combinaciones de agonistas GABAA y

antagonistas NMDA (72).

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que la amplitud del
potencial de accidon y/o el nimero de descargas generadas durante la estimulacion
tonica de la neurona Pre-I se reducen al activar progresivamente al receptor GABAA
(efecto de las benzodiacepinas y barbituricos) con una clara termodependencia ya
que en las tres condiciones de temperatura evaluadas, hipo (35°C) normo (37°C) e
hipertermia (40°C) hubo respuestas diferenciales, salvo en el caso de la
normotermia en la amplitud del potencial de accién y en la hipertermia para el

nimero de descargas. Estos casos pueden ser explicados por la termodependencia
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diferencial de los componentes de activacion y desactivacion de los canales idnicos

de sodio, potasio y cloro y a sus componentes no lineales (81).

El bloqueo de los receptores NMDA (efecto de la ketamina) también
provoca una reduccion de la amplitud de los potenciales de accion y del nimero de
descargas neuronales, que son menores en condiciones de hipo y normotermia, y
mayores en hipertermia donde se detectaron cambios en el analisis multivariado. Es
de hacer notar que el efecto final sobre la actividad eléctrica de la neurona Pre-I
depende del balance entre las actividades GABA, y NMDA, sin embargo, entre
ambas, la actividad inhibitoria es la que mas se modificod, lo cual sugiere su

relevancia en el patron de descarga de esta neurona.

Los resultados obtenidos muestran un correlato clinico ya que los efectos
hipnoticos y sedativos de las benzodiacepinas se evidencian en la medida que se
aumenta la dosis de las drogas, generando desde la hipoventilacion o depresion
respiratoria hasta la apnea en los pacientes medicados o con intoxicacion por estas
drogas, hecho que se puso de manifiesto en el presente trabajo cuando con la
estimulacion de los receptores GABA, se tuvo un efecto inhibitorio evidente tanto
en la frecuencia de las espigas como en el potencial de accion de la neurona Pre-I

del Pre-BotC.

En el mismo sentido, la hipoventilacion y/o depresion respiratoria se

presenta por la inhibicion de los receptores para glutamato, N-metil-D-aspartato
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(NMDA) como el que podemos apreciar en los pacientes que estan bajo los efectos
de la ketamina ya que en el control del ciclo respiratorio, las neuronas del nucleo
Botzinger del tipo Post-inspiratorias/inspiratorias (Post-I/I) ejercen una accion
inhibitoria de caracter gabaérgica sobre las neuronas Pre-I y las Early-I del Pre-
BotC (1) que tienen una accidn excitatoria de caracter glutamatérgica (NMDA)
tanto sobre neuronas motoras del nervio hipogloso como sobre las neuronas

excitatorias de rampa inspiratoria del ntcleo respiratorio rostral (18,22).

El agonismo sobre los receptores GABA, mostréo cambios mas intensos en
la amplitud y numero de los potenciales de acciéon de la neurona Pre-I que los
mismos cambios porcentuales realizados en antagonismo sobre los receptores
NMDA, lo cual evidencia el predominio del sistema gabaérgico en el Pre-BotC. Y
hecho que se evidencia en la clinica diaria cuando se aprecia mayor depresion
respiratoria en los pacientes bajo efecto de las benzodiacepinas que en los pacientes
que estan bajo efecto de la ketamina. Adicionalmente, el ajuste de las curvas dosis-
respuesta a funciones polinomiales de segundo orden sugieren el comportamiento
no lineal de la cinética de ambos canales cuyas pendientes se exacerban en hipo e
hipertermia, lo cual denota la participacion de multiples factores, entre los cuales se

encuentran los inherentes a la cinética de cada canal i6nico.

El reporte de las ecuaciones de estas curvas de ajuste plantea la posibilidad
de calcular el impacto sobre el patrén de descarga neuronal en la neurona Pre-1 de

una dosis especifica del agonista o del antagonista, lo cual reviste especial
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importancia para lineas futuras de investigacion donde se evaluen no solo cambios
cualitativos, sino también cuantitativos en las pendientes de las curvas dosis-

respuesta.

Estos efectos evaluados en normotermia mostraron curvas dosis-respuesta
con cinéticas polinomiales de segundo orden cuyas pendientes se incrementaron
considerablemente durante hipo o hipertermia lo cual evidencia la gran
termodependencia (25,82) que son acordes con valores de coeficiente de Arrhenius

(Q10) mayores de 2,5.

En la gran mayoria de las células excitables en mamiferos el Qo es de
aproximadamente 2,5 y la permeabilidad i6nica de membrana en reposo para el
sodio es mayor que para el potasio. Al aumentar la temperatura, se produce una

despolarizacion, aumenta la excitabilidad y el numero de descargas (83,84,85).

A baja temperatura, la desactivacion del canal sodio dependiente de voltaje
es menos intensa que el proceso de activacion, lo que da como resultado tiempos de
apertura mas largos y mas despolarizacion y excitabilidad de la membrana. A
temperaturas superiores a 40°C, los procesos de activacion y desactivacion se
aceleran, reduciendo tanto el tiempo de apertura del canal como la excitabilidad
neuronal (82,84). Adicionalmente se ha reportado que el incremento de la
temperatura es capaz de acortar el tiempo de activacion del canal de sodio y de

incrementar la tasa de hidrélisis de neurotransmisores en la sinapsis (84).
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Los resultados referidos a la termodepencia del proceso, son de especial
importancia ya que fueron obtenidos en rangos clinicos de temperatura, es decir
desde la hipo hasta la hipertermia, realzando ain mas, la importancia de esta

variable en la evaluacion del patron respiratorio del paciente

El presente estudio evalu¢ el efecto de benzodiacepinas y de ketamina sobre
los receptores GABA, y NMDA asi como su termodependencia debido a la
disponibilidad de los parametros reportados de éstas variables en la neurona Pre-I.
Es muy probable que los canales cationicos sensibles a temperatura llamados TRP
(Transient Receptor Potential) que se expresan a lo largo del sistema nervioso
central y periférico (85,86), también se encuentren en las neuronas de los ntcleos de

control respiratorio del tallo cerebral.

