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Resumen
La estimulación del núcleo hipotalámico dorsomedial y el área perifornical (DMH-PeF) en ratas provoca 
una respuesta cardiorrespiratoria caracterizada por un aumento de presión arterial, frecuencia cardíaca y 
frecuencia respiratoria. En determinados estudios (Díaz-Casares et al., 2012; López-González et al., 2018), 
se ha demostrado una interacción funcional entre el DMH-PeF y estructuras pontinas (área A5 y complejo 
parabraquial) que, a su vez, también están conectadas con la sustancia gris periacueductal (SGP), región 
mesencefálica involucrada en la modulación cardiorrespiratoria y conductual ante determinados tipos de 
estrés así como en la actividad laríngea y la vocalización. También se ha demostrado cómo dichas estruc-
turas pontinas están involucradas en los cambios del calibre laríngeo (Lara et al., 2002). El objetivo de este 
estudio es caracterizar por primera vez las relaciones entre los circuitos neuronales hipotalámicos y pontinos 
para comprender su papel en la actividad laríngea y su efecto en la vocalización.

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 (Díaz-Casares et al., 2012; López-González 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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Introducción
Control central de la vocalización
La producción vocal es controlada a nivel central por una red neuronal compleja que parte de la corteza 
motora laríngea y desde la cual surgen proyecciones hacia la sustancia gris periacueductal (SGP) en 
el mesencéfalo, que activa regiones bulboprotuberanciales: núcleo parabraquial medial - Kölliker-Fuse 
(PBm-KF); área 5 (A5); núcleo del tracto solitario (NTS); núcleo ambiguo (nA); y núcleo retroambiguo 
(nRA). En estas zonas se encuentran los generadores de patrones motores respiratorios y laríngeos, 
requeridos para una adecuada vocalización. Estas regiones bulbopontinas determinan el grado de 
intensidad y duración del sonido emitido (Holstelge, 1989; Holstelge, Kerstens, Moes y Vanderhorst, 
1997; Ludlow, 2015) y controlan las motoneuronas laríngeas (Delgado-García, López-Barneo, Rial y 
González-Barón, 1982; Dawid-Milner, Lara, Milan y González-Barón, 1993), permitiendo así sincronizar 
los ciclos respiratorios con la actividad muscular laríngea, lo que supone, a su vez, la obtención de una 
presión subglótica bien controlada con niveles precisos de aire (Ludlow, 2015). Principalmente, es el nA 
el que modula la actividad de las motoneuronas laríngeas, orofaríngeas y craneofaciales involucradas 
en el habla (Pásaro, Lobera, González-Barón y Delgado-García, 1993; Ludlow, 2015).

La SGP recibe aferencias sensitivas procedentes de la corteza cingulada, del córtex prefrontal y 
de regiones límbicas, que aportan información auditiva, visual y somatosensorial necesaria para adaptar 
la respiración a las demandas que imponen el entorno (Holstege, 1989). Esto le permite modificar el 
patrón respiratorio porque hace posible determinar qué células de las regiones más bajas del tronco 
encefálico se excitarán para producir una acción motora coordinada (Jürgens y Pratt, 1979; Subrama-
nian y Holstege, 2009). Así, la SGP participa en la iniciación e intensidad de la emisión vocal, pero no 
determina el patrón de respuestas ni su coordinación. De ello se encargan las regiones bulboprotube-
ranciales ya comentadas (Esposito, Demeurisse, Alberti y Fabbro, 1999; Jürgens, 2009).

Hay estudios en ratas que describen proyecciones desde la SGP al nRA implicadas en la emisión 
vocal. Estos estudios sugieren que el nRA constituye un relé a través del cual la SGP excita moto-
neuronas musculares abdominales para la modificación de la presión abdominal. De esta manera, 
se consigue controlar tanto la inspiración como la espiración y adaptarlas a la vocalización (Holstege, 
1989; Holstege et al., 1997). A partir del nRA, la SGP también modula las motoneuronas faríngeas y 
laríngeas localizadas en el nA (Boers, Klop, Hulsshoff, De Weerd y Holstege, 1937) para activar los 
aductores laríngeos, tensar los pliegues vocales y aumentar la resistencia laríngea (Shiba, Umezaki, 
Zheng y Miller, 1997). La desinhibición de ambas zonas produce vocalización tanto en animales como 
humanos y lesiones en las mismas generan mutismo en el caso de SGP (Behbehani, 1995; Esposito et 
al., 1999; Jürgens, 2009) y un deterioro de la producción vocal en el caso del nRA (Shiba et al., 1997).

