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ABREVIATURAS
ACh acetilcolina

ACTH adrenocorticotrofina
rapidos

BC braquium conjuntivum

C-PBL region peribraquial caudo-lateral

EEG electroencefalograma

EMG electromiograma

EOG electro-oculograma

Frmc formacidn reticular bulbar magnocelular
FRP formacién reticular pontina

FRPm formacion reticular pontina medial

FTG campo tegmental gigantocelular

GABA acido gamma-aminobutirico

Hz hertz

LC locus coeruleus

LDT nucleo laterodorsal del tegmento pontino
NCF nucleo cuneiforme

NE norepinefrina

NRM nucleo reticular magnocelular

PBL regién parabraquial

PBN ndcleo parabraquial

PCPA paraclorofenianilina

PPT nucleo pedunculopontino tegmental

RD rafe dorsal
REM suefio con movimientos oculares
REMs movimientos oculares rapidos

R-PBL parte rostral de la region
peribraquial

RPC nacleo reticularis pontis caudalis
RPO nucleo reticularis pontis oralis

SLD nucleo sublaterodorsal

SPHOL sommeil phasigue a ondes lentes

SubCD parte dorsal del ntcleo
subcoeruleus

SWS suefio en ondas lentas

VIPAG sustancia gris periacueductual
ventrolateral

W vigilia

5-HT serotonina



INDICE

Resumen

1.1. Abstract

Introduccion

Estado de vigilia y fases del suefio en el humano
Fases del suefio en el gato

4.1. Vigilia

4.2. Suefio en ondas lentas

4.3. Suefo fasico en ondas lentas (SP)

4.4. Suefio REM

Mecanismos del Suefio

5.1. Estado de vigilia
5.2. Suefo de ondas lentas

5.3. Suefio con movimientos oculares rapidos (REM)

5.4. Regulacion colinérgica del suefio REM

5.5. Mecanismos corticales de desincronizacion EEG

5.6. Atonia muscular
5.7.  Movimientos oculares rapidos (REMSs)

Potenciales ponto-geniculo-occipitales (PGO)

6.1. Generacion pontina de los potenciales PGO

6.2. Propagacion de los potenciales PGO

6.3. Regulacion y control de los potenciales PGO

Region peribraquial caudo-lateral (C-PBL)
Planteamiento del problema
Hipotesis

9.1. Objetivo general
9.2. Objetivos especificos

10

11
13
13
15

17

17
19
22
27
29
29
30

31
33
36
40
43
46
47

47
47



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Material y Método

10.1.
10.2.
10.3.
10.4.
10.5.
10.6.
10.7.

10.8.

Sujetos experimentales

Material

Procedimiento quirdrgico

Registros polisomnograficos

Administracion de sustancias

Verificacion histolégica

Valoracion y analisis de los estados conductuales
y de la actividad PGO

Andlisis estadistico

Resultados

11.1.
11.2.

11.3.
11.4.
11.5.

Activacion del generador pontino de potenciales PGO
Organizacion del suefio después de las pruebas
experimentales

Estado de vigilia

Suefio de ondas lentas

Suefio sincronizado con potenciales PGO (SP)

11.6. Sueiio REM

11.7. Latencia al suefio lento y al suefio REM
11.8. Duracion promedio del suefio REM
11.9. Conteo total de potenciales PGO
Discusion

Conclusion

Modelo

Referencias bibliograficas

ANEXO
Publicacion del proyecto de investigacion

48

48
49
50
52
53
55

56
56

58
58
59
62
63
65
66
67
68
69
71
76
77

78



1. RESUMEN

Objetivo: Con el fin de explorar el posible papel del GABA, de acetilcolina y de
glutamato en la zona peribrachial caudo-lateral (C-PBL) sobre la instalacion y
mantenimiento del suefio con movimiento oculares rapidos (REM), asi como del suefio
sincronizado (SP) con ondas ponto-geniculo-occipitales (PGO) en gatos, se realizo la
aplicacion local de muscimol, carbacol y de L-glutamato en la regiéon C-PBL y se
evaluaron los estadios conductuales.

Método: Catorce gatos machos adultos fueron implantados crénicamente y fueron
sometidos a un registro polisomnografico de 23 horas después de tres manipulaciones
farmacoldgicas: carbacol, muscimol y L-glutamato. Cada gato recibi6 los tres farmacos
de manera aleatoria con un intervalo de siete dias.

Resultados: 1) El carbacol aumentd la vigilia, el SP y el suefio REM, mientras que el
suefio de ondas lentas disminuyé (SWS). 2) El muscimol disminuyo6 el porcentaje y
namero de SP ademas de aumentar la latencia al suefio REM. 3) El carbacol facilito la
actividad PGO y aumento la latencia tanto al SWS1 y al suefio REM, pero promovi6 la
actividad PGO mientras que el muscimol la redujo.

Conclusiones: La acetilcolina promovi6 los estados relacionados a la actividad PGO
(SP, asi como suefio REM), mientras que el GABA redujo solamente el SP y

especificamente a la actividad PGO.



1.1. ABSTRACT

Purpose: In order to explore the potential role of GABA, acetylcholine and glutamate in
the caudo-lateral peribrachial area (C-PBL) over Rapid-Eye-Movement sleep (REM)
onset and maintenance as well as on synchronized sleep with ponto-geniculo-occipital
(PGO) waves (SP) in cats, a muscimol, carbachol and L-glutamate local application
was performed and behavioral states were assessed.

Methods: Fourteen chronically implanted, adult, male cats underwent a 23 hour
polysomnographic recording after 3 pharmacological manipulations: carbachol,
muscimol and L-glutamate. Each cat received all three drugs randomly with a seven
day interval. Results: 1) Carbachol increased waking, SP and REM sleep while
decreased slow wave sleep (SWS). 2) Muscimol decreased SP percentage and
number while increased REM sleep onset. 3) Carbachol facilitated PGO activity
increased the latency to both SWS1 and REM sleep but enhanced PGO activity while
muscimol decreased it.

Conclusions: Acetylcholine promoted PGO related states (SP) as well as REM sleep,

while GABA reduced only SP and specifically PGO'’s.



2. INTRODUCCION

La vigilia, el suefio de ondas lentas y el suefio con movimientos oculares
rapidos son estados fisiologicos presentes en todos los mamiferos, incluyendo al
hombre (Kleitman, 1963; Hassenberg, 1965; Jouvet, 1972; Aserinsky y Kleitman,
1953). La vigilia y el suefio son estados fisiologicos que se suceden de manera ciclica.
La gran cantidad de eventos conductuales, neurofisiolégicos, neuroquimicos,
vegetativos, endocrinos, etc. que acompafan a cada uno de estos estados, han
propiciado el estudio parcial o por separado del suefio y la vigilia (W por la sigla en
inglés Wakefulness). Sin embargo, son estados dependientes entre si y la alteracion
del curso normal de uno puede repercutir sobre la fisiologia del otro. En el transcurso
del suefio se presentan también en forma periddica dos estadios principales: el suefio
de ondas lentas electroencefalogréaficas (SWS, del inglés slow wave sleep) y el suefio
con movimientos oculares rapidos (REM del inglés Rapid Eye Movements). Durante
cada uno de éstos ocurren a su vez variaciones ciclicas de diferentes funciones
neuronales y somaticas. Todos estos cambios fisiolégicos que se manifiestan durante
el suefio, hacen evidente que este estado es un proceso activo. Es importante
mencionar que tanto el suefio, como la vigilia, cumplen funciones cerebrales vitales y
ademas que son estados peculiares de interaccion dindmica entre regiones
especificas del cerebro. Por otra parte, el conocimiento actual acerca de las regiones
cerebrales responsables de los mecanismos de instalacion del suefio y de su
regulacion ciclica a largo plazo, se ha obtenido a partir de estudios en animales de

experimentacion, particularmente del gato y de la rata.



En 1953 Aserinsky y Kleitman, observaron clinicamente en el nifio dormido que de
manera periédica los o0jos se movian con rapidez (sin abrirlos) y que
concomitantemente aparecia una actividad electroencefalografica (EEG) rapida y de
bajo voltaje semejante a la que se encuentra al inicio del suefio o durante la vigilia. A
esta fase de suefio la denominaron como suefio de movimientos oculares rapidos.
Después de que Aserinsky y Kleitman descubrieron el suefio REM en el ser humano,
Dement en 1958 demostré que en los gatos tiene lugar una fase idéntica del suefio y
mas tarde Jouvet y Michel en 1959 describieron esta fase como suefio REM en el gato.

El suefio REM se acomparfa de cambios electrofisiolégicos, como la atonia
muscular, movimientos oculares rapidos, conjugados y un EEG con gran actividad. Es
importante mencionar que actualmente se conocen muchos de los mecanismos y
neurotransmisores involucrados en la regulacién del suefio REM en la rata, sin
embargo, en el gato ha sido poco estudiada la interaccion entre el &cido
gamma-aminobutirico (GABA) y el glutamato a nivel pontino sobre la instalaciéon y
mantenimiento del suefio REM y sobre la actividad ponto-geniculo-occipital (PGO). Por
lo tanto el objetivo del presente estudio sera conocer y analizar la participacion de
ambos neurotransmisores sobre la regulacion del suefio, especificamente en la region
peribraquial caudo-lateral (C-PBL) del tallo cerebral, area que ha demostrado tener un
papel importante sobre la generacion del suefio REM y sobre la actividad PGO
mediante activacion colinérgica.

