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Resumen

La estimulacién del nicleo hipotalamico dorsomedial y el area perifornical (DMH-PeF) en ratas provoca
una respuesta cardiorrespiratoria caracterizada por un aumento de presién arterial, frecuencia cardiaca y
frecuencia respiratoria. En determinados estudios (Diaz-Casares et al., 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2018),
se ha demostrado una interaccién funcional entre el DMH-PeF y estructuras pontinas (area A5 y complejo
parabraquial) que, a su vez, también estan conectadas con la sustancia gris periacueductal (SGP), region
mesencefalica involucrada en la modulacion cardiorrespiratoria y conductual ante determinados tipos de
estrés asi como en la actividad laringea y la vocalizacion. También se ha demostrado como dichas estruc-
turas pontinas estan involucradas en los cambios del calibre laringeo (Lara et al., 2002). El objetivo de este
estudio es caracterizar por primera vez las relaciones entre los circuitos neuronales hipotalamicos y pontinos
para comprender su papel en la actividad laringea y su efecto en la vocalizacion.

Abstract

Stimulation of the dorsomedial hypothalamic nucleus and perifornical area (DMH-PeF) in rats evokes a car-
diorespiratory response characterised by an increase of blood pressure, heart rate and respiratory frequency.
In certain studies (Diaz-Casares et al., 2012; Lopez-Gonzalez et al., 2018) has been shown a functional
interaction between DMH-PeF and pontine structures (A5 Area and Parabrachial Complex), structures also
connected with periaqueductal gray matter (SGP), a region involved in laryngeal activity modulation and
vocalization. It has been also shown how rostral and ventral pontine structures are involved in the changes
of laryngeal caliber (Lara et al., 2002). The aim of this study is to characterize for the first time the relations
between hypothalamic and pontine neuronal circuits to understand their role in laryngeal activity and its effect
on vocalization.
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Introduccion

Control central de la vocalizacién

La produccién vocal es controlada a nivel central por una red neuronal compleja que parte de la corteza
motora laringea y desde la cual surgen proyecciones hacia la sustancia gris periacueductal (SGP) en
el mesencéfalo, que activa regiones bulboprotuberanciales: nucleo parabraquial medial - Kélliker-Fuse
(PBm-KF); area 5 (A5); nucleo del tracto solitario (NTS); nicleo ambiguo (nA); y nucleo retroambiguo
(nRA). En estas zonas se encuentran los generadores de patrones motores respiratorios y laringeos,
requeridos para una adecuada vocalizacion. Estas regiones bulbopontinas determinan el grado de
intensidad y duracién del sonido emitido (Holstelge, 1989; Holstelge, Kerstens, Moes y Vanderhorst,
1997; Ludlow, 2015) y controlan las motoneuronas laringeas (Delgado-Garcia, Lépez-Barneo, Rial y
Gonzalez-Bardn, 1982; Dawid-Milner, Lara, Milan y Gonzalez-Bardn, 1993), permitiendo asi sincronizar
los ciclos respiratorios con la actividad muscular laringea, lo que supone, a su vez, la obtencién de una
presién subglética bien controlada con niveles precisos de aire (Ludlow, 2015). Principalmente, es el nA
el que modula la actividad de las motoneuronas laringeas, orofaringeas y craneofaciales involucradas
en el habla (Pasaro, Lobera, Gonzalez-Barén y Delgado-Garcia, 1993; Ludlow, 2015).

La SGP recibe aferencias sensitivas procedentes de la corteza cingulada, del cértex prefrontal y
de regiones limbicas, que aportan informacién auditiva, visual y somatosensorial necesaria para adaptar
la respiracion a las demandas que imponen el entorno (Holstege, 1989). Esto le permite modificar el
patrén respiratorio porque hace posible determinar qué células de las regiones mas bajas del tronco
encefalico se excitaran para producir una accién motora coordinada (Jurgens y Pratt, 1979; Subrama-
nian y Holstege, 2009). Asi, la SGP participa en la iniciacion e intensidad de la emision vocal, pero no
determina el patrén de respuestas ni su coordinacion. De ello se encargan las regiones bulboprotube-
ranciales ya comentadas (Esposito, Demeurisse, Alberti y Fabbro, 1999; Jurgens, 2009).

Hay estudios en ratas que describen proyecciones desde la SGP al nRA implicadas en la emision
vocal. Estos estudios sugieren que el nRA constituye un relé a través del cual la SGP excita moto-
neuronas musculares abdominales para la modificacién de la presion abdominal. De esta manera,
se consigue controlar tanto la inspiracion como la espiracién y adaptarlas a la vocalizaciéon (Holstege,
1989; Holstege et al., 1997). A partir del nRA, la SGP también modula las motoneuronas faringeas y
laringeas localizadas en el nA (Boers, Klop, Hulsshoff, De Weerd y Holstege, 1937) para activar los
aductores laringeos, tensar los pliegues vocales y aumentar la resistencia laringea (Shiba, Umezaki,
Zheng y Miller, 1997). La desinhibicion de ambas zonas produce vocalizacion tanto en animales como
humanos y lesiones en las mismas generan mutismo en el caso de SGP (Behbehani, 1995; Esposito et
al., 1999; Jirgens, 2009) y un deterioro de la produccion vocal en el caso del nRA (Shiba et al., 1997).

Reaccién de defensa

La respuesta de defensa en animales empezé a estudiarse en 1935 por Kabat et al. Segun estos
autores, la estimulacién eléctrica del Hipotalamo Caudal desencadena un patrén integrado de
respuestas conductuales, neuroendocrinas y autondmicas, cuyos resultados coinciden con estudios
realizados con posterioridad (Abrahams, Hilton y Zbrozyna, 1960; Yardley y Hilton, 1986; Markgraf et
al., 1991; McDowall, Houriuchi, Killinger y Dampney, 2006; Peinado-Aragonés, 2016).

Todo este patrén de respuestas autondmicas coincide en todos los mamiferos conscientes,
incluido el humano, en situaciones que inducen estrés y amenaza, ya sea natural (Mancia y Zanchetti,
1981) o por un estimulo psicolégico agudo como un chorro de aire o un ruido fuerte (Schadt y Hasser,
1998). Se sabe que son varios los nucleos del hipotalamo caudal que intervienen. Todos los nucleos
que evocan respuestas cardiovasculares y autondmicas englobadas dentro de la reaccion de defensa
por estimulacion eléctrica se incluyen dentro de la denominada Area de Defensa Hipotalémica (aDH)
(Hilton, 1982).