Reacción de defensa
La respuesta de defensa en animales empezó a estudiarse en 1935 por Kabat et al. Según estos 
autores, la estimulación eléctrica del Hipotálamo Caudal desencadena un patrón integrado de 
respuestas conductuales, neuroendocrinas y autonómicas, 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 patrón de respuestas autonómicas coincide en todos los mamíferos conscientes, 
incluido el humano, en situaciones que inducen estrés y amenaza, ya sea natural (Mancia y Zanchetti, 
1981) o por un estímulo psicológico agudo como un chorro de aire o un ruido fuerte (Schadt y Hasser, 
1998). Se sabe que son varios los núcleos del hipotálamo caudal que intervienen. Todos los núcleos 
que evocan respuestas cardiovasculares y autonómicas englobadas dentro de la reacción de defensa 
por estimulación eléctrica se incluyen dentro de la denominada Área de Defensa Hipotalámica (aDH) 
(Hilton, 1982).

En particular, la desinhibición de estas regiones, tanto en ratas anestesiadas como conscientes, 
produce aumentos de presión arterial y frecuencia cardíaca (Schadt y Hasser, 1988; McDowall et al., 
2006), de la actividad frénica (PNA) y de la frecuencia respiratoria (Waldrop, Bauer y Iwamoto, 1988), 
vasodilatación muscular que permite la redistribución del flujo sanguíneo hacia el músculo 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 simpática renal (RSNA). A 
estos cambios fisiológicos se le asocian también cambios en el control de la temperatura corporal, 
incrementos en la secreción de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) (McDowall et al., 2006) y otros 
cambios autonómicos clásicos como piloerección, dilatación pupilar y movimientos de extremidades 
y cola (Abrahams et al., 1960). Con ello, el animal satisface las demandas de esfuerzo muscular y 
locomoción que le impone el estrés ambiental (Hilton, 1982; Yardley y Hilton, 1986).
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Estos comportamientos son instintivos y entran en acción ante la presencia del estímulo idóneo. 
No obstante, el tipo de respuesta y los cambios hemodinámicos serán variables en función de las 
experiencias previas, de la percepción que el individuo tenga de la amenaza (Fernández-Molina, 1996) 
y de si se reacciona de manera activa (ataque/huida) o pasiva (inmovilidad/congelación) (Schadt y 
Hasser, 1998), lo que parece estar determinado por la especie (Markgraf et al., 1991). En concreto, el 
afrontamiento activo se asociaría a hipertensión, taquicardia y taquipnea, mientras que las estrategias 
de afrontamiento pasivo se asocian con un patrón conductual contrario, caracterizado por hipotensión, 
bradicardia y bradipnea (Bandler, Keay, Floyd y Price, 2000). Todos estos cambios fisiológicos permi-
tirán al animal enfrentarse a una situación de estrés y responder las demandas fisiológicas de forma 
adecuada. 

Los diversos estudios que han utilizado la estimulación eléctrica en ratas coinciden en que las 
regiones hipotalámicas implicadas principalmente en la reacción de defensa son: el Núcleo Dorsome-
dial Hipotalámico (nDMH) (Stotz-Potter, Morin y DiMicco, 1996; Fontes, Tagawa, Polson, Cavanagh y 
Dampney, 2001; McDowall et al., 2006), el Hipotálamo Lateral (LH) (Gebber y Klevans, 1972) y el Área 
Perifornical Hipotalámica (PeF) (Fernández-Molina, 1990; McDowall et al., 2006). 

Durante mucho tiempo se ha cuestionado la fiabilidad de los estudios que han utilizado la técnica 
de estimulación eléctrica en la identificación 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 estimulación de aDH pueden 
deberse a la despolarización de los axones de paso (Bandler, 1982; Tan y Dampney, 1983).