El suefio REM es un estado fisioldgico regulado por la interaccién de diferentes

neurotransmisores: acetilcolina (ACh) (Calvo et al., 1992; Hernandez-Pedn, 1965;



Jouvet, 1972; Mignot, 2008), glutamato (Clément et al., 2011; Datta et al., 1998, 2001;
Kodama en al., 1998; Lu et al., 2006; Luppi et al 2012; Sakai y Koyama, 1996) y GABA
(Boissard et al., 2002; Luppi et al., 2013; Xi et al., 1999). Se sabe bien que los
mecanismos colinérgicos tienen un papel fundamental en la generacion vy
mantenimiento del suefio REM (Baghdoyan et al., 1987, 1989; Datta et al., 1991;
Marquez-Ruiz y Escudero, 2010; Murillo-Rodriguez et al., 2012; Pal y Mallick, 2007).
Especificamente, se ha demostrado que la activacibn de regiones celulares
colinérgicas del nucleo pedunculo-pontino tegmental (PPT) y del ndcleo laterodorsal
tegmental (LDT) que se encuentran dentro de la region C-PBL se asocia con la
regulacion del suefio REM, de hecho esta activacion es facilitada por receptores de
glutamato de tipo kainato (Datta et al., 1991; Quattrochi et al., 1989; Sakai et al., 1990).

Por otra parte, cabe mencionar que la liberacion de glutamato en la formacion
reticular pontina medial (FRPm) se ve aumentada durante el suefio REM en
condiciones normales, asi como después de su estimulacion colinérgica.
Especificamente, el PPT participa en la generacion del suefio REM, a través de la
activacion de células colinérgicas que a su vez son reguladas por glutamato (Datta et
al., 2001; Datta y Maclean, 2007), sin embargo aun queda por determinar el papel del
glutamato en otras regiones pontinas sobre la regulacién del ciclo suefio-vigilia.

Uno de los signos fisiolégicos mas claros del suefio REM, son los potenciales
PGO, estos aparecen tanto en los estados sincronizados de transicidén que preceden al
suefio REM, como durante los episodios de suefio REM. Entre los muchos grupos

celulares activos durante el REM (REM-on), la activacion de neuronas del C-PBL en



animales predadores como el gato genera a los potenciales PGO (Brooks y Bizzi,
1963; Datta y Hobson, 1994; Jouvet, 1965), mientras que en animales presa los
potenciales equivalentes (Ondas-P) son generados en la parte dorsal del nucleo
subcoeruleus (Sub-CD) (Datta., 1998; Datta et al., 1999).

Se ha identificado que la células generadoras de las ondas P en ratas son de
origen glutamatérgico (Datta., 2006) mientras que las ondas PGO en el gato son
inducidas de manera colinérgica (Datta., 1992; Datta y Maclean, 2007; Henrisken et
al., 1972; Hobson y Friston, 2012; Marquez-Ruiz y Escudero, 2010). Sin embargo, una
variedad de poblaciones neuronales involucradas en la regulacion del suefio coexisten
con la regién C-PBL. Mediante estudios neuroanatomicos en gatos restringidos de
movimiento, se ha demostrado que el 50% de las neuronas del C-PBL en realidad son
de origen GABAérgico y que estas son activadas principalmente durante el suefio de
ondas lentas (Torterolo et al., 2011). Torterolo y sus colaboradores sugieren de manera
especifica, que estas neuronas desempefian o cumplen un rol fundamental en el
control pontino de los procesos respiratorios y autbnomos durante el SWS y durante
los periodos de transicion al suefio REM. Sin embargo, el rol de las neuronas restantes
de la regidén C-PBL durante el REM y especificamente sobre sus componentes fasicos
se desconoce actualmente.

La participacion de mecanismos GABAérgicos en la instalacion vy
mantenimiento del suefio REM en otros nucleos pontinos ha sido bien descrita,
especialmente, se ha demostrado que la activacion del nucleo sublaterodorsal (SLD)

en ratas (equivalente al peri-locus coeruleus alpha de gatos), se relaciona con la



generacion del suefio REM, de manera notable esta facilitacion es mas intensa cuando
es excitada por antagonistas del receptor GABAA tales como la bicuculina o
“‘gabazine”. Por otra parte, la inyeccion de bicuculina y faclofen (antagonista de los
receptores GABAg) en el peri-locus coeruleus de gatos aumenta las cantidades de
suefilo REM y disminuye su latencia de aparicion, mientras que la inyeccién de
muscimol o baclofen (agonista de los receptores GABAg) induce vigilia (Xi et al., 1999,
2004). En ratas con la cabeza restringida de movimiento, se ha demostrado que las
neuronas del rafe dorsal (RD) asi como aquellas del locus coeruleus (LC) inhiben la
actividad de las neuronas serotonérgicas del RD (células REM-off), facilitando de este
modo la instalacién del suefio REM (Gervasoni et al., 1998, 2000). Por lo tanto, una
conexidon reciproca en diferentes areas pontinas, la cual involucra mecanismos
GABAérgicos de hecho, podria asociarse con la inhibicion o con la instalacion y
mantenimiento del suefio REM.

Sin embargo, con respecto a la regulacién de los fenémenos fasicos del suefio
REM (PGOs) y a los periodos de transicion del suefio en ondas lentas al REM, puede
ser que ambos fendmenos sean regulados por una diferente interaccién entre GABA,
acetilcolina y glutamato. Nosotros proponemos que esta regulacion puede estar
teniendo lugar especificamente en la regibn C-PBL. De acuerdo con lo antes
mencionado, el proposito de este estudio es analizar de qué manera la estimulacion
GABAérgica y glutamatérgica de la region C-PBL puede influir sobre los mecanismos
de regulacion del ciclo suefio-vigilia, sobre los estados relacionados con los

potenciales PGO y directamente sobre la actividad PGO.



3. Estado de vigiliay fases del suefio en el humano

El descubrimiento y la descripcidn electrofisiologica del suefio REM permitieron
completar la clasificacion de los estadios del suefio en humanos, en un comité
internacional encabezado por Rechtscaffen y Kales en 1968, se logré establecer un
criterio comun. Esta clasificacidon fue hecha a partir de la relacion temporal que
guardan los cambios del EEG, del electrooculograma (EOG) y del electromiograma
(EMG) durante el dormir (Rechtsschaffen y Kales, 1968). Sin embargo, esta
clasificacion ya no es utilizada y en el afio de 2007 la Academia Americana de
Medicina del Suefio (AASM) establecio un nuevo criterio para la valoracion del suefio y
de los eventos asociados a dicho fendmeno. A continuacion se describen las fases del

suefio en el hombre segun la clasificacién de dicho manual:

VIGILIA. El EEG de un sujeto relajado y con los ojos cerrados pero que aun se
encuentra en estado de vigilia muestra la presencia de ritmo alfa (8-13 Hz) 250 % de la
época (una época equivale a 30 segundos), en las regiones parietooccipitales, que
puede alternar con ritmos beta (14-26 Hz). El EOG puede 0 no mostrar movimientos
oculares y la actividad EMG muestra la presencia de tono muscular con variaciones de
alto voltaje.

N1 (NREM1). EEG con actividad de baja amplitud y frecuencias mixtas
predominantemente de 4 a 7 Hz o ritmo theta. Posibles ondas agudas del vertex (onda
puntiaguda negativa con duracion < 0.5 segundos predominantemente central);

movimientos oculares lentos (SEMs) con deflexion profunda > 500mseg. Actividad alfa
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<50 % de la época y ausencia de husos de suefio asi como de complejos K. Actividad
muscular de moderada a baja. El ritmo alfa se atenta y es remplazado por actividad
theta en mas del 50% de la época.
N2 (NREM2). Aparecen brotes de actividad fusiforme de amplio voltaje (12-14 Hz),
denominados “husos de suefo”. Los husos de suefio son ondas sinusoidales de baja
amplitud, son breves e intermitentes (0.5 a 2 segundos) y se presentan con una
densidad de 3 a 8 por minuto. Aparecen también los complejos K: onda aguda negativa
seguida por un componente positivo, de gran amplitud = a 75 pV, con una duracion de
0.5 seq, se presentan con una densidad de 1 a 3 por minuto (predominantemente
centrales). Concomitantemente el tono muscular disminuye.
N3 (NREMS). Actividad de alto voltaje y baja frecuencia en el EEG = 50 %. Ondas de
gran amplitud = 75 pV (varia con la edad), el rango de frecuencia es de 0.5 a 3 Hz,
mayor voltaje en la regién Frontal pero se observan en todas las derivaciones EEG.
REM. Aproximadamente de 80 a 110 minutos de conciliado el suefio aparece el primer
episodio de suefio REM, que dura entre 15 y 20 minutos. Posteriormente el suefio
REM aparece a intervalos de 90 minutos y su duracion aumenta progresivamente,
pudiendo durar hasta 40 minutos. Presencia de frecuencias mixtas y EEG
desincronizado de relativo bajo voltaje. Ritmo theta, beta y ondas mu en forma de
dientes de sierra. Comprende al REM fasico en el cual se presentan los movimientos
oculares rapidos (REMs) y al REM toénico en el que los REMs no estan presentes.

El EOG muestra la aparicion de REMs de manera aislada o bien, organizados

en salvas de hasta 50 movimientos (Aserinsky y Kleitman, 1953). Los REMs son
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conjugados, irregulares y con una deflexion < 500ms.

Hay atonia muscular en ocasiones interrumpida por breves contracciones
fasicas que pueden coincidir con los REMs (Jouvet et al., 1959). El EMG del menton
disminuido (atonia muscular), sin embargo, puede haber actividad muscular
transitoria. Esta actividad consiste en brotes cortos, irregulares de actividad muscular

con una duracién menor a 25 milisegundos “twitches”.

4. FASES DEL SUENO EN EL GATO

El gato es un mamifero que presenta de manera ciclica tanto los estados de
vigilia y suefio, como los estados de suefio en ondas lentas y el suefio REM. Ademas,
es un animal en el cual se ha llevado a cabo la mayor parte de la investigacion sobre
los mecanismos neurobiologicos del suefio. Debido a que el presente estudio
experimental fue realizado en el gato, a continuacion se describen las propiedades
poligraficas y los mecanismos del suefio en esta especie.

Las caracteristicas poligraficas y el método para valorar la organizacion
temporal del suefio en el gato, también han sido compilados en un manual para valorar

el suefio de este animal (Ursin y Sterman, 1981).
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4.1. Vigilia

Aspectos Conductuales.