En particular, la desinhibicién de estas regiones, tanto en ratas anestesiadas como conscientes,
produce aumentos de presioén arterial y frecuencia cardiaca (Schadt y Hasser, 1988; McDowall et al.,
2006), de la actividad frénica (PNA) y de la frecuencia respiratoria (Waldrop, Bauer y lwamoto, 1988),
vasodilatacion muscular que permite la redistribucion del flujo sanguineo hacia el musculo esquelético
de las extremidades posteriores (Eliasson, Folkow, Lindgren y Uvnas, 1951; Rosen, 1961; Dean y
Coote, 1986; Yardley y Hilton, 1986) y aumentos en la actividad nerviosa simpatica renal (RSNA). A
estos cambios fisioldgicos se le asocian también cambios en el control de la temperatura corporal,
incrementos en la secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) (McDowall et al., 2006) y otros
cambios autonémicos clasicos como piloereccién, dilatacién pupilar y movimientos de extremidades
y cola (Abrahams et al., 1960). Con ello, el animal satisface las demandas de esfuerzo muscular y
locomocion que le impone el estrés ambiental (Hilton, 1982; Yardley y Hilton, 1986).
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Estos comportamientos son instintivos y entran en accion ante la presencia del estimulo idoneo.
No obstante, el tipo de respuesta y los cambios hemodinamicos seran variables en funcién de las
experiencias previas, de la percepcién que el individuo tenga de la amenaza (Fernandez-Molina, 1996)
y de si se reacciona de manera activa (ataque/huida) o pasiva (inmovilidad/congelacién) (Schadt y
Hasser, 1998), lo que parece estar determinado por la especie (Markgraf et al., 1991). En concreto, el
afrontamiento activo se asociaria a hipertension, taquicardia y taquipnea, mientras que las estrategias
de afrontamiento pasivo se asocian con un patrén conductual contrario, caracterizado por hipotension,
bradicardia y bradipnea (Bandler, Keay, Floyd y Price, 2000). Todos estos cambios fisiolégicos permi-
tiran al animal enfrentarse a una situacion de estrés y responder las demandas fisiolégicas de forma
adecuada.

Los diversos estudios que han utilizado la estimulacidn eléctrica en ratas coinciden en que las
regiones hipotalamicas implicadas principalmente en la reacciéon de defensa son: el Nucleo Dorsome-
dial Hipotalamico (nDMH) (Stotz-Potter, Morin y DiMicco, 1996; Fontes, Tagawa, Polson, Cavanagh y
Dampney, 2001; McDowall et al., 2006), el Hipotalamo Lateral (LH) (Gebber y Klevans, 1972) y el Area
Perifornical Hipotalamica (PeF) (Fernandez-Molina, 1990; McDowall et al., 2006).

Durante mucho tiempo se ha cuestionado la fiabilidad de los estudios que han utilizado la técnica
de estimulacién eléctrica en la identificacion de estas regiones cerebrales. Su desventaja es que la
corriente eléctrica excita tanto los cuerpos celulares como los axones de paso, de tal manera que
algunos autores sostienen que las respuestas defensivas evocadas por la estimulacién de aDH pueden
deberse a la despolarizacion de los axones de paso (Bandler, 1982; Tan y Dampney, 1983).

En contraposicion, hay publicaciones que indican que la estimulacion quimica del hipotalamo
caudal mediante la microinyeccion del glutamato produce respuestas cardiorrespiratorias semejantes a
las observadas durante la estimulacion eléctrica de la misma zona. Dado que este aminoacido excitador
no activa los axones de paso, se concluiria que las respuestas defensivas son consecuencia directa
de la excitacion de cuerpos celulares bien localizados dentro de aDH (Goodchild, Dampney y Bandler,
1982; DiMicco et al., 1986; Lipski, Bellingham, West y Pilowsky, 1988; Fontes et al., 2001; DiMicco,
Samuels, Zaretskaia y Zaretsky, 2002; Cao, Fan y Morrinson, 2004; Horiuchi, McAllen, Killinger, Fontes
y Dampney, 2004; McDowall et al., 2006).

Es posible que parte de la controversia existente entre los axones de paso y los cuerpos celu-
lares tenga su respuesta en otros factores determinantes en estos estudios como el tipo y cantidad de
anestesia inyectada, la concentracion del neurotransmisor excitador empleado y la zona estimulada
(Lipski et al., 1988).

Existen evidencias de que el DMH es el nucleo que desempefia el papel mas critico en la media-
cion de la reaccion de defensa, huida y agresion (Fernandez-Molina, 1996; McDowall et al., 2006). Su
inhibicién quimica conlleva una disminucién importante de los aumentos de todos los cambios fisiolo-
gicos mencionados con anterioridad. Ademas, los estudios que usan marcador neuronal informan que
la expresién de c-fos aumenta en DMH en situaciones de estrés (McDowall et al., 2006).

El DMH recibe multiples aferencias de regiones del cerebro anterior, siendo de particular impor-
tancia las proyecciones procedentes del cortex prefrontal medial (CPF), para la transmisién del estrés
emocional (Bernard y Bandler, 1998; Bandler et al., 2000; Bandler, Price, y Keay, 2000; Floyd, Price,
Ferry, Keay y Bandler, 2000; 2001) y de la amigdala (Fontes et al., 2001). El nucleo basolateral (BLA)
de la amigdala regula a las neuronas implicadas en la respuesta cardiovascular, evocada por la esti-
mulacion eléctrica del DMH (Soltils, Cook, Gregg, Stratton y Flickinger, 1998). Las conexiones directas
existentes entre el DMH y los centros bulbares con control cardiovascular explican la capacidad modu-
ladora de esta region hipotalamica sobre la presion arterial (Hardy, 2001; Horiuchi et al., 2004). Estas
fibras eferentes convergen en el Bulbo Ventrolateral Rostral (BRVL) (Markgraf et al., 1991), centro vaso-
presor y, en el NTS, centro vasodepresor (Hardy, 2001; Horiuchi et al., 2004). De ahi, la dicotomia de
efectos hemodinamicos (hipertension o hipotension) posibles. Ambas regiones mandan proyecciones
eferentes excitadoras a neuronas preganglionares simpaticas, localizadas en la columna intermediola-
teral de la médula espinal (IML), que son las encargadas de los aumentos de presion arterial.

De acuerdo con diversos estudios anatdomicos realizados, existe otra conexion hipotalami-
co-bulbar involucrada en el componente cardiovascular. Se trata de proyecciones descendentes desde
el DMH hacia el Rafe Palido (RP) (Samuels, Zaretsky y DiMicco, 2002; Zaretsky, Zaretskaia, Samuels,
Cluxton y DiMicco, 2003; Cao et al., 2004; Horiuchi et al., 2004). En concreto, los estudios de marcaje
retrogrado en el RP muestran que estas fibras simpatoexcitatorias surgen de una subregion especifica
del DMH conocida como Area Dorsal Hipotalémica (DA). En ella, se concentran neuronas sensibles
a los aumentos de frecuencia cardiaca (Samuels, Zaretsky y DiMicco, 2004). La microinyeccion de
muscimol (agonista de receptores GABA) en el RP conlleva una reduccioén sustancial de la taquicardia
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(Zaretsky et al., 2003; Horiuchi et al., 2004; Samuels et al., 2004). El RP, a su vez, manda proyec-
ciones a las neuronas preganglionares simpaticas que influyen en la frecuencia cardiaca localizadas
en la médula espinal. Existen, por tanto, evidencias de que el DMH media las respuestas cardiovascu-
lares a través de dos rutas descendentes que concluyen a nivel bulbar. Por un lado, las neuronas que
proyectan hacia el BRVL, encargadas de los aumentos en la presién arterial y, por otro, proyecciones
hacia el RP, encargadas del aumento de la frecuencia cardiaca (Samuel et al., 2002; Horiuchi et al.,
2004; Samuel et al., 2004). Estos centros bulbares actuarian como efectores finales de la respuesta
cardiovascular inducida por estimulos estresantes (Hardy, 2001).