En contraposición, hay publicaciones que indican que la estimulación química del hipotálamo 
caudal mediante la microinyección del glutamato produce respuestas cardiorrespiratorias semejantes a 
las observadas durante la estimulación eléctrica de la misma zona. Dado que este aminoácido excitador 
no activa los axones de paso, se concluiría que las respuestas defensivas son consecuencia directa 
de la excitación 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 concentración del neurotransmisor excitador empleado y la zona estimulada 
(Lipski et al., 1988). 

Existen evidencias de que el DMH es el núcleo que desempeña el papel más crítico en la media-
ción de la reacción de defensa, huida y agresión (Fernández-Molina, 1996; McDowall et al., 2006). Su 
inhibición química conlleva una disminución importante de los aumentos de todos los cambios fisioló-
gicos mencionados con anterioridad. Además, los estudios que usan marcador neuronal informan que 
la expresión de c-fos aumenta en DMH en situaciones de estrés (McDowall et al., 2006). 

El DMH recibe múltiples aferencias de regiones del cerebro anterior, siendo de particular impor-
tancia las proyecciones procedentes del córtex prefrontal medial (CPF), para la transmisión 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 amígdala (Fontes et al., 2001). El núcleo basolateral (BLA) 
de la amígdala regula a las neuronas implicadas en la respuesta cardiovascular, evocada por la esti-
mulación 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 región hipotalámica sobre la presión 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 ahí, la dicotomía de 
efectos hemodinámicos (hipertensión o hipotensión) posibles. Ambas regiones mandan proyecciones 
eferentes excitadoras a neuronas preganglionares simpáticas, localizadas en la columna intermediola-
teral de la médula espinal (IML), que son las encargadas de los aumentos de presión arterial. 

De acuerdo con diversos estudios anatómicos realizados, existe otra conexión hipotalámi-
co-bulbar involucrada en el componente cardiovascular. Se trata de proyecciones descendentes desde 
el DMH hacia el Rafe Pálido (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 
retrógrado en el RP muestran que estas fibras simpatoexcitatorias surgen de una subregión específica 
del DMH conocida como Área Dorsal Hipotalámica (DA). En ella, se concentran neuronas sensibles 
a los aumentos de frecuencia cardíaca (Samuels, Zaretsky y DiMicco, 2004). La microinyección de 
muscimol (agonista de receptores GABA) en el RP conlleva una reducción 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 simpáticas que influyen en la frecuencia cardíaca 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 presión arterial y, por otro, proyecciones 
hacia el RP, encargadas del aumento de la frecuencia cardíaca (Samuel et al., 2002; Horiuchi et al., 
2004; Samuel et al., 2004). Estos centros bulbares actuarían como efectores finales de la respuesta 
cardiovascular inducida por estímulos 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 Núcleo Paraventricuclar (PVN). Estas conexiones favorecen la 
secreción de ACTH, importante en la reacción de defensa (Stotz-Potter et al., 1996; Benarroch, 2005; 
De Menezes et al., 2009). Sin embargo, algunos datos sugieren que esta región 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 núcleos respiratorios bulbares y al núcleo 
frénico en la médula espinal (McDowall, Horiuchi y Dampney, 2007). Asimismo, estudios neuroanató-
micos y electrofisiológicos han demostrado que esta región está conectada a otras áreas implicadas 
en el control cardiovascular como el BRVL. Esto explica la influencia que el PVN también tiene sobre la 
presión arterial y frecuencia cardíaca (Martin y Haywood, 1993; Coote, Yang, Pyner y Deering, 1998).

Relación DMH y SGP
Diversos estudios han corroborado que la SGP además de la vocalización está implicada en la reacción 
de defensa y regulación autonómica (Hilton y Redfern, 1986; Yardley y Hilton, 1986; Bandler y Shipley, 
1994; Peinado-Aragonés, 2016). La activación neural de esta región mesencefálica expresa conductas 
defensivas similares a las evocadas por la estimulación del DMH (López-González, 2013). La similitud 
en el patrón de respuestas cardiorrespiratorias parece residir en la interconexión entre el DMH y la 
SGP. Además, al igual que la SGP, el DMH recibe proyecciones aferentes importantes procedentes 
de la amígdala y del córtex 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). 

