TRABAJOS DE REVISION

UN MODELO ANFIBIO PARA EL ESTUDIO EVOLUTIVO

DEL CONTROL RESPIRATORIO

ANPHIBIAN MODEL STUDY FOR EVOLUTIONARY RESPIRATORY CONTROL

RESUMEN

Los enormes progresos de la medicina
perinatal han permitido la sobrevivencia de recién
nacidos prematuros en estadios de desarrollo
cada vez mas precoces. Estos pequerios pacientes
requieren de medios muy sofisticados y costosos
para paliar su inmadurez respiratoria. Ademas
de las complicaciones asociadas al desarrollo
pulmonar, la inestabilidad respiratoria y las
apneas asociadas a la inmadurez de los circuitos
nerviosos productores del control respiratorio,
contribuyendo éstos ultimas, como factor
principal de morbilidad, a las prolongadas
hospitalizaciones que presenta esta tan
vulnerable poblacién. Estos imperativos
médicos combinados a la curiosidad fisiologica
han contribuido al desenvolvimiento de
novedosas investigaciones en neurobiologia
respiratoria. Si bien la mayoria de los trabajos
realizados en éste campo utilizan a los muridos
como modelos experimentales, las
investigaciones recientes efectuadas a partir del
tronco cerebral aislado de anfibios (Rana
catesbeiana) han revelado las ventajas técnicas
de este modelo animal, para mostrar los
principales fenémenos que rigen el
funcionamiento y el desarrollo del sistema de
control respiratorio entre los vertebrados. El
presente articulo se propone repasar los avances
mas recientes realizados en la investigacion de
la neurobiologia evolutiva del control
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respiratorio, prestando una atencién particular,
a la respiracién episadica, asi como al rol que
desemperian la modulacién serotoninérgica y
Gabaérgica de la actividad respiratoria en el
curso del desarrollo.
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ABSTRACT

Recent perinal advances have made possible
that premature newborns survive increasingtly
in earlier developmental stages. This babies
requires sophisticated and costly critical
intensive care to address the problems
associated with inmadurity of the respiratory
system. In addition respiratory instability and
apnea reflecting inmaturity of the respiratory
control system are major causes of morbidity
and prolonged hospitalization in this highly
vulnerable group of patients. These concerns
have contributed to the development of research
in respiratoy evolutionary neurobiology. While
the majority of researchers working in this field
use rodents as an animal model, recent research
using in vitro brainstem preparations from
bullfrog (Rana catesbeiana) have reveled the
technical advantages of this model to study the
basic principles underlying respiratory control
and its ontogeny between vertebrates. The
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present article review the recent advances in the
area of research with special interest on episodic
breathing and the role of serotoninergic and
GABAergic modulation of respiratory control
during development.

Key words: evolutionary neurobiology;
bullfrog; respiratory control

INTRODUCCION

La aparicion de la respiracion aérea
constituyo una etapa sumamente importante en
la evolucion de los vertebrados. Los anfibios
aparecieron probablemente a partir de los peces
lobulados (ripidistios de agua dulce), hace 360
millones de afnos, y se convirtieron en los
primeros animales de vida terrestre. Este
medio mas rico en oxigeno, les permiti6 explorar
nuevos habitat y favorecio la aparicion de nuevas
especies. A pesar de la distancia filogenética entre
los primeros anfibios y el hombre, ambas
especies deben controlar los niveles de
ventilacion pulmonar a fin de asegurar la
homeostasis de los gases sanguineos. El sistema
de control de la ventilacién requiere de
estructuras sensoriales periféricas integradas
por efectores situados en el sistema nervioso
central. En el curso de la ontogenia tuvieron lugar
una serie de acontecimientos ligados al
desarrollo del pulmén, que siguieron una
secuencia precisa, a fin de asegurar el suceso
de la transicion entre la respiracién acuética y
la aérea, tanto en el anfibio como en el hombre.

En el feto humano, el ultrasonido, ha
permitido demostrar que los primeros
movimientos respiratorios pueden ser
detectados desde la undécima semana de
gestacion (1,2).