Por otra parte, el DMH manda proyecciones hacia las neuronas que contienen la hormona libera-
dora de ACTH (CRH) localizadas en el Nucleo Paraventricuclar (PVN). Estas conexiones favorecen la
secrecion de ACTH, importante en la reaccion de defensa (Stotz-Potter et al., 1996; Benarroch, 2005;
De Menezes et al., 2009). Sin embargo, algunos datos sugieren que esta region no es, en su totalidad,
dependiente del DMH, ya que parece ser que el PVN también participa en los cambios respiratorios y lo
hace a través de proyecciones directas que se dirigen a los nucleos respiratorios bulbares y al nucleo
frénico en la médula espinal (McDowall, Horiuchi y Dampney, 2007). Asimismo, estudios neuroanaté-
micos y electrofisiolégicos han demostrado que esta regidn esta conectada a otras areas implicadas
en el control cardiovascular como el BRVL. Esto explica la influencia que el PVN también tiene sobre la
presion arterial y frecuencia cardiaca (Martin y Haywood, 1993; Coote, Yang, Pyner y Deering, 1998).

Relacion DMH y SGP

Diversos estudios han corroborado que la SGP ademas de la vocalizacion esta implicada en la reaccion
de defensa y regulacién autonémica (Hilton y Redfern, 1986; Yardley y Hilton, 1986; Bandler y Shipley,
1994; Peinado-Aragonés, 2016). La activacidon neural de esta regiéon mesencefalica expresa conductas
defensivas similares a las evocadas por la estimulacion del DMH (Loépez-Gonzalez, 2013). La similitud
en el patron de respuestas cardiorrespiratorias parece residir en la interconexion entre el DMH vy la
SGP. Ademas, al igual que la SGP, el DMH recibe proyecciones aferentes importantes procedentes
de la amigdala y del cértex prefrontal (CPF). Estas conexiones se han descrito tanto en ratas como
primates. Todos los inputs recibidos por cada una de estas regiones evocan respuestas defensivas
(Keay y Bandler, 2001).

Enrata, los efectos autonémicos inducidos por el estrés ambiental estan mediados por conexiones
reciprocas entre la SGP y el DMH. Mas concretamente, durante el estrés las neuronas localizadas
en la region dorsolateral de la SGP activarian neuronas en el DMH que modificarian la actividad de
centros autonoémicos en el bulbo que generan un aumento de la presién arterial y de la frecuencia
cardiaca. Ademas, se ha demostrado que la actividad de la SGP dorsolateral depende de la integridad
de neuronas del DHM. El aumento de la presion arterial y frecuencia cardiaca esta mediada por cone-
xiones existentes entre el DMH y el BVLR (De Menezes, Zaretsky, Fontes y DiMicco, 2009; Horiuchi,
McDowald y Dampney, 2009).

Se han descrito proyecciones desde la SGP dorsolateral hacia regiones pontinas [Complejo
Parabraquial (cPB) y A5]. Ambas regiones tienen proyecciones hacia el BVLR que facilitarian estos
aumentos de la presion arterial (Farley, Barlow y Netsell, 1992; Lara et al., 2002).

Estudios realizados por el departamento de Fisiologia Humana de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Malaga corroboran la existencia de conexiones entre estas regiones hipotalamicas
involucradas en la reaccion de defensa (DMH - PeF), y centros cardiorrespiratorios pontinos como el A5
(Lépez-Gonzalez et al., 2013; Dawid-Milner, Lara, Gonzalez-Bardén y Spyer, 2001; Dawid-Milner, Lara,
Lopez-Gonzalez, Spyer y Gonzalez-Bardn, 2003) y el cPB (Dawid-Milner et al., 2003; Diaz-Casares et
al., 2009). Hay estudios que evidencian que el GABA y el glutamato son los neurotransmisores predo-
minantes en el hipotalamo e interactian entre si para modular la actividad neural de dicha regién (Soltis
y DiMicco, 1991). Ademas, los datos aportados por este grupo investigador sugieren que el glutamato
podria constituir el neurotransmisor principal de las conexiones entre el DMH y el PeF y entre el cPB
y el A5 (Diaz-Casares, Lopez-Gonzalez, Peinado-Aragonés, Gonzalez-Barén y Dawid-Milner, 2012;
Lopez-Gonzalez et al., 2018).

Por todo lo anteriormente descrito se puede afirmar que la reacciéon de defensa precisa para
su inicio y organizacion de la actividad integrada de DMH y SGP, regiones que estan interconec-
tadas funcionalmente y que, a su vez, comparten directa e indirectamente conexiones con estructuras
bulbopontinas (Hilton, 1982; Yardley y Hilton, 1986).
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Objetivos
Los trabajos del grupo de investigacion del Departamento de Fisiologia de la UMA han descrito la acti-
vidad de las motoneuronas laringeas del nA y los mecanismos reflejos implicados en las respuestas
laringo-respiratorias (Dawid- Milner, Lara, Milan y Gonzalez-Barén, 1993), asi como han descrito una
red de nucleos hipotalamo-mesencéfalo-bulboprotuberanciales que modulan las respuestas cardiorres-
piratorias producidas por determinados tipos de estrés (Diaz-Casares, 2009, 2012; Lopez-Gonzalez,
2013, 2018).

Actualmente se piensa que la SGP puede tener una funcién importante en el control de la voca-
lizacién debido a sus conexiones funcionales bulboprotuberanciales. Como se ha demostrado que
parte de su actividad esta modulada por el DMH — PeF esto da pie a pensar que esta zona hipotala-
mica puede estar involucrada en este control. Sin embargo, existe un nimero reducido de estudios
centrados en dilucidar el papel de estos circuitos en el control laringeo.

Por todo ello, desde el Departamento de Fisiologia Humana de la Universidad de Malaga, se
lleva tiempo intentando clarificar el papel que desempefian las diferentes estructuras hipotalamicas
antes mencionadas en el control de la actividad laringea a través de los estudios de presién subgldtica.
En concreto, se pretende describir el papel que tienen nucleos supraencefalcos como el DMH - PeF
en el control de la actividad laringea. Con los resultados de este estudio se podria obtener una mayor
comprension de los mecanismos neurofisiolégicos de los circuitos neuronales hipotalamo — mesencé-
falo — bulboprotuberanciales implicados en dicha funcion y, consecuentemente, una nueva forma de ver
las fisiopatologias del control laringeo. A su vez, este estudio abre una nueva linea de investigacion en
el campo de la Logopedia.

El objetivo general de este estudio es describir estos circuitos neuronales implicados en la voca-
lizacion a través de la estimulacion eléctrica del DMH — PeF, encargados de modular las motoneuronas
laringeas del nA. Se utilizara técnicas de registro indirecto de la actividad laringea y parametros cardio-
rrespiratorios caracteristicos de la reaccion de defensa.

Se plantea el siguiente objetivo especifico:

1. Registrar y estudiar, en rata, la variable presién subglética evocada por la estimulacion
eléctrica del DMH - PeF antes (reposo), durante y después (vuelta al reposo) de dicha estimu-
lacion junto con los parametros fisioldgicos tipicos de la reaccion de defensa (presion arterial,
presion pleural, flujo respiratorio, frecuencia respiratoria instantanea y frecuencia cardiaca
instantanea). Todas estas variables también se registraran antes, durante y después de la
estimulacién eléctrica del DMH - PeF.

Método

Animal de experimentacion

Este estudio se ha realizado en 3 ratas macho no consanguineas SPF (Specific-pathogen-free) de tipo
Sprague-Dawley con un peso entre los 300 y 400 g. Dichos animales han sido proporcionados por la
casa CRIFFA y estabulados un minimo de dos semanas en el Centro de Investigacion Animal de la
Universidad de Malaga en la Facultad de Medicina. Durante su estancia en el estabulario, las condi-
ciones climaticas y luminicas han sido controladas en todo momento: temperatura media de 21+ 1° C
y 12 horas de luz y otras 12 horas de oscuridad. La alimentacion se ha basado en una dieta estandar
para animales experimentales (A04 Panlab) y agua descalcificada.