En rata, los efectos autonómicos inducidos por el estrés ambiental están mediados por conexiones 
recíprocas entre la SGP y el DMH. Más concretamente, durante el estrés las neuronas localizadas 
en la región dorsolateral de la SGP activarían neuronas en el DMH que modificarían la actividad de 
centros autonómicos en el bulbo que generan un aumento de la presión arterial y de la frecuencia 
cardíaca. Además, se ha demostrado que la actividad de la SGP dorsolateral depende de la integridad 
de neuronas del DHM. El aumento de la presión arterial y frecuencia cardíaca está 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 facilitarían estos 
aumentos de la presión arterial (Farley, Barlow y Netsell, 1992; Lara et al., 2002). 

Estudios realizados por el departamento de Fisiología Humana de la Facultad de Medicina de 
la Universidad de Málaga corroboran la existencia de conexiones entre estas regiones hipotalámicas 
involucradas en la reacción de defensa (DMH - PeF), y centros cardiorrespiratorios pontinos como el A5 
(López-González et al., 2013; Dawid-Milner, Lara, González-Barón y Spyer, 2001; Dawid-Milner, Lara, 
López-González, Spyer y González-Barón, 2003) y el cPB (Dawid-Milner et al., 2003; Díaz-Casares et 
al., 2009). Hay estudios que evidencian que el GABA y el glutamato son los neurotransmisores predo-
minantes en el hipotálamo e interactúan entre sí para modular la actividad neural de dicha región (Soltis 
y DiMicco, 1991). Además, los datos aportados por este grupo investigador sugieren que el glutamato 
podría constituir el neurotransmisor principal de las conexiones entre el DMH y el PeF y entre el cPB 
y el A5 (Díaz-Casares, López-González, Peinado-Aragonés, González-Barón y Dawid-Milner, 2012; 
López-González et al., 2018). 

Por todo lo anteriormente descrito se puede afirmar que la reacción de defensa precisa para 
su inicio y organización de la actividad integrada de DMH y SGP, regiones que están 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 investigación del Departamento de Fisiología de la UMA han descrito la acti-
vidad de las motoneuronas laríngeas del nA y los mecanismos reflejos implicados en las respuestas 
laringo-respiratorias (Dawid- Milner, Lara, Milan y González-Barón, 1993), así como han descrito una 
red de núcleos hipotálamo-mesencéfalo-bulboprotuberanciales que modulan las respuestas cardiorres-
piratorias producidas por determinados tipos de estrés (Díaz-Casares, 2009, 2012; López-González, 
2013, 2018). 

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

Por todo ello, desde el Departamento de Fisiología Humana de la Universidad de Málaga, se 
lleva tiempo intentando clarificar el papel que desempeñan las diferentes estructuras hipotalámicas 
antes mencionadas en el control de la actividad laríngea a través de los estudios de presión subglótica. 
En concreto, se pretende describir el papel que tienen núcleos supraencefálcos como el DMH - PeF 
en el control de la actividad laríngea. Con los resultados de este estudio se podría obtener una mayor 
comprensión de los mecanismos neurofisiológicos de los circuitos neuronales hipotálamo – mesencé-
falo – bulboprotuberanciales implicados en dicha función y, consecuentemente, una nueva forma de ver 
las fisiopatologías del control laríngeo. A su vez, este estudio abre una nueva línea de investigación en 
el campo de la Logopedia. 

El objetivo general de este estudio es describir estos circuitos neuronales implicados en la voca-
lización a través de la estimulación eléctrica del DMH – PeF, encargados de modular las motoneuronas 
laríngeas del nA. Se utilizará técnicas de registro indirecto de la actividad laríngea y parámetros cardio-
rrespiratorios característicos de la reacción de defensa.

Se plantea el siguiente objetivo específico:
1.	 Registrar y estudiar, en rata, la variable presión subglótica evocada por la estimulación 

eléctrica del DMH - PeF antes (reposo), durante y después (vuelta al reposo) de dicha estimu-
lación junto con los parámetros fisiológicos típicos de la reacción de defensa (presión arterial, 
presión pleural, flujo respiratorio, frecuencia respiratoria instantánea y frecuencia cardíaca 
instantánea). Todas estas variables también se registrarán antes, durante y después de la 
estimulación eléctrica del DMH - PeF.