En ése estadio los movimientos respiratorios
fetales son irregulares y episédicos. Si bien no
participan en el intercambio gaseoso, esos
movimientos contribuyen al desarrollo del
pulmén y al desenvolvimiento de las conexiones
sindpticas que constituiran los circuitos
respiratorios. La frecuencia de los movimientos
respiratorios fetales aumentara en el curso de
la gestacion y devendra continua y ritmica en el
momento del nacimiento a término(3). En
consecuencia el perfil respiratorio de un
prematuro serd irregular y episodico, y la
importancia de ésa irregularidad sera
determinada por el momento en el cual el
desarrollo intrauterino es interrumpido.
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DISTINTOS MODELOS EXPERIMEN-
TALES EN NEUROBIOLOG{A EVOLUTIVA
DEL CONTROL RESPIRATORIO

Una proporcién importante del progreso
cientifico es atribuible a los numerosos estudios
efectuados en mamiferos, incluidos el cordero,
la rata, el gato y el ratén, donde los cientificos
lograron avances diversos y complejos, por
ejemplo el registro de los movimientos
respiratorios fetales en el cordero, que requirié
intervenciones quirurgicas importantes
sostenidas por costosas infraestructuras.

Los circuitos nerviosos que rigen el control
respiratorio fueron puestos en evidencia en
forma directa y a un nivel organizacional muy
reducido, por via del registro electrofisiologico
in vitro sobre preparaciones de tronco cerebral
aislado. La técnica de abordaje fue desarrollada
por Adrian en 1931 a partir del encéfalo de la
carpa dorada(4) (Cyprinus carpio), y consiste
en colocar el tronco cerebral aislado en una
camara enriquecida con solucién de oxigeno y
una composicion iénica y nutritiva similar al
liguido cefalorraquideo. De este modo es
posible estudiar la actividad de las neuronas
respiratorias en forma sistematica gracias a los
registros electrofisiolégicos intra o
extracelulares, segun el tipo de estudio,
permitiendo por ejemplo, el estudio de trocos
cerebrales aislados de ratas recién nacidas(5).

Lamentablemente la ausencia de perfusién
vascular es un factor limitante en este tipo de
preparados, especialmente porque el aporte de
oxigeno y el desecho de metabolitos, en
particular CO,e H, se realiza solamente por
difusion, por lo cual es muy posible que ocurra
hipoxia y acidosis tisular que perturbe el
funcionamiento de las neuronas respiratorias.
La actividad respiratoria producida por estas
preparaciones puede permanecer estable por
unas horas a condicién de que el tronco cerebral
sea mantenido a una temperatura mas baja que
la normal, entre 25y 28°C. Cuando se trata de
animales recién nacidos la tolerancia de los
circuitos nerviosos a la hipoxia es mucho mayor.

A pesar del refinamiento de estos modelos
mamiferos, las limitaciones, especialmente la
relativamente corta vida 1til de los preparados,
han impuesto la necesidad de crear nuevos
modelos experimentales tanto alternativos, como
complementarios.

Como todos los poiquilotermos, las ranas
manifiestan una tolerancia a la hipoxia y a la
acidosis muy superior a la de los mamiferos.
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Ademas temperaturas ambientes de hasta
menos 20°C, son fisiolégicamente normales entre
los éstos anturidos. Consecuentemente la
viabilidad de la actividad respiratoria en los
preparados in vitro provenientes del tronco
cerebral de Rana catesbeiana es remarcable,
pues se pueden mantener estables y activos
durante dias.

La simplicidad y fortaleza del sistema
nervioso central de esta especie, permite la
realizacién de estudios mas adecuados de la
materia en estudio, que entre los mamiferos, ya
que tanto las consideraciones técnicas, como los
resultados de las investigaciones han
demostrado que a pesar de las diferencias
propias de la mecanica respiratoria, las
estructuras y los principios fundamentales del
control respiratorio, se han mantenido en el
curso de la evolucion.

PRODUCCION DEL RITMO RESPI-
RATORIO DURANTE EL CURSO DEL
DESARROLLO

El ritmo respiratorio de los mamiferos es
producido por un grupo de neuronas situadas
dentro del tronco cerebral a nivel del complejo
pre-Botzinger (6). Los mecanismos de
funcionamiento de esos circuitos son materia
de intensa controversia, segiin se considere que
dichas neuronas producen el ritmo respiratorio
mediante un sistema de relaciones inhibitorias,
o por la existencia de mecanismos ritmo génicos
intrinsecos (marcapaso respiratorio), o
finalmente por una combinacion de ambas
hipétesis(7).