En un animal despierto se pueden observar gran variedad de conductas, desde
simples (reaccién de orientacion), hasta conductas elaboradas en respuesta a la
estimulacion ambiental. Por ejemplo, cuando esta quieto, mantiene la cabeza
levantada, lo que le permite responder rapidamente a los estimulos del medio
ambiente: tiene los ojos abiertos, el diametro pupilar variable de acuerdo con la
naturaleza e intensidad luminosa, asi como de los estimulos que percibe ademas de
una ventilacién rapida e irregular (Ayala, 1976; Ayala, 1983).

Aspectos Poligraficos.

En el estado de alerta se aprecia una actividad electroencefalografica, y
subcortical con frecuencias rapidas (20 a 30 Hz) de bajo voltaje (20 a 30 pV) y una
actividad mas lenta (5 a 7 Hz) en la porcion rostral del hipocampo. Durante la vigilia
atenta, el tono muscular es elevado y existe un gran numero de movimientos oculares.
Mientras que en la vigilia tranquila, la actividad cortical alcanza una frecuencia entre 5
y 8 Hz y en las regiones subcorticales la actividad permanece elevada (Jouvet, 1967).
Cuando el animal se encuentra atento y mueve los ojos en funcién de la estimulacion
externa, se registra una actividad eléctrica fasica en el cuerpo geniculado lateral (LGB,
por sus signas en inglés) y en la corteza occipital que recibe el nombre de “potenciales
de movimiento ocular” (Brooks, 1968); cabe destacar que dichos potenciales se

presentan después del movimiento ocular y su amplitud depende de la velocidad del
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movimiento ocular, asi como de la intensidad del estimulo luminoso (Jouvet, 1972).

Figura 1.
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Figura 1. Trazo poligrafico del estado de vigilia del gato. Nétese, la presencia de tono
muscular, movimientos oculares y desincronizacion EEG. Abreviaciones: CV, corteza
visual; CM, corteza motora; CGL, cuerpo geniculado lateral derecho e izquierdo; AMG,
amidgala del I6bulo temporal derecha e izquierda; EOG, electrooculograma; EMG,
electromiograma.
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4.2. Sueiio en ondas lentas.

Aspectos conductuales.

Durante la fase SWS1, el gato adopta la posicion de “esfinge”, manteniendo
inicialmente la cabeza erguida dejandola caer progresivamente y se presenta el
cierre palpebral y la relajacién de las membranas nictitantes. En la fase SWS2, el
animal apoya la cabeza en sus patas anteriores y la actividad muscular disminuye
progresivamente. Por otra parte, se aprecia la lentificacion de la frecuencia
respiratoria (Jouvet, 1967).

Aspectos poligraficos.

Electrofisiolégicamente, el SWS1 se caracteriza por la aparicion de ondas
lentas (3-4 Hz) de alto voltaje mezclados con frecuencias rapidas (13-26 Hz),
ademas de una estabilizacion y disminucion del tono muscular con relacion a la
vigilia. Figura 2-A. La fase de SWS2 se caracteriza por la aparicion de la actividad
Delta (0.5-4 Hz) sostenida y de alto voltaje, que en ocasiones alterna con la aparicion
de husos de suefo (15-16 Hz), Figura 2-B.

4.3. Sueio fasico en ondas lentas (SP)

Después de algunos minutos de iniciada esta fase del suefo, comienzan a
aparecer los potenciales ponto-geniculo-occipitales (PGO), que siempre preceden al
suefio REM (20 a 30 segundos). A estos periodos de transicién entre el SWS vy el
suefio REM, se les ha denominado sueno fasico en ondas lentas SPHOL, del francés

sommeil phasique a ondes lentes (Thomas y Benoit, 1967). Figura 3
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Figura 2. A. Fase 1 del suefo. Notese la ausencia de tono muscular y de REMs y la
aparicion de actividad EEG lenta y de alto voltaje. B. Fase 2 del suefio. Notese, la
aparicion sostenida de husos del suefo. Abreviaciones como en la figura 1.
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Figura 3. Sueno sincronizado con potenciales PGO (SP). Nétese la aparicion de
potenciales PGO simples y de alto voltaje y la presencia de husos del suefo.
Abreviaciones como en la Figura 1.
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4.4. Sueiio REM

Aspectos conductuales.

Durante el suefio REM, los gatos toman la posicion de ovillo y se puede
observar la aparicidon de los movimientos oculares rapidos en sentido horizontal,
vertical u oblicuo, los cuales se acompafan de miosis acentuada ininterrumpida
fasicamente por breves midriasis y de retracciones fasicas de las membranas
nictitantes (Berlucchi et al., 1964). Aparecen movimientos fasicos rapidos de las
orejas, las vibrisas y de las extremidades. La ventilacion se vuelve irregular y con

periodos cortos de apnea.

Aspectos poligraficos.
El suefio MOR ocurre de una manera ciclica y siempre después de un periodo
de SOL y su duracion promedio es de 4 minutos. Poligraficamente, se caracteriza por

la desincronizaciéon EEG, atonia muscular, los MORs y los potenciales PGO. Figura 4
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Figura 4. Suefio con movimientos oculares rapidos (REM). Noétese, la aparicion
sostenida de salvas de potenciales PGO, la aparicion de movimientos oculares
rapidos (REMs), la ausencia de tono muscular y la desincronizacion EEG.
Abreviaciones como en la figura 1.



5. MECANISMOS DEL SUENO

5.1. Estado de Vigilia

Los estudios iniciales sobre los mecanismos de los estados del suefio y la vigilia
fueron llevados a cabo por Constantine Von Economo en 1918; cuando hubo una gran
epidemia de “influenza” que invadio practicamente todo el mundo, este virus infectaba
al cerebro y destruia a las neuronas, el sindrome neuroldgico que seguia a la infeccion
cerebral por el virus se denomino “encefalitis letargica” porque los sujetos afectados
eran incapaces de mantenerse en estado de vigilia activa, que algunas veces llego a
ser irreversible. Constantine Von Economo descubrié que las células muertas se
localizaban en las regiones subcorticales del cerebro, principalmente en el tallo
cerebral, en el area llamada subtantia nigra (Von Economo, 1930). El complemento de
estas observaciones fue el trabajo de Frederic Bremer mediante el uso del EEG.
Bremer registro el EEG en gatos, después de realizar un corte transversal completo del
tallo cerebral superior y observdo que los animales quedaban perpetuamente
somnolientos y su EEG era tipico de suefio. En su siguiente experimento dividio el tallo
cerebral en un nivel inferior (entre la médula y la espina dorsal) y observé (en vez del
suefio que él esperaba) signos conductuales y eléctricos del estado de alerta que
alternaban con estados de suefio, de manera espontanea (Bremer, 1935).

Mas tarde, a fines de los afios cuarenta, después de la segunda guerra mundial,
un investigador llamado Moruzzi, viajé a Estados Unidos para continuar trabajos de
investigacién que no podia realizar en Europa, ahi colabor6 con Horace Magoun. Al

colocar electrodos en el tracto piramidal del tallo cerebral para estimular las células de
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la corteza motora, su interés era estudiar las funciones del sistema motor, sobre todo
del sistema neuronal que vincula a la corteza, donde se generan los movimientos
voluntarios, con las astas ventrales de la médula, de donde se originan los impulsos
nerviosos que activan a los musculos. Al cambiar el sitio de estimulacion a la formacion
reticular del tallo cerebral, Moruzzi y Magoun encontraron que la actividad EEG de
suefilo cambia a un patrén EEG de vigilia. Este efecto se acompafio de un despertar
conductual. Ambos efectos duraban mas que la misma estimulacion, lo cual indicaba
que en el tallo cerebral habia estructuras cuya activacion podia producir
simultdneamente un despertar EEG y conductual duradero. Moruzzi y Magoun
establecieron que el principal sustrato morfolégico para la generacion y mantenimiento
de la fase de vigilia era la formacion reticular del tallo cerebral y lo denominaron como,
sistema reticular activador ascendente (Moruzzi y Magoun, 1949).

En estudios posteriores se demostrd, que los impulsos ascendentes del tallo
cerebral hacia la corteza, para generar un EEG activado, pueden seguir una via a
través del tdlamo o bien por una via extratalamica a través del subtalamo y el
prosencencefalo basal (Jones, 1991). La ruta extratalamica para la activacion del
EEG, por el sistema reticular, es ventral al talamo, a través del subtalamo, hipotalamo y
prosencefalo basal. Al igual que en la via dorsal a través del talamo, las neuronas
donde se origina la via ventral se encuentran en el mesencéfalo y en el puente oral, 0
bien pueden situarse en el prosencefalo basal, como es el caso de las células
colinérgicas de esta region, que inervan de manera difusa la corteza cerebral. Las

células colinérgicas del prosencefalo basal reciben aferencias ascendentes desde
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algunas células colinérgicas, pero sobre todo desde células no colinérgicas de la

formacion reticular.

5.2. Suefio de Ondas Lentas

Pieron en 1913 realizé experimentos, en los cuales mantenia a perros
despiertos, los perros eran sacados a pasear por las noches en las calles de Paris,
ademas, eran sujetados a la pared con un pequefio collar de manera que no pudieran
relajarse para dormir. Este procedimiento suprimia del todo el suefio. La inyeccion del
fluido cerebroespinal de perros privados de suefio en la cisterna magna de animales
no privados de suefio, inducia el suefio durante 2-6 horas después de la inyeccion
(Pieron, 1913). Pappenheimer y sus colaboradores en 1967 realizaron una nueva
investigacion del fendbmeno de Pieron. Ellos obtenian el fluido cerebral de cabras
privadas de suefio a las cuales se les canalizaba el sistema ventricular y cuando este
fluido lo inyectaban en el sistema ventricular de gatos y ratas, el fluido inducia signos
clinicos de suefio, al menos por 18 horas, mientras que no habia cambios
conductuales en animales inyectados con fluido de cabras no privadas de suefio
(Pappenheimer et al., 1967). Mas tarde Jouvet y Renault en 1966 reportaron que la
destruccion total del sistema del rafe, desde la médula superior hasta la unién
ponto-mescencefalica, era seguida por un insomnio total que persistia durante 3 o0 4
dias (Jouvet y Renault ,1966).