Acuerdo y compromiso ético

Todo el proceso experimental se ha realizado respetando la normativa establecida por la directiva
(2010/63/EU) de la Unién Europea tal y como se establece en el Art. 34 del RD 53/2013 del 1 de
febrero, que determina las normas basicas aplicables para la proteccion de animales experimentales,
ya sea para fines cientificos o docentes.

Se ha intentado experimentar con el menor nimero posible de animales, lo suficiente como
para obtener resultados fidedignos. Al mismo tiempo, se ha intentado disminuir el sufrimiento y estrés
experimental. Todo ello, ha sido aprobado tanto por el Comité Etico para Experimentacién Animal de la
Universidad de Malaga (Anexo 1) como por la Junta de Andalucia (Anexo 2).

Procedimiento quiriargico

1. Anestesia del animal

Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico (60 mg/kg). Para la dosis de ataque se
inyectd, por via intraperitoneal, 0.1 mL por cada 100 g. del peso animal. Durante el experimento, se
inyectaron dosis de mantenimiento de pentobarbital sédico al 20% de la dosis de ataque. Estas dosis
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adicionales se administraron por via intravenosa de 0.1 mL en 0.1 mL. La estabilidad/inestabilidad de
las variables presion sanguinea, frecuencia cardiaca y actividad respiratoria tras el pinzamiento de
las extremidades posteriores se tomaron como referentes para determinar el nivel de anestesia vy, por
ende, la necesidad o no de administrar la dosis de mantenimiento.

2. Rasurado del animal
Con una esquiladora eléctrica se rasuro el triangulo de Scarpa en la extremidad trasera izquierda,
la zona cervical anterior y la regién parieto-occipital para facilitar el proceso quirurgico.

3. Canulacion vena y arteria femorales

Se realiz6 una incision cutanea sobre la zona del triangulo de Scarpa para dejar al descubierto la
vena y arteria femorales para su canulacion. A través de la vena femoral se administraba las dosis de
mantenimiento de Pentobarbital y suero salino. La canula de la arteria femoral permitié la medicion de
la presion arterial y la frecuencia cardiaca y la inyeccion de suero heparinizado (ver imagen 1).

4. Aislamiento del nervio laringeo recurrente y vago

Se realizé una incision cutanea en la zona cervical anterior para la posterior canulacién de la
traquea y el esoéfago distal. La incision se realizé en direccion caudal desde el segundo anillo traqueal
hacia la insercion de los musculos esternocleidomastoideos. Para mayor visualizacion de la traquea
extratoracica, se realiz6é una diseccion roma en el musculo platisma y el musculo largo del cuello.

Se localizaron los nervios laringeos recurrentes y vago (par X) y se asilaron in situ a nivel del
tercio medial de la traquea extratoracica (ver imagen 2). Durante todo el procedimiento se dispuso de
una lupa quirdrgica y unas pinzas de microcirugia para reducir significativamente la probabilidad de que
los nervios se lesionasen o se produjese la rotura de la arteria carétida primitiva, ligeramente adyacente
a dichos nervios.

5. Traqueotomia, canulacion traqueal y aislamiento de glotis

Se practicaron dos incisiones longitudinales de 0.2 cm de longitud en la traquea con un termo-
bisturi y se introdujeron dos canulas, una en direccion caudal y otra en direccion rostral (ver imagen 3).
Por la canula rostral en direccion a la laringe se introducia un flujo constante de aire artificial hUumedo
y caliente (36-37 °C). La canula caudal se conectd a un neumotacoégrafo para registrar y medir el flujo
respiratorio. Esta técnica de glotis aislada in situ permite el registro de la presion subglética, sin inter-
ferencia del flujo respiratorio.

6. Canulacion esofagica

Se aisl6 el eséfago de la traquea y sobre él se realizd una incisién longitudinal con un termobis-
turi para introducir una canula de propileno con aire en su interior para el registro indirecto de la presion
pleural a partir de la medicion de la presion esofagica. La canula se introdujo en direccion caudal,
quedando ligeramente por encima del esternén (ver imagen 3).

7. Parietostomia bilateral posterior

Concluidas las fases anteriores y con la regién parieto-occipital rasurada, se colocé el animal, en
posicion de decubito prono, sobre un aparato de estereotaxia (Kopf Instrument) y se fijé a tres niveles
diferentes, a nivel de los conductos auditivos externos, boca y hocico (ver imagen 4).

Se practicé una incision cutanea longitudinal sobre la cabeza para la visualizacién de la béveda
craneal y, a posteriori, se realizd una parietostomia bilateral de 4 mm de diametro en las coordenadas
2.3 mm posterior a bregma y 0.6 mm lateral a la linea media para la posterior estimulacién eléctrica de
DMH — PeF (Paxinos y Watson, 1997) (ver imagen 5).

Durante todo el proceso se asegurd una temperatura corporal idénea en el animal (37+0.5 °C),
regulada por un sistema de manta termostatica homeotérmica y controlada por una sonda rectal.
Ademas, se fij6 la lengua del animal para evitar que durante la estimulacion eléctrica posterior se
produjera una retraccién y aumentara la presion intraoral.
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Imagen 1 Imagen 2
Canulacion vena y arteria femorales Aislamiento de los nervios laringeos

Imagen 3 Imagen 4

Canulacion traqueal, subglética y Posicion vy fijacion del animal en el aparato de
esofagica estereotaxia

BF =

-

Imagen 5
Incisiéon cutanea longitudinal sobre la cabeza y
parietostomia
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Estimulacion eléctrica de DMH — PeF
Se situd estereotaxicamente un microelectrodo concéntrico bipolar (SNE 100, RODHES Medical Elec-
trodes) a 2.3 mm posterior a bregma, 0.6 mm lateral a la linea media y a una profundidad de 7 mm en
relacién a la superficie cerebral (Paxinos y Watson, 1997) para la estimulacion eléctrica de DMH — PeF.
Se estimulé eléctricamente con pulsos de 1 ms durante 5 s (100 Hz) a una intensidad de 20 — 40
WAy se procedid al estudio pre, peri y post-estimulacion de las variables medidas y registradas por el
software LabChartPro y hardware PowerLab.
Las variables cardiovasculares y respiratorias se tomaron como referentes para asegurar que la
region objeto de estudio estaba siendo estimulada eléctricamente. Mas concretamente, se comprobaba
que las respuestas eran tipicas de la reaccion de defensa de DMH — PeF.

Variables registradas
En este estudio se han registrado las siguientes variables:

- Presién arterial

- Presién pleural

- Flujo respiratorio

- Presién subglética

- Frecuencia respiratoria instantanea

- Frecuencia cardiaca instantanea

Estas variables se mediran 5 segundos antes de la estimulacién, durante la estimulacion y 20

segundos después de la estimulacién. Sélo se valoraran los datos obtenidos en las experiencias en
las que el estudio histolégico demuestre que las distintas estimulaciones fueron realizadas en el DMH
- PeF.

Material técnico empleado para el registro de las variables

Amplificadores. Se utilizaron amplificadores de tipo S72-25 de la casa Coulbourn Instruments
para el registro de las variables presioén pleural, presion arterial y flujo respiratorio (voltaje maximo de
entrada de 10mV, resistencia de entrada de 10'° Q e impedancia de salida de 50Q).