Método
Animal de experimentación
Este estudio se ha realizado en 3 ratas macho no consanguíneas 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 mínimo de dos semanas en el Centro de Investigación Animal de la 
Universidad de Málaga en la Facultad de Medicina. Durante su estancia en el estabulario, las condi-
ciones climáticas y lumínicas han sido controladas en todo momento: temperatura media de 21± 1º C 
y 12 horas de luz y otras 12 horas de oscuridad. La alimentación se ha basado en una dieta estándar 
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 Unión Europea tal y como se establece en el Art. 34 del RD 53/2013 del 1 de 
febrero, que determina las normas básicas aplicables para la protección de animales experimentales, 
ya sea para fines científicos o docentes. 

Se ha intentado experimentar con el menor número 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 Ético para Experimentación Animal de la 
Universidad de Málaga (Anexo 1) como por la Junta de Andalucía (Anexo 2).

Procedimiento quirúrgico 
1.	 Anestesia del animal 
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico (60 mg/kg). Para la dosis de ataque se 

inyectó, por vía intraperitoneal, 0.1 mL por cada 100 g. del peso animal. Durante el experimento, se 
inyectaron dosis de mantenimiento de pentobarbital sódico al 20% de la dosis de ataque. Estas dosis 
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adicionales se administraron por vía intravenosa de 0.1 mL en 0.1 mL. La estabilidad/inestabilidad de 
las variables presión sanguínea, frecuencia cardíaca y actividad respiratoria tras el pinzamiento de 
las extremidades posteriores se tomaron como referentes para determinar el nivel de anestesia y, por 
ende, la necesidad o no de administrar la dosis de mantenimiento.

2.	 Rasurado del animal 
Con una esquiladora eléctrica se rasuró el triángulo de Scarpa en la extremidad trasera izquierda, 

la zona cervical anterior y la región parieto-occipital para facilitar el proceso quirúrgico. 

3.	 Canulación vena y arteria femorales 
Se realizó una incisión cutánea sobre la zona del triángulo de Scarpa para dejar al descubierto la 

vena y arteria femorales para su canulación. A través de la vena femoral se administraba las dosis de 
mantenimiento de Pentobarbital y suero salino. La cánula de la arteria femoral permitió la medición de 
la presión arterial y la frecuencia cardíaca y la inyección de suero heparinizado (ver imagen 1). 

4.	 Aislamiento del nervio laríngeo recurrente y vago 
Se realizó una incisión cutánea en la zona cervical anterior para la posterior canulación de la 

tráquea y el esófago distal. La incisión se realizó en dirección caudal desde el segundo anillo traqueal 
hacia la inserción de los músculos esternocleidomastoideos. Para mayor visualización de la tráquea 
extratorácica, se realizó una disección roma en el músculo platisma y el músculo largo del cuello. 

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

5.	 Traqueotomía, canulación traqueal y aislamiento de glotis 
Se practicaron dos incisiones longitudinales de 0.2 cm de longitud en la tráquea con un termo-

bisturí y se introdujeron dos cánulas, una en dirección caudal y otra en dirección rostral (ver imagen 3). 
Por la cánula rostral en dirección a la laringe se introducía un flujo constante de aire artificial húmedo 
y caliente (36-37 ºC). La cánula caudal se conectó a un neumotacógrafo para registrar y medir el flujo 
respiratorio. Esta técnica de glotis aislada in situ permite el registro de la presión subglótica, sin inter-
ferencia del flujo respiratorio. 

6.	 Canulación esofágica 
Se aisló el esófago de la tráquea y sobre él se realizó una incisión longitudinal con un termobis-

turí para introducir una cánula de propileno con aire en su interior para el registro indirecto de la presión 
pleural a partir de la medición de la presión esofágica. La cánula se introdujo en dirección caudal, 
quedando ligeramente por encima del esternón (ver imagen 3).