El estudio clasico de los mecanismos neurofisiolégicos del suefio, es el de

Bremer en 1935. El observo la relacion que existe entre las secciones transversales



del tallo cerebral sobre el EEG cortical del gato. La seccion total del tallo realizada al
nivel de la union mesodiencefélica, seccionando todas las aferencias de los nervios
craneales, a excepcion de los pares | y Il y las eferencias motoras del cerebro, con
excepcion de las responsables de los movimientos oculares verticales, provoca signos
EEG y vegetativos semejantes a los del suefio de ondas lentas. La actividad EEG lenta
es permanente, con breves periodos de alertamiento que solo se logran por medio de
una estimulacion sensorial muy intensa. Bremer denomino a esta preparacion cerebro
aislado (del franceés “cerveau isolé”).

Con el fin de verificar la importancia de la formacion reticular en el control del
suefio, Bremer practicé una seccién total al nivel de la unién medular con el tallo
cerebral. La seccion en este nivel elimina toda la entrada somato-sensorial, dejando
intactas las aferencias de los nervios craneales. Bremer denominé a esta preparacion
encéfalo aislado (del francés “encephalé isolé”), con la que mostr6 que cuando el EEG
esta  sincronizado, la estimulacibn  sensorial produce el despertar
electroencefalografico y conductual de larga duracién asi como dilataciéon pupilar.
También, encontr6 que en ausencia de estimulos sensoriales, el animal presentaba
periodos espontaneos y alternantes de despertar y suefio, similares a los que
aparecen en el animal intacto (Bremer, 1935).

El suefio de ondas lentas se caracteriza por la aparicion de husos de suefio en
el EEG. Estos, consisten en una actividad sincronizada de 8 a 14 Hz, de 1 a 2
segundos de duracién, cuyo voltaje va aumentando gradualmente y luego disminuye

dandole la forma caracteristica de huso.
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Por otra parte, Hess en 1944 exploro el tallo cerebral mediante estimulacion
eléctrica a bajas frecuencias para entender el control de funciones como la presion
sanguinea, la respiracion y el ritmo cardiaco, al mismo tiempo descubrié que la
estimulacion ritmica del tdlamo, una estacion de relevo del cerebro entre el tallo
cerebral y la corteza, podia producir ondas lentas en el EEG y suefio conductual (Hess,
1944).

La estructura responsable de la aparicion de los husos de suefio, es el nlcleo
reticular del talamo. Esto ha podido comprobarse mediante, la lesidén de este nucleo, la
cual provoca la desaparicion de los husos de suefio. El nlcleo reticular del talamo,
actia como marcapasos, haciendo que los sistemas talamo corticales oscilen a la
frecuencia de 8 a 14 Hz. (Steriade et al., 1984; Steriade et al., 1990). Este fenbmeno
estd apoyado por el hecho de que la actividad EEG a la frecuencia de los husos de
suefo, puede registrarse en neuronas del ndcleo reticular del tAlamo, aisladas de sus
aferencias talamicas y corticales (Steriade, 1987).

Ademas, las neuronas GABAEérgicas del nucleo reticular del talamo son las que
descargan de forma espontanea a la frecuencia de los husos de suefio. Esta descarga
produce en los ndcleos de relevo talamicos hiperpolarizaciones ritmicas. La
hiperpolarizacion produce activacion de una corriente de calcio, que a su vez genera
una espiga y una salva de potenciales de accién. Los nucleos talamicos
paralaminares, transmiten hacia la capa uno de la corteza esta actividad. La salva de

potenciales de accion en la célula de relevo talamica excita las neuronas del nicleo

21



22

reticular del talamo y comienza de nuevo el ciclo (Steriade et al., 1993a; Steriade et al.,
1993b).

Las estructuras facilitadoras del suefio de ondas lentas han sido encontradas
en la parte caudal del tallo cerebral, la principal zona hipnogénica a este nivel es la
region del tracto solitario, cuya estimulacién eléctrica a baja frecuencia produce
sincronizacion en el EEG y conducta de suefio (Magnes et al., 1967). La existencia de
estructuras del tallo implicadas en la generacion del suefio en ondas lentas no se limita
al bulbo raquideo, sino que en el puente caudal también se han encontrado estructuras
cuya lesion produce tanto disminucién en la sincronizacion del EEG, como la aparicion
de vigilia.

La region predptica situada en el cerebro anterior es otra zona directamente
implicada en la generacion del suefio de ondas lentas. El area predptica va desde el
hipotalamo anterior hasta por delante del quiasma O6ptico, en esta area hay
subpoblaciones de neuronas colinérgicas (mayor nimero) que disparan durante la
vigilia y el suefio REM y una poblacién menor de neuronas GABAérgicas (25% del
total) que aumentan su frecuencia de descarga durante la somnolencia y alcanzan su
frecuencia maxima durante el SWS (McGinty y Szymusiak, 1998; Gritti et al., 1998;

Gallopin et al., 2000; Eggermann et al., 2001).

5.3. Suefio con movimientos oculares rapidos (REM)
Ademas del descubrimiento del suefio REM en el ser humano (Aserinsky y

Kleitman 1953), se demostré que esta fase del suefio también aparece en el gato y en



varias especies de aves y mamiferos (Jouvet, 1965). Este hallazgo ha permitido
avanzar en el conocimiento sobre los mecanismos neurobioldgicos responsables de la
instalacion y mantenimiento del suefio REM, debido a que en animales
experimentales, es posible explorar las regiones subcorticales y los cambios
bioquimicos responsables de la generacion de esta fase del suefio, en regiones
especificas del cerebro.

El suefio REM es un estado fisiolégico regulado a largo plazo por
neurotransmisores como la serotonina y la acetilcolina (Hernandez Pedn, 1965;
Jouvet, 1972; Calvo et al., 1992) entre otros. El suefio REM alterna con episodios de
suefio en ondas lentas (SWS) y siempre esta precedido y acompafado por la aparicion
de potenciales PGO (Jouvet, 1967; Thomas y Benoit, 1967).

Una red neuronal pontina ha sido postulada como la generadora del suefio
REM. La zona paramedial de tegmento pontino anterodorsal y el nucleo tegmental
pontino (el cual juega un papel importante en la generacion de los potenciales PGO)
han sido considerados como componentes importantes de dicha red neuronal para la
induccion del suefio REM (Sakai, 1979).

Debido a que los potenciales PGO siempre preceden el establecimiento del
suefio REM y debido a que su frecuencia aumenta durante este estado, existe un
consenso general de que los mecanismos generadores de los potenciales PGO,
constituyen un componente clave para la generacion y mantenimiento del suefio REM
(Jouvet, 1972; Jouvet,1984; Callaway et al., 1987).

Los primeros intentos por describir los mecanismos neurofisioldgicos del suefio
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REM fueron realizados por Jouvet en 1962. Con el fin de delimitar las zonas
responsables de su generacion, este autor realizé decorticaciones totales o parciales,
secciones a diferentes niveles del tallo cerebral y lesiones talamicas en gatos. Con la
decorticacion total o parcial, los animales continian presentando el suefio REM con
una periodicidad normal aunque no esta precedido por el SWS (Jouvet, 1962). Con las
secciones del tallo cerebral para separar el cerebro del tallo (seccion
mesodiencefélica), el suefio REM también aparece periodicamente. Por otro lado, la
seccion ponto-mecencefalica, provoca una disminucién en la frecuencia de aparicion
del suefio REM, sin embargo cuando esta fase se presenta la duracion de los
episodios tiene una duracion normal. En cambio, una seccion al nivel de la parte
posterior del nacleo reticularis pontis caudalis (RPC) suprime al suefio REM (Jouvet,
1962; Jouvet, 1972).

Estos resultados mostraron que los mecanismos generadores del suefio REM
se encuentran en la region pontina del tallo cerebral. Posteriormente, con el fin de
delimitar las estructuras de la region pontina involucradas en la generacién del suefio
REM, Michel Jouvet entre los afios 1962 y 1963 llevo a cabo lesiones bilaterales del
nucleo RPC y demostro que esta lesion provoca la desaparicion total de los fenébmenos
electroencefalogréaficos y periféricos caracteristicos del suefio REM (Jouvet, 1962,
1963). Més tarde en 1965 y en 1967 encontrd que la lesion bilateral pero solamente de
la parte medial del nucleo reticularis pontis oralis (RPO) y RPC no provoca ningun
efecto sobre la aparicion del suefio REM; mientras que la destruccion de la parte

mediolateral y caudal o rostral de dichas estructuras suprime al suefio REM (Jouvet,
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1965, 1967). Dada la heterogeneidad funcional y anatomica del tegmento pontino,
pronto surgio el interés por determinar que zona y que neurotransmisores de éste
serian los responsables de la aparicion del suefio REM. Jouvet en 1965 con su teoria
monoaminérgica propuso a la zona dorsolateral del puente como la regidon generadora
del suefio REM, concretamente a las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus
(Jouvet, et al., 1965; Jouvet et al., 1965). Por otra parte, se mostro que la acetilcolina
estd implicada en la generacion del suefio REM, desde los trabajos pioneros de
Hernandez Pedn en 1965 con aplicacion de cristales de acetilcolina en distintas
regiones del encéfalo del gato. Esta hipétesis ha sido apoyada tanto por técnicas de
registro unitario (Hobson et al., 1973; Hobson et al., 1974; Hobson et al.,1975), como
por lesiones selectivas de la zona dorsolateral del puente (locus coeruleus) (Caballero
y de Andres, 1986). Dicha hipétesis también ha sido apoyada con experimentos de
microestimulacion colinérgica en el tallo cerebral.