Bascula de peso animal. Permitié obtener el peso en gramos de cada una de las ratas de la expe-
rimentacion.

Convertidor analégico / digital. Sistema multiplexado con 8 canales para la digitalizacion de una
sefial analdgica. Se utilizé el modelo PowerlLab de la marca ADInstruments.

Electrodos de estimulacion concéntricos bipolares. Modelo empleado SNE 100 DE Rhodes
Medical Electrodes. Permitio la microestimulacion eléctrica de la region cerebral de interés.

Generador de onda cuadrada. Constituy6 la fuente de impulsos de la corriente eléctrica transmi-
tida a través de los microelectrodos para la estimulacién. Se utilizé el modelo CS-2202 de Cibertec.

LabChartPro. Software de ADInstruments que permitid el registro y analisis de las variables
presion subglética, presion arterial, presién pleural, flujo respiratorio, frecuencia respiratoria instantanea y
frecuencia cardiaca instantanea antes, durante y después de la estimulacion.

Mesa antivibratoria de gas. Modelo TMC sys 63530 con una superficie de trabajo ferromagnética
de acero inoxidable. Permitié aislar la zona experimental de las vibraciones externas.

Microscopio quirurgico. El modelo utilizado fue Leica M-300. Este permitié visualizar tanto el
campo quirdrgico como el campo de registro electrofisiologico.

Neumotacoégrafo. Contaba con un tubo rigido conectado a la canula traqueal para el registro del
flujo respiratorio. En particular, permitié el registro del gradiente de presion, equiparable al flujo de aire,
mediante la conexién del neumotacografo a un transductor de presion diferencial.

Con el registro se obtuvo el neumotacograma, que representaba las variaciones ciclicas de las
fases respiratorias. En ella, se distinguia dos puntos de flujo cero, una al final de la inspiracién y la restante
al final de la espiracién y dos puntos de flujo maximo, uno relativo al flujo maximo inspiratorio y el otro rela-
tivo al flujo maximo de espiracion. El flujo instantaneo se pudo observar en cualquier momento del ciclo.
Se utilizé el modelo Fleish (00), caracterizado por tener una sensibilidad de 11.25 ml/s.

Osciloscopio digital. Para la digitalizacion de las sefiales analdgicas, el calculo de las dimen-
siones y la exportacion de dichos datos a un plotter. Ademas permitié la visualizacion simultanea de dos
canales, el flujo y presion pleural. EI modelo empleado fue VC-6023 de Hitachi.

Panel de conexiones muiltiples. Estructura metalica con un total de 28 entradas intercambiables
y 45 salidas que permitié interconectar los diferentes equipos. Disefiado por Marc Stefan David Milner y
fabricado por Alava Ingenieros.
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Tacometro. Se utilizd el modelo S77-26 de Coulbourn Instruments. Permitio el registro de la
frecuencia cardiaca instantanea a partir de la conversién del intervalo interlatido en un valor de voltaje
de salida equiparable al valor de entrada. La sefial de entrada se obtuvo por medio del registro de la
presion arterial.

Transductor de presion. Se utilizaron tres modelos distintos para la medicién de tres variables
bien diferenciadas. Se utilizé un transductor de presion aneroide, tipo T41-05, de la casa Coulbourn
Instruments para medir la presién pleural, valorada indirectamente a través de la presion esofagica.
Para la variable flujo respiratorio se emple6 un transductor de presion diferencial, modelo SP-20140D.
Por su parte, la variable presion arterial el modelo elegido fue el MP-15D, también de la casa Coulbourn
Instruments, con una sensibilidad de 50 mV/V/cmHg.

Torreta de estereotaxia. Se utilizoé el modelo SM-11 de Narishige. Posibilité la microestimulacion
de la region de interés (DMH — PeF).

Unidad de aislamiento. Eliminé interferencias en las sefiales registradas. Permitié realizar la
estimulacion eléctrica libre de interferencias en las sefiales registradas. El modelo empleado fue el 100
de Cibertec.

Extraccion encefalica y proceso histolégico

Tras finalizar los experimentos, se inyectd por via intravenosa una cantidad suficiente de pento-
barbital sddico (4 mg/Kg) para inducir parada cardiorrespiratoria en el animal y proceder a la extraccion
del encéfalo. Las lesiones eléctricas, producidas por el electrodo de estimulacién aseguraran que la
posicion del electrodo es correcta (DMH - PeF).

Para la extraccion del encéfalo se realiz6 una transeccion medular entre los limites bulboespinal y
medio colicular. Se introdujo el encéfalo en una solucién de formol 50 ml al 5%. Se cortara en secciones
de 80 um, con criotomo (Leica Instruments GmbH, Mod.1206). Los cortes obtenidos seran posterior-
mente tefiidos con rojo neutro.

Resultados
1. Primer experimento
En el primer experimento (peso del animal 305 g.) se intentd hacer un primer ajuste de las dosis
de anestésico, tanto de ataque como de mantenimiento. La dosis de ataque (60 mg/kg) se administro
via intraperitoneal (0.1 ml de anestésico por cada 100 g de peso) y la dosis de mantenimiento por via
intravenosa (pentotal al 20% de la dosis de ataque). Ademas, se hizo también una aproximacion a las
técnicas quirurgicas necesarias para el desarrollo del estudio.

2. Segundo experimento

En el segundo experimento (peso animal 330 g.) se certificod que las dosis de anestésico escogidas
en el anterior eran correctas, ademas se inicié6 una segunda aproximacion a las técnicas quirurgicas,
sobre todo a la fase de la técnica de aislamiento de la glotis in situ, la cual permite la medicion de la
presion subglética.

También se hizo una primera aproximacion a la fase de estereotaxia que permitié calibrar el
software de recogida y proceso de datos (LabChartPro) de reciente adquisicion por el Departamento de
Fisiologia Humana de la UMA. Con este software se pueden registrar y analizar todos los parametros
cardiorrespiratorios del animal (presion arterial, presion pleural, flujo respiratorio, frecuencia respiratoria
instantanea y frecuencia cardiaca instantanea) y presion subglética.

3. Tercer experimento

Superadas las fases de eleccion de las dosis de anestésico, quirdrgica y de registro y medicion
de variables, el tercer experimento permitié una aproximacion a las técnicas neuroquirurgicas de loca-
lizacién y estimulacién de los centros cerebrales a estudiar (DMH). Ademas, se analizaron y estudiaron
todas las variables, en especial la variable presion subglética, antes, durante y después de la estimula-
cién eléctrica de esta region hipotaldmica.

De manera mas concreta, se colocé al animal (395 g. de peso) en el aparato de estereotaxia.
Con las torres del equipo de estereotaxia colocadas en posicion de la localizacion espacial de la zona
de estudio (2,3 posterior a Bregma y 0,6 lateral derecho a la linea media), se fue bajando verticalmente
el electrodo hasta los 7 mm de profundidad, a partir de los cuales se fue estimulando eléctricamente
(20-40 pA, a 100 Hz, pulsos de 1 ms, durante 5 s) de 0,1 mm en 0,1 mm hasta encontrar las posicién
exacta donde se generaba la respuesta de defensa caracteristica del DMH (hipertension, taquicardia y
taquipnea). Se mantuvo la lengua del animal fijada para evitar cambios de presion intraoral que afec-
tasen a la medicion de la presién subglética. El analisis de los cambios de la presion subglotica permitio
observar que durante la estimulaciéon de esta region hipotalamica, bajo estas condiciones, se genera
una disminucion de la presion subglotica (ver figura 1).