7.	 Parietostomía bilateral posterior 
Concluidas las fases anteriores y con la región parieto-occipital rasurada, se colocó el animal, en 

posición de decúbito prono, sobre un aparato de estereotaxia (Kopf Instrument) y se fijó a tres niveles 
diferentes, a nivel de los conductos auditivos externos, boca y hocico (ver imagen 4). 

Se practicó una incisión cutánea longitudinal sobre la cabeza para la visualización de la bóveda 
craneal y, a posteriori, se realizó una parietostomía bilateral de 4 mm de diámetro en las coordenadas 
2.3 mm posterior a bregma y 0.6 mm lateral a la línea media para la posterior estimulación eléctrica de 
DMH – PeF (Paxinos y Watson, 1997) (ver imagen 5). 

Durante todo el proceso se aseguró una temperatura corporal idónea en el animal (37±0.5 ºC), 
regulada por un sistema de manta termostática homeotérmica y controlada por una sonda rectal. 
Además, se fijó la lengua del animal para evitar que durante la estimulación eléctrica posterior se 
produjera una retracción y aumentara la presión intraoral.
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Imagen 2
Aislamiento de los nervios laríngeos

Imagen 1
Canulación vena y arteria femorales

Imagen 4
Posición y fijación del animal en el aparato de 
estereotaxia

Imagen 3
Canulación traqueal, subglótica y  
esofágica

Imagen 5
Incisión cutánea longitudinal sobre la cabeza y 
parietostomía
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Estimulación eléctrica de DMH – PeF 
Se situó estereotáxicamente un microelectrodo concéntrico bipolar (SNE 100, RODHES Medical Elec-
trodes) a 2.3 mm posterior a bregma, 0.6 mm lateral a la línea media y a una profundidad de 7 mm en 
relación a la superficie cerebral (Paxinos y Watson, 1997) para la estimulación eléctrica de DMH – PeF. 

Se estimuló eléctricamente con pulsos de 1 ms durante 5 s (100 Hz) a una intensidad de 20 – 40 
μA y se procedió al estudio pre, peri y post-estimulación 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 
región objeto de estudio estaba siendo estimulada eléctricamente. Más concretamente, se comprobaba 
que las respuestas eran típicas de la reacción de defensa de DMH – PeF.

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

-- Presión arterial 
-- Presión pleural 
-- Flujo respiratorio 
-- Presión subglótica 
-- Frecuencia respiratoria instantánea 
-- Frecuencia cardíaca instantánea 
Estas variables se medirán 5 segundos antes de la estimulación, durante la estimulación y 20 

segundos después de la estimulación. Sólo se valorarán los datos obtenidos en las experiencias en 
las que el estudio histológico 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 presión pleural, presión arterial y flujo respiratorio (voltaje máximo de 
entrada de 10mV, resistencia de entrada de 1010 Ω e impedancia de salida de 50Ω).

Báscula de peso animal. Permitió obtener el peso en gramos de cada una de las ratas de la expe-
rimentación. 

Convertidor analógico / digital. Sistema multiplexado con 8 canales para la digitalización de una 
señal analógica. Se utilizó el modelo PowerLab de la marca ADInstruments. 

Electrodos de estimulación concéntricos bipolares. Modelo empleado SNE 100 DE Rhodes 
Medical Electrodes. Permitió la microestimulación eléctrica de la región cerebral de interés. 

Generador de onda cuadrada. Constituyó la fuente de impulsos de la corriente eléctrica transmi-
tida a través de los microelectrodos para la estimulación. Se utilizó el modelo CS-220ª de Cibertec. 

LabChartPro. Software de ADInstruments que permitió el registro y análisis de las variables 
presión subglótica, presión arterial, presión pleural, flujo respiratorio, frecuencia respiratoria instantánea y 
frecuencia cardíaca instantánea antes, durante y después de la estimulación. 

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

Microscopio quirúrgico. El modelo utilizado fue Leica M-300. Este permitió visualizar tanto el 
campo quirúrgico como el campo de registro electrofisiológico. 

Neumotacógrafo. Contaba con un tubo rígido conectado a la cánula traqueal para el registro del 
flujo respiratorio. En particular, permitió el registro del gradiente de presión, equiparable al flujo de aire, 
mediante la conexión del neumotacógrafo a un transductor de presión diferencial.