Una de las caracteristicas del suefio REM es la pérdida de la actividad muscular
(Jouvet, 1965) particularmente de los musculos antigravitatorios, que se produce por
un cese en la descarga de las motoneuronas que inervan a estos musculos. Este
fendbmeno se debe a una hiperpolarizaciébn sostenida de la membrana de las
motoneuronas (Morales et al., 1987). De manera intermitentemente pueden ocurrir
despolarizaciones provocadas por un aumento de la actividad excitatoria descendente
desde sistemas supraespinales, y entonces se producen las tipicas sacudidas del
suefio REM. La regién critica para la expresion de la atonia muscular durante el suefio

REM parece ser la parte dorsolateral del puente, mas concretamente los nucleos del
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locus coeruleus alphay del perilocus coeruleus alpha (Jouvet y Delorme 1965; Sakai et
al.,1977). La lesion bilateral de estas estructuras en el gato produce la desaparicion de
la atonia durante el REM, exhibiendo los animales una conducta motora denominada
‘conducta onirica” del gato, durante estos episodios los animales despliegan
conductas de orden instintivo, permaneciendo con los ojos cerrados (Sastre y Jouvet,
1979).

Durante el suefio REM el sistema motor muestra una gran activacion, pero su
efector final, la motoneurona, esta inhibida. Las neuronas del puente dorsolateral
actuan excitando a la formacion reticular bulbar magnocelular (Frmc) a través del
fasciculo tegmental reticular lateral, el cual a su vez inhibe las motoneuronas
espinales, a través de sus interneuronas (Sakai et al., 1977). De este modo las
neuronas del nucleo locus coeruleus alfa y las del perilocus coeruleus alfa resultan ser
neuronas ejecutoras, mientras que las neuronas de la formacion reticular bulbar
magnocelular son neuronas de relevo para transmitir la sefial a la medula espinal. Por
otra parte, la atonia es el evento del suefio REM mas facilmente observable tras la
inyeccion de agonistas colinérgicos como el cloruro de carbamilcolina (Carbacol) en el
puente.

Puesto que la liberacion de acetilcolina aumenta en la corteza durante el
suefio REM, mientras que la de noradrenalina y la de serotonina disminuyen (Hobson,
1990), la desincronizacion del EEG que caracteriza a este estado como tal, muy
probablemente tenga su origen en las estructuras colinérgicas del istmo

pontomescencefalico como el nucleo pedunculo pontino tegmental (PPT) y el nlcleo
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latererodorsal del tegmento pontino (LDT). Estos nldcleos ejercen una accion
inhibitoria sobre la actividad sincrénica del tdlamo y por lo tanto, tiene lugar la
desincronizacion cortical.

Finalmente, cabe mencionar que la formacion reticular pontina medial es la
estructura preoculomotora encargada de activar a los nacleos del sexto par craneal,
esta activacion genera los movimientos oculares conjugados, elemento caracteristico

del suefio REM.

5.4. Regulacién colinérgica del suefio REM

La hipotesis de que la acetilcolina juega un papel importante en la instalacion
del suefio REM fue propuesta por Jouvet en 1962 y por Hernandez Pedn en 1965.
Actualmente la microestimulacion colinérgica ha sido usada para activar poblaciones
neuronales especificas en el tallo cerebral. Esto ha permitido la induccién de episodios
de suefio REM duraderos y con una latencia de aparicién acortada, mediante la
microinyeccion de sustancias colinérgicas en una regién delimitada en la zona
paramedial del tegmento pontino anterodorsal (Vivaldi et al., 1980; Yamamoto et al.,
1990a; Yamamoto, et al., 1990b)

Existen ndcleos colinérgicos como el ndcleo laterodorsal del tegmento pontino
(LDT) y el nucleo pedunculo pontino tegmental (PPT), en los cuales muchas de sus
neuronas muestran aumentos de su actividad especificamente durante el suefio REM
(Datta et al.,1989; Sakai et al.,1990). Ademas, las neuronas del LDT y del PPT

proyectan fibras a los sitios reticulares pontinos mas efectivos para la induccién del
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suefio REM por la microinyeccion de carbacol (Quatrochi et al., 1989). La estimulacion
eléctrica de los nucleos LDT y PPT producen liberacion de acetilcolina en la formacion
reticular pontina medial. Ademas, los nucleos LDT y PPT han sido identificados como
parte de la red neuronal donde las PGOs son generadas (Sakai et al.,1990;
Datta,1994; Saito et al.,1977).

Todo lo anterior muestra que la instalacion del suefio REM es un fenbmeno
complejo en el que interviene principalmente la acetilcolina. Sin embargo, en dicho
fendmeno también resultan estar involucrados otros neurotransmisores los cuales han
sido menos estudiados. Es importante mencionar que aun queda por determinar la
interaccion entre dichas sustancias (ACh, GABA, glutamato, serotonina, etc) para
lograr un mejor entendimiento de los mecanismos de instalacion, asi como de los
mecanismos encargados del mantenimiento del suefio REM.

Es importante sefialar que el suefio REM se caracteriza por fenbmenos
electrofisiolégicos que se clasifican por su ocurrencia temporal en dos tipos: los
fendmenos ténicos y los fendmenos fasicos. Los fendmenos ténicos son aquellos que
se presentan de manera continua durante esta fase del suefio, tales como la activacion
EEG rapida, la atonia muscular y la actividad de ritmo theta hipocampico (actividad
observada principalmente en roedores). Se definen como fendbmenos fasicos, aquellos
gue se presentan en episodios que se repiten durante el suefio REM y ejemplo de
estos son: los movimientos oculares rapidos (del inglés Rapid Eye Movements;

REMS), los potenciales PGO y las sacudidas musculares breves (mioclonias).
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5.5. Mecanismos corticales de desincronizacion EEG

La actividad eléctrica rapida de entre 20-30 Hz y de bajo voltaje se presenta en
regiones diencefalicas, mesencefalicas y corticales. Esta actividad es semejante a la
activacion cortical que ocurre durante el estado de hiper-alerta o de atencién. Se ha
propuesto que la activacion cortical durante el suefio REM, se inicia en el nucleo RPC
e involucra al nacleo RPO, ya que la lesién de esta region suprime dicha activacion
durante la vigilia y durante el suefio REM (Jouvet, 1962). Existen vias ascendentes
responsables de la desincronizaciéon EEG del suefio REM, que cruzan difusamente por
el tegmento mesencefalico a través de los nucleos RPC y RPO, que hacen relevo en
los sistemas de proyeccion talamo-corticales e hipotdlamo-corticales para provocar la

desincronizacion EEG (Sakai, 1985).

5.6. Atonia muscular

Jouvet y Delorme demostraron que al lesionar la regién caudal del LC vy el
tegmento pontino en el gato, desaparece la atonia muscular durante el suefio MOR
(Jouvet y Delorme 1965). En estudios mas recientes, se ha logrado delimitar con
mayor precision dos regiones del LC responsables de la atonia muscular: el
peri-LC-alpha y la parte medial del LC-alpha en la regién pontina, ademas se ha
demostrado que también el nucleo reticular magnocelular (NRM) de la region bulbar
del tallo cerebral esta involucrado en este fendbmeno (Sakai, 1985; Sakai et al.,1986).
Las neuronas pontinas son las generadoras de la atonia y las bulbares son neuronas

de relevo. Ambas regiones, estan comunicadas anatomicamente a través del tracto
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lateral del tegmento reticular. A su vez, a través del tracto ventrolateral reticuloespinal
las neuronas pontinas y bulbares activan a las interneuronas del asta ventral de la
meédula espinal, las que inhiben a las motoneuronas para provocar la atonia muscular
de los musculos antigravitatorios. Ambos grupos neuronales involucran mecanismos

colinérgicos o colinoceptivos, en este fendémeno.

5.7. Movimientos oculares rapidos (REMs)

Los REMs aparecen desde el inicio del suefio REM de manera aislada o en
salvas de hasta 50 movimientos, con una frecuencia de 60-70 movimientos por minuto.
Es importante sefialar que son diferentes a los que ocurren durante la vigilia, ya que los
mecanismos que los generan, su distribucién temporal y patrén de ocurrencia son
diferentes (Mouret et. al., 1963). Los REMs que ocurren durante el suefio MOR, son
originados a nivel pontino y regulados de una manera compleja a nivel mesencefalico y
del coliculo superior (Valatx et al.,1964; Jeannerod, 1965; Perenin et al., 1971),
regiones donde los procesos de integracion cortical ejercen su efecto. En estudios
posteriores se han logrado identificar diferentes grupos neuronales de la region
pontina, que son los responsables de la generacion de los potenciales PGO.

Estos potenciales se propagan a los nucleos del VI, IV y Il pares craneales, que
forman el sistema oculomotor, para provocar los REMs del sueiio REM (Cespuglio y

Laurente, 1975; Cespuglio et al., 1977).
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6. POTENCIALES PONTO-GENICULO-OCCIPITALES (PGO)

Estos potenciales bioeléctricos monofasicos, que aparecen de manera fasica
durante el suefio REM con una amplitud de 300 pV y una duracion de 150
milisegundos, fueron registrados por primera vez en la region pontina del tallo cerebral
(Jouvet y Michel, 1959). Posteriormente, también fueron registrados en el cuerpo
geniculado lateral (LGB, del inglés Lateral Geniculate Body) (Mikiten et. al., 1961) y en
la corteza occipital (Mouret et. al., 1963). Debido a las regiones cerebrales donde
fueron registrados inicialmente, se les denomindé como, potenciales
Ponto-Geniculo-Occipitales (PGO) (Jeannerod, 1965).