134 Libro de contribuciones de las Ill Jornadas de Investigacion de la
Facultad de Psicologia y Logopedia de la Universidad de Malaga, 126-146



CONTROL CENTRAL DE LA VOCALIZACION: EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA
DE REGIONES HIPOTALAMICAS SOBRE LAACTIVIDAD LARINGEA

Figura 1

Cambios cardiorrespiratorios durante la microestimulacion eléctrica del DMH-PeF (flecha vertical
hacia arriba). La microestimulacion eléctrica tiene una duracion de cinco segundos. Se representan
de arriba hacia abajo los registros de presion arterial, ECG, presion subgloética, flujo respiratorio,
presion pleural, frecuencia respiratoria instantanea y frecuencia cardiaca instantanea.
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Discusioén y conclusiones
Este estudio constituye el inicio de la implementacion de un disefio experimental anterior encabezado
por el Departamento de Fisiologia Humana de la Facultad de Medicina en la Universidad de Malaga
(Gonzalez-Garcia, 2017). Estos primeros resultados dan pie a pensar que dicho disefio es correcto
y que es posible su implementacion. Mas concretamente, los datos de este estudio sugieren que el
DMH - PeF modula la actividad de las motoneuronas laringeas ubicadas en el nA, ya que se producen
cambios de presidn subgldtica tras la estimulacién de dicha zona hipotalamica. Por tanto, se podria
afnadir una funciéon mas, control de la vocalizacién a las ya conocidas, centradas en el control cardio-
respitratorio bajo situaciones de estrés. No obstante, no cabe duda que es necesario realizar un mayor
nuamero de experimentos que permitan perfeccionar la técnica y aumentar los datos que aseguren que
el DMH esta implicado en la vocalizacién.
Conclusiones especificas:

I. Eluso de Pentobarbital sédico como anestésico tanto para la dosis de ataque como de mante-
nimiento permite obtener resultados y mediciones de los parametros cardiorrespiratorios de
manera fiable.

Il. La técnica quirurgica de glotis aislada in situ es apropiada para la obtencién y medicion de la
variable presion subglética.

lll. La retraccién de la lengua no es la responsable de los cambios producidos en la variable de
presion subglética.

IV. Es necesario aumentar el nimero experimentos que permitan obtener datos suficientes esta-
disticamente significativos que permitan aumentar y/o generar nuevos conocimientos tedricos
acerca de la implicaciéon del DMH en el control de la actividad laringea y en el proceso de
vocalizacién.
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Anexos

Anexo 1
Permiso del comité ético para la experimentacion animal en la UMA

4 EE5, M, .

; ;‘% UNIVERSIDAD i ; Vicerrectorado de lnvestigacion y Yransfarencla
R, DE MALAGA - Comité Elico de Experimentacion de la Universidad de Malaga

%fﬁ‘)‘&' Ariaacuina Teo [CEUMA)

Campus de Exeelenda imermachonal

INFORME N°: 42
ANEXO VIIE

INFORME DEL ORGANO HABILITADO (Art, 34 del RD 5372013, de | de febrero, por el que se establecen
fas normas besicas aplicables para ln proteccidn de los animales utifizados en experimentacidn y otros fines cientificos,
incluyende la docencin}

D. Ricardo Gonzélez Camascosa Latin, como Secretario del Organo Iabilitado Comité Titico de
Experimentacion Animal de Universidad de Mélaga

DECLARA:
1. Que el siguiente proyecto (Titulo del proyecto):

Investigaciéon en ¢l Control Nervioso de la Respiracion, Circulacion y Emociones.
2. Que tigne yna duracion de:
5 Afios
60 Meses

3. Que estd realizado por (Datos del investigador principal o persona responsable):

Apellidos: Marck Stefan

Nombre: Dawid-Milner

Categoria (s) (segin RD 1201/2005): C, DI

Fecha acreditacion C, DI (21/06/2006)

Centro/Facultad/Empresa, Dpto., Dircecidn, Cadigo Postal, Ciudad, Teléfono, Fax, E-Mail
Facultad de Medicina, Departamento de Fisiologia Humana.

Campus de Teatinos s/n
29080 Malaga. MALAGA
Telf.; 952131577

Fax.: 952131650

Correo E.: msdawid{@uma.es

EFQM B AENOR &%l itabelltn de Cobicno, planta 3 Campus B Epie 20008 el 453 1340 b

E-miail- ceuma@uma.es
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qERS, p
o ;! E
A =3 LINIVERSIDAD f  Vicerreclorado de Investigacion y (ransferencia
-”4 2 DE MALAGA - Comité Etico de Experimentacion de la Universidad de Malaga
a3 Arnaoucia Toor [CFURAY
R L i e Bt wlonin ind e acamal

INFORME N*: 42

4. Que ha sido cvaluado con un nivel de detalle apropiado al tipo de proyecto y la evaluacion ha consistido
en verificar que el proyecto cumple los siguientes requisitos de acuerdo al articulo 34 del RD 53/2013:

u) Esta justificado desde el punto de vista cientifico o educativo, o debe realizarsc por imposicién legal o

reglamentaria;

b} su finalidad justifica Ia utilizacion de animales; y

¢) esté diseiindo de manera que los procedimientos se realicen de forma mds humanitaria y respetuosa con cl

medio ambiente que sea posible

5. Que ha sido revisado basandose en las reuniones internas desarrolladas por el Organo Habilitado de
Universidad de Mélaga en las sipuientes fechas:

Reunién 207 del 1/07/2016

Acta N° 20 del 1/07/2016

Y

Reunidn 23% del 31710072016

Acta N° 23 del 171072016

N° expediente 57-2016-A

6. Que el proceso de evaluacion ha sido transparente, se ha realizado de modo imparcial, pudiendo integrar
la opinidn de partes independientes (segiin el apartado 3 del articulo 34 del R 53/2013).

7. Que ha sido evaluado sin existir conflicto de intereses en las partes implicadas en la evaluacion del
mismo.

8 Que hasindose en la documentacion presentada por el investigador responsable se ha realizado la
signiente EVALUACION:
Evaluacion de su finalidad, de los heneficios cientificos que se prevén aleanzar o de su valor docente
Favorable
Evaluacitn de su conformidad con los requisitos de reemplaxo, reduccion y refinamicnlo

Favarable

EFQM H AENOR m@l Pakelidn de Gobiemno, planta 3. Campus B Epdy. 20071, Tel: Y02 12471
4 E-mail- coumafuma.cs
Pagina 2 |4
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o BRY 2 -
f@i’ UNIVERSIDAD f 7 . Vicerrectorado de Investigacion y Transferencia
Al DE MALAGA A e -+ Comite Ctico de Experimentacian de ta Universidad de Malaga
3 recaLucta TECH C
‘wf] Campusda Excelencia Iatérnacional E\‘ EU r.h‘:l
INFORMLE N°: 42

Evaluacion y clasificacion de sus procedimientos en funcion del grado de severidad:
Procedimiento n® 1 Micro estimulacién cléetrica o quimica cerebral con registro central y perifcrico y
comprobacién en cortes histologicos cerebrales de localizacion de zonus de estudio.