Las investigaciones realizadas recientemente
sobre tronco cerebral aislado in vitro de
renacuajo han permitido efectuar importantes
avances, ya que este modelo permite la
realizacion de estudios electrofisiolégicos en
todos los estadios de desarrollo de estos
animales. Los primeros movimientos destinados
a utilizar el aire como sustrato respiratorio
aparecen esporadicamente en el renacuajo
durante el estadio premetamorfico, aunque la
contribucién de los pulmones en desarrollo al
proceso respiratorio es todavia despreciable. La
actividad respiratoria aumentara
progresivamente a medida que las branquias
vayan desapareciendo durante el proceso de la
metamorfosis(8,9).

Los estudios electrofisiologicos sugieren que
el funcionamiento de las neuronas productoras
del ritmo respiratorio, sufren importantes
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cambios durante el curso del desarrollo,
progresando desde una accion de marcapaso
hacia un proceso de accion en red, que requiere
inhibicién sinaptica(10). Esta transicion, implica
una etapa fundamental en la maduracion de los
circuitos respiratorios, como ha sido ya
observado en fetos de rata(11,12).

Otras modificaciones que suceden en el seno
de la organizacion de las neuronas responsables
del ritmo respiratorio, posibilitan el desarrollo
de diferentes familias de neurotransmisores
(aminoacidos, monoaminas) que actaan
modulando el sustrato de importantes cambios
bioquimicos que ocurren a lo largo del
desarrollo, contribuyendo a la maduracion del
sistema de control respiratorio(13).

La reorganizacion de la neurotransmision
inhibitoria Gabaérgica contribuira a la
emergencia de la respiracién aérea, pues en los
preparados in vitro de renacuajos jovenes, la
inactivacién farmacolégica de los receptores
GABA, ha permitido observar la toma del
comando motor por las redes neuronales
productoras de la respiraciéon pulmonar, en
estadios precoces donde atn predomina la
respiracion branquial(14). Estos resultados
sugieren que los mecanismos responsables de
la respiracién pulmonar son funcionales atin en
estadios muy precoces, pero se encuentran
sometidos aparentemente, a una influencia
inhibitoria que lo mantiene aquiescente durante
el desarrollo, hasta que llega el momento
madurativo preciso y adecuado para iniciar la
respiracion pulmonar y la vida terrestre (15).

Hace relativamente poco tiempo se ha
estudiado el rol de la modulacion serotoninérgica
en la maduracion de la actividad respiratoria.
El efecto que ejerce la serotonina (5HT) sobre el
comando respiratorio varia sustancialmente
durante el curso del desarrollo(16,17). Del
encéfalo aislado proveniente de renacuajos
premetamorficos, la activaciéon quimica o eléctrica
del nucleo del rafe dorsal, un area que abriga
uno de los principales grupos de neuronas
serotoninérgicas del tronco encefalico, aumenta
el namero de respiraciones pulmonares. Dichos
resultados sugieren que la modulacion
serotoninérgica de la actividad respiratoria se
difumina en el curso del desarrollo a medida
que la respiracion aérea o pulmonar aumenta en
importancia(18). Es quiza posible entonces, que
exista una interaccion entre ambos sistemas
(serotoninérgico y Gabaérgico), que juegue un rol
importante durante la emergencia y la
maduracién de la respiracion aérea.
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RESPIRACION PARADOJAL

La naturaleza episddica, intermitente o
paradojal del flujo motor respiratorio es una
caracteristica de la actividad producida por el
tronco encefalico aislado de los anfibios. Es
importante mencionar que la respiracion
episddica no refleja necesariamente un
funcionamiento anormal del sistema de control
de la respiracién, es mas representa una
propiedad fundamental de los circuitos
respiratorios de los vertebrados. Este perfil
respiratorio, comunmente observado entre los
reptiles y los anfibios, también se ve en ciertos
mamiferos capaces de reducir sustancialmente
sus requerimientos metabolicos (hibernacion),
minimizando asi sus demandas de intercambio
gaseosoy sus necesidades de oxigeno, gracias a
la presencia de la grasa parda(19,20). La
respiracion episodica no es entonces un artefacto
experimental, porque el encéfalo aislado de la
rana produce un comando respiratorio
practicamente igual al perfil observado en el
animal intacto(21). La respiracion episodica es
también observada en las preparaciones in vitro
de rata, tanto en el feto como en el recién nacido
(13).