En estudios posteriores se demostré que los potenciales PGO no aparecen de
manera aleatoria en la regién pontina, el LGB y la corteza occipital, sino que se
generan en la region pontina y se propagan hacia el LGB y después hacia la corteza
occipital (Bizzi y Brooks, 1963; Brooks y Bizzi 1963). Es importante destacar este
hallazgo, pues dio origen a la investigacion sobre la localizacion de las redes
neuronales responsables de generar a los potenciales PGO, que a su vez, son
fendbmenos electrofisioldgicos que forman parte de los mecanismos de instalacion y
mantenimiento del suefio REM. Ademas, este hallazgo permitié identificar a dichas
redes neuronales, como parte de los nucleos pontinos donde se integran diversas
funciones autonémicas. Esta localizacion le confiere a los mecanismos generadores
de los potenciales PGO, un caracter fisiolégico de orden vital. Por otra parte, este
hallazgo dio origen a numerosas investigaciones sobre la propagacién de los

potenciales PGO hacia diferentes regiones cerebrales.
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Los potenciales PGO siempre preceden por 20 a 30 segundos la instalacion del
suefilo REM, cuando todavia hay una actividad lenta electroencefalografica. A estos
periodos de transicién del suefio de ondas lentas al suefio REM, se les denomina
suefio fasico en ondas lentas (SFOL) (Thomas y Benoit, 1967).

Para fines de este trabajo, de aqui en adelante nos referiremos a estos periodos
como: suefio sincronizado con potenciales PGO (SP). En estos periodos, los
potenciales PGO comunmente ocurren de manera aislada, denominandoseles
potenciales simples y en ocasiones ocurren como potenciales dobles. Cuando
comienzan a ocurrir con unas frecuencias mayores y organizadas en salvas de tres o
mas potenciales, tiene lugar la instalacion del suefio REM. Este fendmeno ha permitido
considerar a los mecanismos generadores de los potenciales PGO, como el
componente central de los mecanismos de instalacion y mantenimiento del suefio
REM.

Con el analisis de las caracteristicas intrinsecas de los potenciales PGO, en el
gato se ha encontrado que son una constante biolégica ya que su numero de 13,000 +
1,500 potenciales es igual cada 24 horas. Ademas, estos potenciales son regulados a
largo plazo, ya que la privacion de suefio REM, que implica la privacién de potenciales
PGO es seguida del aumento de estos potenciales, recuperandose hasta el 95% de
ellos en los siguientes dos dias. En condiciones normales, durante el suefio REM,
ocurren como potenciales simples o dobles, organizados en salvas de tres, cuatro
cinco, seis y hasta de 50 potenciales. Su amplitud puede variar entre 300 y 400 pVv

cuando son simples y cuando aparecen en salvas su amplitud varia entre 150y 250 pVv
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(Mouret et al., 1968; Jouvet, 1972). Los potenciales PGO fueron descubiertos en el
gato y mas tarde, se demostr6 que también pueden ser registrados en la rata
(Cespuglio et al., 1977) y en diferentes especies de monos (Balzamo, 1980). En el
humano, se ha logrado registrar potenciales electroencefalograficos equivalentes a los
potenciales PGO (Miyauchi et al., 1987) y recientemente, las imagenes cerebrales
obtenidas mediante tomografia por emision de positrones, muestran el aumento de la
actividad metabolica del LGB y de la corteza occipital durante el suefio REM (Peigneux

et al., 2001).

6.1. Generacion pontina de los potenciales PGO

A partir de lesiones electroliticas, transecciones y estimulaciones eléctricas de
diferentes areas del tallo cerebral, se ha mostrado que el tegmento pontino es el sitio
donde se generan los potenciales PGO. Las neuronas responsables de la generacion
de los potenciales PGO estan distribuidas en diferentes nucleos del tegmento caudal
mesencefalico y del tegmento rostral pontino. El area “x”, la parte rostral del nucleo
parabraquial lateral, el nucleo tegmental laterodorsal y la parte rostral del nacleo locus
coeruleus alpha.

En estudios sobre la actividad unitaria neuronal, se ha mostrado que las
neuronas tegmentales estan involucradas en la generacion de los potenciales PGO,
pues solamente se activan en forma de salvas (3 a 5 potenciales) con una frecuencia
de entre 600 y 800 Hz, precediendo (5 a 25 mseg) a cada potencial PGO registrado en

el LGB. Estas neuronas reciben el nombre de neuronas “PGO-on.” Este tipo de
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neuronas se localizan en el area “x”, en el LDT, en la parte rostral del LC alfa 'y en la
region parabraquial (PBL). Ademas, la estimulacion eléctrica del LGB vy la del nucleo
centralis lateralis del tAlamo producen una excitacién antidromica de estas neuronas
PGO-on. La estimulacion eléctrica de estructuras tegmentales dorsales que contienen
células PGO-on, provoca la aparicion de potenciales PGO en el LGB y en la corteza
cerebral, mientras que la destruccion de estos elementos produce la abolicion de los
potenciales PGO talamo-corticales (Sakai y Jouvet, 1980; Sakai, 1985).

En otra serie de estudios neurofisiolégicos sobre la actividad neuronal de la
region PBL, se ha mostrado que esta region contiene neuronas que estan activas
durante la vigilia, que disminuyen su frecuencia de descarga durante el SWS, llegando
a su frecuencia mas baja durante el suefio REM, pero que ademas descargan en
salvas de 600 a 800 Hz, de 10 a 15 milisegundos antes de cada potencial PGO del
LGB (Datta y Hobson, 1994; Datta, 1995).

También se ha mostrado que la lesion unilateral de la region PBL, mediante la
aplicacion topica de acido kainico, provoca la disminucion significativa del nimero de
potenciales PGO, particularmente en el LGB ipsilateral a la lesion, donde disminuyen
hasta en un 85%. En este estudio, también se encontré que la disminucion de los
potenciales PGO, no altera la tasa diaria de las diferentes fases del ciclo suefio-vigilia.
(Datta y Hobson, 1995). Por lo tanto, los resultados de esta serie de estudios hacen
evidente que la region PBL juega un papel exclusivo e importante, dentro de los
mecanismos de generacion de los potenciales PGO.

En la generaciéon de los potenciales PGO, también participan algunos



neurotransmisores que actuando sobre las regiones pontinas mencionadas, pueden
inhibir o facilitar la ocurrencia de estos potenciales. A partir de estudios
neurofisiolégicos y farmacoldgicos, se ha concluido que las monoaminas cerebrales
inhiben la aparicion de los potenciales PGO. La administracion de reserpina, farmaco
gue disminuye tanto los niveles cerebrales de serotonina (5-HT) y norepinefrina (NE),
induce la instalacion y ocurrencia de potenciales PGO independientes de los estados
del suefio, durante 24 horas (Matsumoto y Jouvet, 1964; Delorme et al., 1965; Brooks
y Gershon, 1971; Brooks y Gershon, 1972). Este fendmeno también se ha mostrado
con la deplecion selectiva de serotonina, mediante la aplicacion de
para-clorofenilalanina (PCPA) (Delorme et al., 1966; Ruch-Monachon et al., 1976).
Por otra parte, la administracion topica de 6-hidroxi-dopamina (agonista
monoaminérgico) (Matsumoto y Jouvet, 1964; Buguet et al., 1970) o de serotonina en
el tegmento pontino (Horner et al., 1997), provoca la inhibicion de los potenciales PGO.
Asimismo, la administracion sistémica de eltaprozina (Luebke et al., 1992) un agonista
serotoninérgico, disminuye significativamente el numero de potenciales PGO
(Quattrochi et al., 1992; Quattrochi et al., 1993). Ademas, en estudios in vitro con
rebanadas del tallo cerebral, se ha mostrado que la perfusién de serotonina en el
nacleo LDT, provoca la hiperpolarizacion de las neuronas PGO-on (Luebke et al.,
1992). En otra serie de estudios experimentales se ha mostrado que el
neurotransmisor, que por excelencia participa en la generacion de los potenciales
PGO, es la acetilcolina. Las neuronas colinérgicas ubicadas en el tegmento pontino,

en los nucleos LDT, PPT y en el nucleo lateral marginal de la regién PBL, juegan un
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papel determinante en la produccion de PGOs (Henriksen et al., 1972; Jouvet, 1972;
Shouse y Siegel, 1992; Steriade, 1992). El papel de la acetilcolina en la generaciéon de
los potenciales PGO, también ha sido demostrado por la administracion topica de
agonistas colinérgicos. La microinyeccion de carbacol en el area peribraquial
caudo-lateral (C-PBL), induce la instalacion de potenciales PGO independientes de los
estados del suefio durante 8 a 10 horas. Ademas, se incrementa el nUmero de estos
potenciales durante los episodios de SP y de suefio REM en un periodo de hasta seis
dias posteriores a la microinyeccion (Datta et al., 1991; Datta et al., 1992). Por otra
parte, se ha logrado determinar que los receptores muscarinicos del tipo M2, son los

gue estan involucrados en este fendmeno (Datta et al., 1993).

6.2. Propagacion de los potenciales PGO

La propagaciéon de los potenciales PGO hacia diversas regiones cerebrales y
medulares, indica que estos potenciales provocan la activacion fasica o intermitente,
de circuitos y sistemas cerebrales encargados de funciones sensoriales, motoras,
autonémicas y cognitivas (Jouvet, 1972; Callaway et al., 1987). Es de interés
mencionar, que la activacién de estos sistemas por los potenciales PGO durante el
suefio REM, en ocasiones es de mayor intensidad que la provocada por los estimulos
ambientales durante el estado de vigilia. Estos fendmenos han sido motivo de
numerosas investigaciones, estos trabajos han tratado de analizar cudles son las
regiones cerebrales activadas por los potenciales PGO, cual es el resultado de esta

activacion y que funcioén tiene la activacion fasica del cerebro durante el suefio REM.
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El descubrimiento inicial de la propagacion de potenciales PGO hacia el LGB y
la corteza occipital (Bizzi y Brooks, 1963; Brooks y Bizzi, 1963), dio origen a estudios
neurofisiolégicos donde se logré delimitar las vias anatomicas y el modo de
propagacion de estos potenciales. Los potenciales PGO se propagan desde su origen
pontino hacia el LGB, a través del fasciculo longitudinal medio del cerebro anterior. Su
propagacion es predominantemente hacia el LGB ipsilateral y cuando se presentan en
salvas de dos 0 mas potenciales, también se propagan hacia el LGB contralateral, a
través de las fibras de la comisura anterior (Laurent et al., 1974a).