Evaluacion: Faverable

lasificacion: Sin recuperacion

Andlisis de los daiios y beneficios, para determinar si los dafios, el sufrimiento, el dolor y la angustia que s¢
les puedan causar a los animales estan justificados por los resultados esperados, teniendo en cuenta
consideraciones éticas y los benelicios que, cn definitiva, pueda suponer el proyecto para los seres humanos,
los animales o ¢l medio ambiente:

Fuvorable

Examen de las situaciones y excepeiones previstas en los articulos 6,7, 9.1, 19, 20, 21, 22, 23, 25.3, 25.5,26
y 29 del RDD 53/2013:

Situaciones: La investigadora Marta Gonzalez Garcia no posce la acreditacién necesaria para realizar
procedimientos de experimentacion animal.

Excepciones: Colaborari en los procedimientos clasificados como leves, siempre bajo supervisién del Dr.
Manuel Victor Lopez Gonzalez. Articulo 25.5. Los procedimientos inicamente podian ser realizados por
personas capacitadas o autorizadas de forma temporal en las condiciones establecidas cn ¢l articulo 15.3

bajo supervisian responsable. El periodo méximo hasta que consiga su acreditacion es 6 meses,

EFQM ﬁ AENOR ﬁ@l Paballdn de Gohiemo. planta 3 Campus Bl Ejpdo. 29071 Tal: 657 10462 (6

E-mail- ceuma@uma.gs
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o,

UNIVERSIDAD i
DE MALAGA =

Vicerrectorado de nvestigacion y Transferencia
* Comilé Elico de Experimentacion de la Universidad de Malaga
Aparmanicia T ece z
(CEURIA)Y
Compuas de Excelansia Inteanagional

INFORMIE N°: 42

Determinacion de si el proyecto debe evaluarse de forma retrospectiva y, en su caso, cuando deberia
realizarse

Motivacion de la evaluacidn retrospectiva:
No procede

Resultado:

X No

Periodo de realizacion (en caso afirmativo): No procede

Documentacién para realizar la evaluacién retrospeetiva (en caso afirmativo):

Na procede

CONFIRMO:
1. Que el proyecto ha sido evaluado sin existir conflicto de intereses en las partes implicadas en la

evaluacion del mismo.

.I‘-.‘l

Que el proyecto sometido a este informe del (')rgeum Habilitado, por lo anteriormente expuesto, s¢
clasifica como:

Proyecto Tipo 11

3. Que la evaluacion del proyecio sometido a este informe del Organo Habilitado, resulta ser:
FAVORABLE
OBSERVACIONES:

4. Que este documento liene una vigencia méxima de 5 afios.

Secretario Organo Habilitado

Nombre: Ricardo Gonzélez Carrascosa Latin
Fecha: 01/11/2016

Firma:

Y= ——

R

E EFQME AENOR EEH()]

Presidente Orpano Habilitado
Nombre: Teodomiro Lopez Navarrete
Fecha: 01/11/2016
Firma: g

e
| A
‘/’ f||l //7
e / P
s

Pabalitn de Gabierno, planta 3* Campus El Epde 28071 Tel: 652 1342 ¢
E-mail- ceuma@uma.es

Pagimad |4

Libro de contribuciones de las Ill Jornadas de Investigacion de la
Facultad de Psicologia y Logopedia de la Universidad de Malaga, 126-146



CONTROL CENTRAL DE LA VOCALIZACION: EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA
DE REGIONES HIPOTALAMICAS SOBRE LAACTIVIDAD LARINGEA

Anexo 2
Permiso de la Junta de Andalucia para la experimentacion animal en la UMA

CONSEJERIA DE AGI?I'CUL}'LJRF. PESCA Y DESARROLLO RURAL

‘]U“TH DE_IH.HDHLU[IH 2 5, -Barecnde General de ta Produciidn Agricola y Ganader,

—

Fecha: 11,-’04,-’201? ZO.I.?‘ Qm@o@qj’z UNI'\«’ERSIDAD DE MALAGA
L['u !FACULT&D DE MEDICINA

.. | DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA HUMANA
" Att. de 0. Marc Stefan Dawid Milner

Rei.: SS.I‘\.-"SIS!MDA he

Asuntg: Rem, Resolucion

exparimantacidn, Capus de Teatinos s/n

29080 MALAGA

Se adjunta resolucion de la Direccion General de la Produccian Agricola v Ganadera, por la que se
autoriza a D. Marc Stefan Dawid Milner, un proyecto de experimentacion animal denominado: “Investigacion

en el Control Nervioso de la Respiracidn, Circulacion y Emociones”.
JEFE DEL SERVICIO DE SANIDAD ANIMAL.

PPN

Fdao Manuel Fern’gndez Marente,
Tt o

Tabladilla, 5/n
Teléfona 95 5032000
41071 - Sevilla

Cadigo:idoxuT31PFIRMAXEZ IWG2 WM/ mnBy,
Permite la verificacién de |a integridad de esle documento electrdnico en Ia direccidn; hitps:iws050 juntadeandalucia esverificarFimal
FIRMADO POR__| MANLIEL FERNANDEZ MORENTE FECHA | 1210472017

ID.FIRMA___ | 640xu731PFIRMAEI IWG2LnWH/mnBv [ PAGINA 11
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CONSEJERIA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL
‘]U “Tﬂ U[ R"U m‘U [] n Direccion General de la Produccin Agricola y Ganadera

RESOLUCION DE LA DIRECCION GENERAL DE LA PRODUCCION AGRICOLA Y GANADERA POR
LA QUE SE AUTORIZA A D. MARC STEFAN DAWID MILNER UN PROYECTO DE
EXPERIMENTACION ANIMAL

Examinada la solicitud de autorizacién de D, Marc Stefan Dawid Milner, con DJN.I. 158432398, para la
realizacion de un proyecto de experimentacion animal, se han apreciado los siguientes

ANTECEDENTES DE HECHO
Primero. Con fecha 16 de Marzo de 2017, D. Marc Stefan Dawid, en su condicidn de responsable  del
proyects, presentd solicitud de autorizacion para la utilizacion de animales en el siguiente proyecto de
experimentacin: “Investigacién en el Control Nervioso de la Resgiracién, Circulacidn y Emaciones”.

Junto con la solicitd, aporta la propuesta cel prayects, el infarme del Comit Etico, resumen no ¥cnico e
informe de evaluacion del proyecto por el drgano habilitado.

Segundo. La documentacion aportzda acredita que el interesado tiene la titulacin v formacion especifica
para desarrollar proyectos experimentales con anmales y cuenta con la capacitacion especifica para ello.

Tercero. £l lugar donde se desarrollard el proyecta se encuentra autorizado como centro usario y estd
inscrito en el Registro de Explotaciones Ganaderas con el nimero ES290470001512,

Cuarto. Con fecha 01 de Noviembre de 2016, el Comié de Etica del centro emiten un inferme favorable,
conforme al RD 53/2013 de 1 de febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utifzados en experimentacion y ofros fines cientificos, incluyendo la docencia,

Quinto. Con facha 01 de Noviembre de 2016, Comis de Etica de Experimentacion Animal (CEEA) de la
Universidad de Malaga, drgano habilitado, emite informe de evaluacién favorable del proyecto, indicando que
el procedimiento cuyes datos y evaluacion se proporcionan han side evaluados con un nivel de detalle
apropiados y que la evaluacion ha consistido en verificar que el proyecto cumple los reguisitos especificados
en ¢l articulo 34 del RD 53/2013 de 1 de febrero.