Especificamente el TRPV1 y TRP3 poseen muy alta termodependencia con
Q1o > 10, sin embargo; la apertura de canales para el sodio y calcio caracteristica de
estos canales ocurre por arriba de 42°C y por debajo de 33°C respectivamente, lo
cual produciria la despolarizacion neuronal (86,85). Es de hacer notar que estos
umbrales térmicos son muy especificos y se encuentran alejados de las temperaturas
en rango clinico a las que puede llegar el centro corporal y especialmente alejadas
de las tres temperaturas 35°C, 37°C y 40°C probadas en el presente estudio, por lo
que las curvas de termodependencia reportadas aqui in machina probablemente se

acerquen a la realidad con Qo de 2,5. Estos resultados son de utilidad en el célculo
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del impacto y/o riesgo anestésico en pacientes sometidos a cirugia y que por
circunstancias de emergencia se realiza la intervencioén en condiciones febriles o de

hipotermia.

Aqui hay que hacer una mencion especial a la instauracion de la depresion
respiratoria progresiva que se puede ver en pacientes con infecciones sistémicas y/o
del sistema nervioso central bien sea bacteriana o viral, como en la actualidad
estamos viendo en pacientes infectados por COVIDI19 los cuales pueden presentar
insuficiencia respiratoria por condensacién neumonica uni o bilateral que modifican
la retroalimentacion neuronal del reflejo de Hering-Breuer (5). Si el paciente
presenta hipertermia, signo que caracteriza al cuadro, se pone en evidencia la
necesidad de conocer los cambios en el sistema inducidos por la fiebre,
especialmente en torno a la cinética de canales y las respuestas neuronales

especialmente de la célula marcapaso principal del ritmo respiratorio.

La evidencia creciente muestra que las infecciones por los coronavirus no
siempre se limitan al tracto respiratorio sino que también pueden invadir el sistema
nervioso central, induciendo enfermedades neurologicas y en especial el tallo
cerebral, pudiendo ser esta otra de las causas de depresion respiratoria que se ven en
estos pacientes (16). En la infeccion por SARS-CoV o MERS, se ha reportado una
densa presencia viral en los cerebros y el tronco encefalico de pacientes y animales

experimentales (87,88,89), asi como otros agentes virales como el de la rabia
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(53). Ademas, se ha demostrado que algunos coronavirus pueden propagarse
transinapticamente hasta el centro cardiorrespiratorio medular desde los
mecanorreceptores y quimiorreceptores en el pulmén y las vias respiratorias
inferiores y superiores (89,88), pudiendo modificar el proceso de transcripcion
genética de las proteinas integrales de membrana, en especial la de receptores

evaluados en el presente estudio.

Los resultados reportados aqui permiten continuar con la evaluacion de otras
drogas con impacto en el sistema de control respiratorio o ain mads interesante las
mezclas e interacciones entre ellas, estos necesarios temas se sustentan en la cada
vez mas relevante y de alto impacto clinico de la polifarmacia y toxicologia con

blanco en el centro de control respiratorio.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se modelo el comportamiento neurofisiologico de la
célula Pre-I del pre-BotC que es el marcapaso principal del ritmo respiratorio. Sobre
este modelo se probd dosis crecientes de agonistas GABAs o de antagonistas
NMDA evaluandose el nimero y amplitud de las descargas neuronas en condiciones

de hipo, normo e hipertermia.

Se aprecid que el nimero de espigas disminuye con la temperatura en la
medida que se activa el receptor GABA, siendo estadisticamente significativo a 35

y 37°C p<0,02 y 0,01 respectivamente, no asi con la hipertermia.

La amplitud de las espigas de la neurona Pre I también se redujo en la
medida que aumento el peso sinaptico, siendo proporcional a la temperatura,
llamando la atencion la caida brusca a 5 mV con un peso sinaptico de 1,0 a 40°C
recuperandose la amplitud a 1,2 para luego volver a caer a 15 mV en el peso
sinaptico 1,6 solo siendo significativa la curva correspondiente los experimentos

realizados a 35°C p<0,05.

El nimero de espigas disminuye en la medida que disminuye el peso
sinaptico del receptor NMDA, siendo inversamente proporcional a la temperatura y
estadisticamente significativos para los estudios a 35°C y 37°C p<0,001 en ambos,

no asi para los de 40°C. Hay un aumento de la amplitud de las espigas en la
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inhibicion del receptor NMDA, con la disminucion de la temperatura siendo este
aumento estadisticamente significativo en hipo y normotermia p<0,006 y p<0,01

respectivamente, no asi en la hipertermia.

Sin embargo cuando vemos el efecto de las dosis de los agonistas GABAA o
de antagonista NMDA en condiciones de hipertermia (40°C) se aprecia un mayor y
significativo efecto tanto para el nuimero como la amplitud de las espigas generadas

por la neurona Pre-I.
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