Por otra parte, la activacion fasica del sistema visual por los potenciales PGO,
inicié la busqueda de la probable funcién de este fendmeno. El andlisis de la actividad
neuronal del LGB durante la estimulacion luminosa o eléctrica del quiasma Optico,
mostro que los potenciales PGO bloguean el paso de la informacion aferente hacia la
corteza visual. Este fendmeno a su vez implica la elevaciéon del umbral al despertar, por
impedir el paso de estimulos sensoriales aferentes. Por lo tanto, se ha propuesto que
una funcién de los potenciales PGO es la de preservar el curso del suefio REM
(Laurent et al., 1974b; Laurent et al., 1977).

En otros estudios con gatos recién nacidos, se encontré que el bloqueo de la
propagacion de los potenciales PGO durante el crecimiento, deteriora el desarrollo
anatomico y funcional del LGB. Cuando estos animales llegan a la edad adulta, las
neuronas de sus LGBs no estan organizadas en capas bien diferenciadas, su nimero
y tamafio es menor que en los gatos control y ademas estas neuronas responden con

una latencia mayor y frecuencia menor ante estimulos luminosos o eléctricos en el
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quiasma optico (Davenne y Adrien, 1984; Davenne y Adrien, 1987; Davenne et al.,
1989). Estos hallazgos apoyan solidamente la hipotesis de que la activacion fasica
cerebral, debida a la propagacion de los potenciales PGO, tiene una funcion
importante en el desarrollo del sistema nervioso.

Otros investigadores han hecho evidente que ademas de propagarse al sistema
visual, los potenciales PGO se propagan hacia diversos sistemas y regiones
cerebrales. Estos potenciales también han sido registrados en el nacleo coclear y la
corteza auditiva (Roffwarg et al., 1979). Es importante mencionar que en las regiones
cerebrales donde no se registran potenciales de campo semejantes a los PGO, el
registro unitario de la actividad neuronal, muestra que el 75% de las neuronas
corticales presentan cambios en su frecuencia de descarga, que estan directamente
relacionados con la ocurrencia de los potenciales PGO (Callaway et al., 1987).

Por otro lado, la evidente relacion entre la ocurrencia de los movimientos
oculares rapidos del suefio REM y los potenciales PGO, propicié el estudio de las
relaciones fisioldgicas entre estos potenciales y el sistema oculomotor. Actualmente
estd demostrado que los potenciales PGO se propagan hacia los nucleos del VI, IV y Il
pares craneales, que dan origen a las fibras que inervan a los masculos intrinsecos de
los globos oculares. Cada potencial PGO que se propaga a estos nucleos, provoca la
contraccion contralateral y la inhibicion ipsilateral de los muasculos intrinsecos del 0jo,
dando como resultado movimientos conjugados de los ojos durante el suefio REM

(Cespuglio et al., 1975; Cespuglio et al., 1976).

38



Otro aspecto importante de los potenciales PGO, es su propagacion hacia las
astas ventrales de la médula espinal, para inducir y mantener la atonia muscular del
suefio REM. En estudios electrofisiologicos sobre la actividad de las motoneuronas, se
ha encontrado que éstas presentan potenciales postsinapticos inhibitorios, que
coinciden con la ocurrencia de los potenciales PGO durante el suefio REM. También
se ha demostrado que los potenciales postsinapticos inhibitorios, comienzan a
presentarse desde los episodios de SP, estados transicionales entre el SWSy el suefio
REM, coincidiendo con los potenciales PGO que preceden a la instalacion de esta fase
del suefio (Chase y Morales, 1990; Lopez-Rodriguez et al., 1992; Morales et al., 1987).

Ademas de los movimientos oculares, fendbmenos visuales y auditivos, que
suceden fasicamente durante el suefio MOR, las funciones autonomicas también
tienen variaciones fasicas (Baust et al., 1972; Orem, 1998; Orem, 1980;
Dunin-Barkowski y Orem, 1998; Taylor et al., 1985).

Asimismo, en cada episodio de suefio REM se presentan diferentes tipos de
emocion, reminiscencias personales variadas y fendomenos mentales “alucinatorios”
incoherentes e incongruentes (Hobson y Pace-Schott, 2002).

En el sistema limbico se integran funciones relacionadas con las emociones y
los cambios vegetativos asociados a éstas, con los procesos de la memoria y en
condiciones patolégicas, genera fendmenos alucinatorios. Estas propiedades del
sistema limbico dieron origen al andlisis de su actividad electrofisiol6gica durante el
suefio REM y su relacién con la ocurrencia de los potenciales PGO. Los resultados de

este analisis muestran que los potenciales PGO también se propagan hacia la
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amigdala del I6bulo temporal, el hipocampo dorsal y las regiones anterior y posterior
del cingulo. En estas estructuras se registran potenciales de campo, bifasicos y lentos
(250 a 300 mseg), con latencias mayores a los potenciales PGO del LGB que son de
25 mseg mas en el hipocampo, de 30 mseg mas en el cingulo y de 40 mseg mas en la
amigdala (Calvo y Fernandez-Guardiola, 1984). El analisis de la actividad neuronal
unitaria de los nucleos central, basal y basolateral de la amigdala, mostré que las
neuronas amigdalinas alcanzan su maxima frecuencia cuando ocurren los potenciales
PGO en el suefio REM, siendo el nucleo central el mas representativo de este

fendbmeno (Calvo y Simén-Arceo, 1999).

6.3. Regulacién y control de los potenciales PGO

El nimero y patron de ocurrencia de los potenciales PGO son constantes
bioldgicas reguladas por los nucleos pontinos que los generan y a su vez otras
regiones cerebrales pueden ejercer un control sobre ellas. Se ha mostrado que la
estimulacién eléctrica de los nucleos del rafe, del cerebelo y de la corteza frontal
durante el suefio REM, disminuye el nimero de los potenciales PGO (Simon et al.,
1973) y la lesion o ablacion de estas estructuras, facilita la ocurrencia de los
potenciales PGO (Gade-Ciria, 1972; Gadea-Ciria y Fuentes, 1976; Gadea-Ciria,
1976).

Dentro de los sistemas sensoriales, se ha demostrado que la via visual y la
auditiva, tienen un efecto facilitatorio sobre los potenciales PGO. La estimulacion

eléctrica del LGB aumenta el nimero de potenciales PGO (Nelson et al., 1983). La
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estimulacion auditiva durante el suefio REM también incrementa el numero de
potenciales PGO (Drucker-Colin et al., 1983; Roffwarg et al.,, 1979; Sanford et al.,
1992).

En relacion con el sistema limbico, existen evidencias de que la amigdala del
I6bulo temporal, juega un papel facilitatorio en la generacion de los potenciales PGO.
La estimulacion eléctrica de la amigdala durante el suefio REM provoca un aumento
significativo en el ndmero de potenciales PGO, también provoca un aumento
significativo en su amplitud y ademas provoca un aumento significativo en el numero
de salvas de estos potenciales (Calvo et al., 1987). El control facilitatorio de la
amigdala sobre los potenciales PGO también se ha hecho evidente mediante la
aplicacion topica de agentes colinomiméticos y del péptido vasoactivo intestinal (VIP)
en la amigdala. La microinyeccion de estas substancias particularmente en el nucleo
central amigdalino, induce el incremento significativo del numero total de PGOs, del
namero de salvas y de la amplitud de los potenciales PGO (Calvo et al., 1996; Calvo y
Simon-Arceo, 1999; Simon-Arceo et al., 2003).

Los resultados obtenidos de los estudios mencionados, indican que los
potenciales PGO son una constante bioldgica regulada a largo plazo, y que son
generados por regiones pontinas donde se integran funciones vegetativas de orden
vital. Por otro lado, existe un consenso general de que los mecanismos generadores
de los potenciales PGO, son el componente central de los mecanismos de instalacion
y mantenimiento del suefio REM. Su ocurrencia precediendo a cada episodio de suefio

REM y el hecho de que elevan el umbral al despertar, por impedir el paso de estimulos



42

sensoriales, apoyan esta idea.

Un aspecto que indica la importancia de los potenciales PGO, es el de activar
de manera fasica a practicamente todas las regiones cerebrales durante el suefio
REM, el cual a su vez es un estado fisiolégico de activacion cerebral en ausencia de
estimulos del medio ambiente. Al suefio REM se le han propuesto diversas funciones,
gue no son excluyentes entre si, entre ellas esta la funcion de participar en la
consolidacion de la memoria y la de preservar las funciones genéticamente
determinadas, en la eliminacion de radicales libres, en el restablecimiento de las
membranas neuronales y en el establecimiento de nuevos contactos dendriticos. Para
ello, las neuronas necesitan ser activadas, es probable que la activacion fasica
cerebral provocada por los potenciales PGO cumpla con tal propdésito. EI hecho de que
durante el suefio REM haya un aumento de la sintesis proteinica apoya estas

funciones.



7. Region peribraquial caudo-lateral (C-PBL)

El nucleo parabraquial (PBN) esta constituido por un grupo de neuronas que
rodean al pedunculo cerebelar superior en la porcion dorso lateral de la region pontina.
El PBN esta involucrado en funciones sensoriales, viscerales, conductuales y
neuroendocrinas, como el gusto (Norgren, 1976), la respiracion (Bertrand y Hugelin,
1971), el control cardiovascular (Mraovitch et al., 1982), la secrecion de
adrenocorticotrofina (ACTH) (Ward et al., 1976) y en la regulacion del suefio (Saito et
al., 1977). Por otra parte, se ha demostrado la participacion del sistema colinérgico del
tallo cerebral en la generacion del suefio REM y en la génesis de los potenciales PGO.