Con el registro se obtuvo el neumotacograma, que representaba las variaciones cíclicas de las 
fases respiratorias. En ella, se distinguía dos puntos de flujo cero, una al final de la inspiración y la restante 
al final de la espiración y dos puntos de flujo máximo, uno relativo al flujo máximo inspiratorio y el otro rela-
tivo al flujo máximo de espiración. El flujo instantáneo se pudo observar en cualquier momento del ciclo. 
Se utilizó el modelo Fleish (00), caracterizado por tener una sensibilidad de 11.25 ml/s.

Osciloscopio digital. Para la digitalización de las señales analógicas, el cálculo de las dimen-
siones y la exportación de dichos datos a un plotter. Además permitió la visualización simultánea de dos 
canales, el flujo y presión pleural. El modelo empleado fue VC-6023 de Hitachi. 

Panel de conexiones múltiples. Estructura metálica con un total de 28 entradas intercambiables 
y 45 salidas que permitió interconectar los diferentes equipos. Diseñado por Marc Stefan David Milner y 
fabricado por Álava Ingenieros. 
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Tacómetro. Se utilizó el modelo S77-26 de Coulbourn Instruments. Permitió el registro de la 
frecuencia cardíaca instantánea a partir de la conversión del intervalo interlatido en un valor de voltaje 
de salida equiparable al valor de entrada. La señal de entrada se obtuvo por medio del registro de la 
presión arterial. 

Transductor de presión. Se utilizaron tres modelos distintos para la medición de tres variables 
bien diferenciadas. Se utilizó un transductor de presión aneroide, tipo T41-05, de la casa Coulbourn 
Instruments para medir la presión pleural, valorada indirectamente a través de la presión esofágica. 
Para la variable flujo respiratorio se empleó un transductor de presión diferencial, modelo SP-20140D. 
Por su parte, la variable presión 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 utilizó el modelo SM-11 de Narishige. Posibilitó la microestimulación 
de la región de interés (DMH – PeF). 

Unidad de aislamiento. Eliminó interferencias en las señales registradas. Permitió realizar la 
estimulación eléctrica libre de interferencias en las señales registradas. El modelo empleado fue el 100 
de Cibertec.

Extracción encefálica y proceso histológico 
Tras finalizar los experimentos, se inyectó por vía intravenosa una cantidad suficiente de pento-

barbital sódico (4 mg/Kg) para inducir parada cardiorrespiratoria en el animal y proceder a la extracción 
del encéfalo. Las lesiones eléctricas, producidas por el electrodo de estimulación asegurarán que la 
posición del electrodo es correcta (DMH - PeF). 

Para la extracción del encéfalo se realizó una transección medular entre los límites bulboespinal y 
medio colicular. Se introdujo el encéfalo en una solución de formol 50 ml al 5%. Se cortará en secciones 
de 80 μm, con criotomo (Leica Instruments GmbH, Mod.1206). Los cortes obtenidos serán posterior-
mente teñidos con rojo neutro.

Resultados
1.	 Primer experimento
En el primer experimento (peso del animal 305 g.) se intentó hacer un primer ajuste de las dosis 

de anestésico, tanto de ataque como de mantenimiento. La dosis de ataque (60 mg/kg) se administró 
vía intraperitoneal (0.1 ml de anestésico por cada 100 g de peso) y la dosis de mantenimiento por vía 
intravenosa (pentotal al 20% de la dosis de ataque). Además, se hizo también una aproximación a las 
técnicas quirúrgicas necesarias para el desarrollo del estudio.

2.	 Segundo experimento
En el segundo experimento (peso animal 330 g.) se certificó que las dosis de anestésico escogidas 

en el anterior eran correctas, además se inició una segunda aproximación a las técnicas quirúrgicas, 
sobre todo a la fase de la técnica de aislamiento de la glotis in situ, la cual permite la medición de la 
presión subglótica.

También se hizo una primera aproximación a la fase de estereotaxia que permitió calibrar el 
software de recogida y proceso de datos (LabChartPro) de reciente adquisición por el Departamento de 
Fisiología Humana de la UMA. Con este software se pueden registrar y analizar todos los parámetros 
cardiorrespiratorios del animal (presión arterial, presión pleural, flujo respiratorio, frecuencia respiratoria 
instantánea y frecuencia cardíaca instantánea) y presión subglótica.