La similitud entre el perfil de respiracion
episodica de los anfibios y la que se observa
entre los recién nacidos prematuros humanos
es remarcable, e indica que el modelo
experimental planteado, ofrece una excelente
aproximacion para el estudio de la respiracién
episodica del prematuro, un tipo de
irregularidad respiratoria que puede ocupar
hasta un 20% del tiempo de suefio en ésa
poblacion(22).

Los resultados de estudios efectuados en
fetos de cordero como entre los renacuajos
sugieren que una deficiencia global de la
activacion de los circuitos respiratorios es la
base de este perfil respiratorio irregular, puesto
que una estimulaciéon efectuada mediante la
induccion de hipercapnia (aumento de la pCO)
logra un perfil respiratorio casi continuo, donde
la duracion de las apneas es reducida en forma
notable(21,23,24).

En la rana adulta la regién mesencefalica del
istmo cerebral juega un rol critico en la
produccién del perfil respiratorio episédico. En
efecto, la inactivacion o la ablacién quimica de
€sas neuronas produce un patrén respiratorio
lento, episddico, poco sensible a la hipercapnia,
muy similar al que se observa en los renacuajos
premetamorficos(25). La funcion y el caracter
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neurofisiologico de ésas neuronas permanece
hasta hoy inexplorados.

Los mecanismos responsables del perfil
respiratorio episédico son aiin poco conocidos.
Sin embargo, la neurotransmisién Gabaérgica
jugaria un rol importante en este tipo de
respiracion, porque la activacién de receptores
GABA por la aplicacion del agonista baclofeno
en el tronco cerebral aislado convierte un perfil
respiratorio episédico en un perfil regular y
continuo, sin poder actuar sobre la frecuencia
respiratoria(26,27). En el animal intacto, tal
cambio del perfil respiratorio reduce las
oscilaciones de la pO,y de la pCO, arteriales en
forma sustancial. El baclofeno es un analogo
estructural del neurotransmisor inhibitorio
acido gammaaminobutirico (GABA), que actiia
principalmente a nivel espinal y supraespinal,
realizando un bloqueo polisinaptico aferente y
en forma menos extensa, también bloquea las
vias aferentes monosindpticas. Atin no se sabe
con exactitud si se comporta como un inhibidor
per se, o hiperpolarizando las terminales
aferentes primarias, inhibiendo la liberacién de
neurofransmisores exitatorios tales como el
glutamato y el acido aspartico, comportandose
como un GABA agonista, estimulando los
receptores GABA-B, disminuyendo el influjo
exitatorio en las neuronas motoras alfa. Hasta
ahora se ha utilizado como un relajante muscular,
y en pacientes con espasticidad y esclerosis
multiple, mejora la movilidad, disminuye el
espasmo, la frecuenciay severidad del espasmo,
alivia el dolor y mejora la presencia de clonus.

Los mecanismos que controlan la activaciéon
de las senales Gabaérgicas constituyen una de
las pistas mas prometedoras en la investigacién
futura del control respiratorio, al igual que la
dilucidacién de los genes que controlan las
funciones autonomicas de la respiracion(28).

A MODO DE CONCLUSION

Alaluz de las investigaciones recientes que
muestran las diversas etapas del desarrollo
perinatal de los circuitos respiratorios de los
muridos son comparables a los que presentan
los anfibios, es claro que los procesos
neurobioldgicos ligados a la maduracion de ese
sistema homeostatico vital que ha sido
conservado a lo largo del curso evolutivo de los
vertebrados. En consecuencia los estudios
efectuados en la rana toro, deberian contribuir
a acrecentar los conocimientos en neurobiologia
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respiratoria, a fin de desarrollar nuevas terapias
que faciliten la maduraciéon del comando
respiratorio y la reduccion de la frecuencia de
las apneas entre los recién nacidos prematuros.
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