FUNDAMENTOS DE DERECHO

Primero. El articulo 3.2 del Decreto 133/2005, de 24 de Mayo, por el que se regula la distribucian de las
competencias establecidas en la Ley 11/2003, de 24 de noviembre, de proteccion de los animales, entre las
Consejerias de Gabernacién y de Agricultura y Pesca, dispana que corresponde a la segunda "la autorizacion
previa de toda actividad experimental con animales que pueda causarles dolor, sufrimiento, lesién o muerte,
prevista en el articulp 7.2 de la Ley".

Por su parte, articulo 13 del Decreto 215/2015, da 14 de Julis, por el que se establace Ia estructura orgénica
de la Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrallo Rural pre:

“Corresponde a la Direceion General de la Produccion Agricola y Ganadera, ademds de las funciones
establecidas en el articulo 30 de la Ley 9/2007, de 22 de octubre, las siguientes:

1) La ordenacion y formento de la proteccion y del bierestar animal®,

cﬁdiso:Sdoxgs-!&PFImﬁzL[(EgIm(vc pKz.

Permite |a verificacion de Ia integridad de esta documen > en la direccion: htips:iws 050, junladeandalucia.esiverificarFirma/l
FIRMADO PCR RAFAEL ANGEL OLVERA PORCEL I FECHA 110412017

0. FIRMA___ | 640xuB4BPFIRNAOI Z2LKEQINCyepkz | ricina | 113
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Segundo. El arficulo 7.2 de la Ley 11/2003, de 24 de noviembre, manifiesta que “toda ectividad
experimental con animales que pueda causares dolor, sufrimiento, lesion o muerte requeri| autorizzcion
previa de la Consejeria competente por razon de la materia y supervisidn veterinaria”,

Por su parte, el articulo 25 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacién y otros fines cientificos,
incluyendo la docencia, dispone:

“2. Los procedimientos solo se podran realizar si estin incluidos dentro del marco de un provecto autorizado
de acuerdo con la seccién 2* de este capitulo.

3. Los procedimientos deber b de forma que se evite a los animales cualquier dolor, sufrimiento,
angustia o ¢afe duradero que sean innecesarios.

4. Los procedimientos se realizamdn en centros usuarios autorizados, salvo autorizacion del drgano
competente, previa justificacion cientifica de la necesidad o conveniencia de que se realicen fuera de dichos
centros.

5. Los procedimientos dnicamente podeén ser realizados por personas capacitadas o autorizadas de forma
temporal en las condiciones establecidas en el articula 15.3 bajo supervisién responsable”.

Asimisra, &l articulo 31 del citado Real Decreto, situado en su seccién 2, regula |a tipologia de proyectos con
arreglo a la siguiente clasificacion:

“1. Proyectos de tipo |: Aguellos proyectos en los que s2 den simulsineamente las tres circunstancias
siguientes:
a)implican exclusivamente procedimientos clasificados como «sin recuperacione, «levess o emoderadoss,
b} Mo utilizan primates.
c) Se realizan para cumplir requisitos legales o reglamentarias, o con fines de produccién o
diagndstico por métodos establecidos,

Los proyectes tipo | poden ser tramitados por un procedimiento simplificadao v ro ser sometidos a evaluacién

retrasnectiva,
2. Prayectos de tipo II: Aquellos preyectos en los que se den simulténeamente las circunstancias siguientes:
a) Implican  exclu: ite  procedimient insificados como  esin  recuperacions, alevess o
«moderadoss.

b) No utilizan primates.
Los proyectas tipo || quedaran sujetos al procedimiente de autorizacidn y podan no ser
sometidos a evaluacian retrospectiva.

3. Proyectos de tipo lll: Los proyectos diferentes de los tipos | o Il Sin perjuicio de las autorizaciones
adicionales 2 las que puedan estar condicionados determinados proyectos, fodos los proyactes tipe Il
quedaran sujetos al procedimiento de autorizacion y seran sometidos posteriormente a una evaluacian
retrospectiva”.

Tercero. El articulo 15 del RD 53/2013 de 1 de febrero, establece que el drgano competente podra autorizar
que persongs que aun no hayan demosirado su total capacitacion desempefien esas funciones de forma
temperal y bejo supenvision responsable. El articulo 11.2 de la Orden ECC/556/2015, de 20 de marzo, por la
que se establecen los requisitos de capacitacion gue debe cumplir el personal que maneje animales
utiizados, cnados o suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia, establece que “siempre que, en el caso da la funcion de realizzcidn de los procedimientos, las
acluaciones sobre los animales sean un procedimiento clasificado como leve o sin recuperacion. Este periado
provisional no podrd tener una duracién superior a seis meses,
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Cuarto. El articulo 19.1 del Decreto 65/2012, de 13 de marzo, por el que se regulan las condiciones de
sanidad y zooEcnicas de los animales estzblece;

“Todos los establecimientos cuyo objeto sea la produccién, comercializacion o uso de animales con fines
experimentales, cientificos o educativos ubicados en la Comunidad Autinoma de Andalucia, previe al inicio de
la actividad, de conformidad con lo establecido en el articulo 7 de la Ley 32/2007, de 7 de noviembre,
deberdn inscribirse en el Registra Unico de Ganaderia de Andalucia, en la seccion de Explotaciones Ganaderas
de Andalucia, de conformidad con el articulo 33 y deberan contar para su inscripcién con la autorizacién
prevista en el articulo 36.1 de la Ley 8,/2003, de 24 de abri".

Quinta. El proyecto para el que se solicita la autorizacion ha de ser considerado dentro del fipo Il, puesto que
implica procedimientos clasificados como, sin recuperacion y no utiliza primates. Ademas, el centro donde se
desarrollara tiene |2 correspondiente autorizacian y la persana encargada de la realizacion del proyecto tieng
capacitacion para ello. A ello se une el caricter favorable de los informes emitidos al respecto, por lo que
cumpliendo con los requisitos previstos ha de procederse a su autorizacidn y no debe sometarse a evaluacisn
retrospectiva.

En consecuencia, de conformidad con los preceptos citados y demas de general aplicacion,

RESUELVO

Primero. Autcrizar a, D. Marc Stefan Dawid Milner, el proyecto denominado: “Investigacian en el Contrel
Nervioso de la Respiracian, Circulacién y Emocicnes”, por un periodo de 5 afios .

Segundo. Asignar el nimero 30/03/2017/054 al proyecto a los efectos de cumplir con by requerido en el
art. 411 del RD 53/2013 de 1 de febrero y la Decision 2012/707/UE, sobre la regulacién y transmision de
informacian referente al uso de los animales.

Tercero. Autorizar 2 D* Marta Gonzdlez Garcia, a participar con anterioridad a finalizar su total capacitacion
en el proyecto bajo supervision responsable, en actuaciones o procedimientos leve o sin fecuparacion por
perioda no SUperiar a seis meses.

Cuarto. Ordenar la notificacidn de la presente Resolucion a la persona interesada, con indicacian de que
contra la misma, que no pone fin a la via administrativa, podré interponer recurso de alzada ante la Sra.
Consejera de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural, en el plazo de un mes contado a partir del dia siguiente 2
aquel en que tenga lugar la notificacian del presente acto, de conformidad con lo establecido en el articulo
121 de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comin de las Administraciones
Publicas.

Sewilla, 30 de Marzo de 2017

EL DIRECTOR GENERAL DE LA PRODUCCION
AGRICOLA Y GANADERA.

Fda:, Rafael Olvera Parcel,
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