3.	 Tercer experimento
Superadas las fases de elección de las dosis de anestésico, quirúrgica y de registro y medición 

de variables, el tercer experimento permitió una aproximación a las técnicas neuroquirúrgicas de loca-
lización y estimulación de los centros cerebrales a estudiar (DMH). Además, se analizaron y estudiaron 
todas las variables, en especial la variable presión subglótica, antes, durante y después de la estimula-
ción eléctrica de esta región hipotalámica.

De manera más concreta, se colocó al animal (395 g. de peso) en el aparato de estereotaxia. 
Con las torres del equipo de estereotaxia colocadas en posición de la localización espacial de la zona 
de estudio (2,3 posterior a Bregma y 0,6 lateral derecho a la línea media), se fue bajando verticalmente 
el electrodo hasta los 7 mm de profundidad, a partir de los cuales se fue estimulando eléctricamente 
(20-40 μA, a 100 Hz, pulsos de 1 ms, durante 5 s) de 0,1 mm en 0,1 mm hasta encontrar las posición 
exacta donde se generaba la respuesta de defensa característica del DMH (hipertensión, taquicardia y 
taquipnea). Se mantuvo la lengua del animal fijada para evitar cambios de presión intraoral que afec-
tasen a la medición de la presión subglótica. El análisis de los cambios de la presión subglótica permitió 
observar que durante la estimulación de esta región hipotalámica, bajo estas condiciones, se genera 
una disminución de la presión subglótica (ver figura 1).



Libro de contribuciones de las III Jornadas de Investigación de la 
Facultad de Psicología y Logopedia de la Universidad de Málaga, 126-146

135

CONTROL CENTRAL DE LA VOCALIZACIÓN: EFECTOS DE LA ESTIMULACIÓN ELÉCTRICA
DE REGIONES HIPOTALÁMICAS SOBRE LA ACTIVIDAD LARÍNGEA

Figura 1
Cambios cardiorrespiratorios durante la microestimulación eléctrica del DMH-PeF (flecha vertical 
hacia arriba). La microestimulación eléctrica tiene una duración de cinco segundos. Se representan 
de arriba hacia abajo los registros de presión arterial, ECG, presión subglótica, flujo respiratorio, 
presión pleural, frecuencia respiratoria instantánea y frecuencia cardiaca instantánea.

Discusión y conclusiones
Este estudio constituye el inicio de la implementación de un diseño experimental anterior encabezado 
por el Departamento de Fisiología Humana de la Facultad de Medicina en la Universidad de Málaga 
(González-García, 2017). Estos primeros resultados dan pie a pensar que dicho diseño es correcto 
y que es posible su implementación. Más concretamente, los datos de este estudio sugieren que el 
DMH - PeF modula la actividad de las motoneuronas laríngeas ubicadas en el nA, ya que se producen 
cambios de presión subglótica tras la estimulación de dicha zona hipotalámica. Por tanto, se podría 
añadir una función más, control de la vocalización 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 
número de experimentos que permitan perfeccionar la técnica y aumentar los datos que aseguren que 
el DMH está implicado en la vocalización.

Conclusiones específicas:
I.	 El uso de Pentobarbital sódico como anestésico tanto para la dosis de ataque como de mante-

nimiento permite obtener resultados y mediciones de los parámetros cardiorrespiratorios de 
manera fiable.

II.	 La técnica quirúrgica de glotis aislada in situ es apropiada para la obtención y medición de la 
variable presión subglótica.

III.	La retracción de la lengua no es la responsable de los cambios producidos en la variable de 
presión subglótica.

IV.	Es necesario aumentar el número experimentos que permitan obtener datos suficientes esta-
dísticamente significativos que permitan aumentar y/o generar nuevos conocimientos teóricos 
acerca de la implicación del DMH en el control de la actividad laríngea y en el proceso de 
vocalización.
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Anexos

Anexo 1
Permiso del comité ético para la experimentación animal en la UMA
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Anexo 2
Permiso de la Junta de Andalucía para la experimentación animal en la UMA
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