Existen grupos de neuronas que también rodean al pedunculo cerebelar
superior, al nivel de la formacion reticular pontomescencefalica, denominada regién
parabraquial (PBL), esta region juega un papel predominante en la generaciéon de los
potenciales PGO. Esta region se extiende desde el borde caudal del nucleo rojo, hasta
el polo rostral del PBN. Los nucleos mayores de la regién PBL son: el nicleo tegmental
pedunculo pontino (PPT), el ndcleo tegmental laterodorsal (LDT) y el nucleo
cuneiforme (NCF) (Saper y Loewy, 1980; Fulwiler y Saper, 1984). La regién
parabraquial en el gato incluye tanto ndcleos colinérgicos como nucleos no
colinérgicos y estos se localizan entre el nivel estereotaxico anterior 1 y posterior 5.

La parte rostral de la region peribraquial (R-PBL) es mas medial y ventral si se
compara con la region peribraquial caudo-lateral (C-PBL) (Datta y Hobson, 1994). Con
base en la localizacion, densidad y respuestas fisiologicas de estas células

colinérgicas, la region PBL puede ser dividida en R-PBL y C-PBL. El C-PBL se extiende
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desde el plano estereotaxico posterior 2 hasta el 5 y el area comprendida entre los
planos posteriores 3.5 y 4.5 es donde se generan los potenciales PGO (Datta et al.,
1992).

Desde el estudio realizado por Saito en 1977, en el cual registré las neuronas de
la region parabraquial del gato, se mostrd la participacion de esta regién sobre la
actividad PGO (Saito et al., 1977). En estos registros él observé que las neuronas
disparaban en salvas de 3 a 5 potenciales de accién que duran aproximadamente 20
mseg y aparecen de 5 a 25 mseg antes de los potenciales PGO registrados en el LGB.
Estos resultados muestran que la region PBL juega un papel central en la generacion
de los potenciales PGO. En otros estudios, Sakai y Jouvet en 1980 también
encontraron otros grupos neuronales pontinos que pueden ser excitados
antidromicamente por la estimulacion del LGB (Sakai y Jouvet 1980), estas neuronas
también muestran salvas de disparo que preceden a los potenciales PGO registrados
en el LGB. Estas neuronas se localizaron principalmente en el tegmento pontino dorso
lateral, en el locus coeruleus rostral y en una area denominada el area “x”. Esta area
“x” contiene células medianas y grandes localizadas dorsolateralmente al borde lateral
del brachium conjuntivum (BC) y se extienden desde el extremo caudal del nucleo
oculomotor hasta el polo rostral del nacleo PBL (Koyama y Sakai, 2000).

En estudios neuroanatbmicos donde se utilizaron marcadores de transporte
retrogrado y anterégrado, se mostré que el PBL esta conectado con otras estructuras
pontinas relacionadas con la generacion de los potenciales PGO y con la generacién

del sueiio REM. Los axones de las neuronas del PBL terminan en el campo tegmental
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giganto celular (FTG), en el rafe y en el locus coeruleus. La region PBL también recibe
proyecciones desde el rafe y desde el LC. Asimismo, tiene conexiones reciprocas con

el nucleo central amigdalino, a través del haz amigdalofugal ventral.



8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque a partir de numerosos estudios experimentales se ha demostrado que
el suefio REM se integra en diferentes regiones del tallo cerebral y prosencefélicas,
aun no es del todo claro como es que actiuan los diferentes neurotransmisores y
factores neurohumorales en dichas estructuras. Para avanzar en el conocimiento de la
regulacion del suefio REM, es necesario considerar que éste es un estado fisiologico
complejo, generado por diversos procesos electrofisiolégicos y neuroquimicos.
Actualmente en el gato, aun queda por conocer la participacion e influencia del acido
gamma-aminobutirico (GABA) y del glutamato en regiones pontinas sobre los
mecanismos de generacion de suefio REM y sobre los potenciales PGO. Nosotros
proponemos que durante el suefio lento, el GABA puede estar inhibiendo las regiones
colinérgicas del tallo cerebral y por el contrario durante el suefio REM el glutamato
puede estar promoviendo la activacion de estas mismas estructuras. En un estudio
previo realizado por Datta y colaboradores sobre los mecanismos generadores de los
potenciales PGO, se demostr6 que la aplicacion topica de carbacol (agonista
muscarinico no selectivo, Sigma) en la regién C-PBL del tegmento pontino, provoco la
aparicion ininterrumpida de potenciales PGO, independientes de los episodios de SP y
de suefio REM, durante 4 a 6 horas y que este fendmeno va seguido de la instalacion
de un numero elevado de episodios de suefio REM (Datta et al., 1992). Este efecto
sera comparado con los efectos de microinyecciones de muscimol (agonista de los
receptores GABA,, Sigma) y por otra parte, con las microinyecciones del aminoacido

excitatorio L-Glutamato (agonista de todos los tipos de receptores a glutamato; acido
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L-glutdmico, Sigma). Durante el desarrollo de este protocolo experimental, se
estimulara quimicamente la region C-PBL y se obtendran registros de 23 horas. A la
fecha, se desconocen los efectos del GABA y del glutamato sobre la actividad PGO y

el suefio REM.

9. HIPOTESIS
La administracion de agonistas GABAérgicos disminuira la ocurrencia del
suefio REM vy la aparicibn de potenciales PGO, por el contrario los agonistas

glutamatérgicos y colinérgicos promoveran la aparicién de ambos fenémenos.

9.1. OBJETIVO GENERAL
Conocer, describir y analizar los efectos de la administracion local de agonistas
GABAérgicos, glutamatérgicos y colinérgicos en la region C-PBL sobre la regulaciéon

del suefio REM vy la actividad PGO.

9.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar microinyecciones de agonistas colinérgicos, GABAérgicos Yy
glutamatérgicos en la region C-PBL para determinar sus efectos sobre la
arquitectura del suefio en el gato.

b) Determinar la latencia de aparicion al primer episodio de suefio REM y de los

potenciales PGO a partir del momento de la microinyeccion de las sustancias.
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c) Determinar la arquitectura y la organizacion temporal del suefio, a partir de
registros poligraficos de 23 horas, llevados a cabo en condiciones control
(salina) y después de la administracion de las sustancias (administracion
bilateral).

d) Analizar el nUmero, duracion promedio y porcentaje total de cada fase del suefio
y de la vigilia (W). También se analizara, la latencia para cada una de las fases
del suefio lento (SWS1, SWS2, SP).

e) Determinar el efecto de las tres sustancias sobre la frecuencia y patron de

ocurrencia de los potenciales PGO.

10. MATERIAL Y METODO

10.1. Sujetos experimentales

Se utilizaron 14 gatos adultos machos (Felix domésticus), con un peso de entre
3y 3.8 Kgs. en preparacion cronica, con electrodos para el registro del suefio y con
canulas para la administracién de sustancias. Los gatos fueron proporcionados por el
bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz. Los gatos
utilizados se encontraron en perfectas condiciones de salud al momento de la
operacion y durante toda la fase experimental, en el bioterio se encargaron de
desparasitar y de vacunar a los animales, tratando asi de evitar la presencia de
cualquier variable extrafia, como temperatura o infecciones que pudieran modificar la
arquitectura del suefio, de manera que estas variables nunca afectaron nuestros

resultados. Se cumplié con todos y cada uno de los criterios internacionales para el
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uso de animales de experimentacion. Todos los experimentos, se realizaron siguiendo
los lineamientos técnicos y éticos para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio emitidos por SAGARPA (NOM-062-Z00-1999, México) y fueron aprobados
por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente Mufiz”
Proyecto NC123340.0.

10.2. Material

3 camaras sonoamortiguadas para registro polisomnografico de gato
Mesa para intervenciones quirargicas de animales experimentales
Aparato estereotaxico para gato

Material quirargico

Acrilico dental

Cera para hueso

Hilo para suturar 000

Alambre de acero inoxidable (0.05 mm de diametro, aislado con barniz)
Electrodos epidurales de acero inoxidable en forma de clavo

Canulas calibre 32, 26,y 24

Micro jeringa Hamilton (1ml, 10ml)

Bomba de perfusion

Sustancias

Antibitticos (Benzetazil 1 000 000, terramicina, Amoxivet)
Antisépticos (agua oxigenada, alcohol, isodine, benzal)

Carbacol (Sigma), 8ug/0.5ul de solucion salina

Muscimol (Sigma) 100uM/0.5ul de solucién salina

Acido L-glutamico (Sigma) 30ng/0.5ul de solucién salina
Solucion salina

Rompun (0.5ml/dosis Unica)

Propofol (administrado via intavenosa durante toda la operacion)
Formaldehido al 37%

Aparatos

3 poligrafos Grass modelo 78-D (8 canales)

2 osciloscopios Tektronix Modelo TDS-210

3 computadoras para procesamiento estadistico de los datos experimentales
Céamara de video

Criostato



10.3. Procedimiento quirurgico

Las intervenciones quirargicas para la implantacion cronica y estereoataxica
(Snider y Niemer, 1961) de los electrodos y canulas se realizaron bajo anestesia
general con Propofol (200 mg/150 ml), precedido de un relajante muscular Rompun
(0.5 ml administrado de manera intramuscular), para el facil manejo del animal. Los
animales fueron canalizados para administrarles suero durante la cirugia y para
administrar el anestésico de manera simultanea.

Una vez expuesto el craneo, el techo del seno frontal se abri6 parcialmente y se
colocaron los electrodos para el registro del electrooculograma (EOG) en los limites
anterior y posterior de la 6rbita ocular. Se practicaron unas aberturas de 5 x 7 mm
aproximadamente en el hueso del craneo, las cuales permitieron la penetracion de
microelectrodos en diferentes planos horizontales y verticales. Se colocaron
bilateralmente canulas guia (calibre 24) en ambas regiones C-PBL (Angulo = 38°,
Posterior = 4.0, Lateral = 4.5; Vertical = -2.5) para la microinyeccién de carbacol (8
pg/0.5 pl), muscimol (100 uM / 0.5 pl) y L-glutamato (30 ng/ 0.5 pl). Las canulas se
colocaron 3 mm arriba de la regién C-PBL, con el fin de evitar dafio tisular previo y
realizar las microinyecciones en un sitio libre de lesién. En estas canulas se coloc6 un
mandril (calibre 36) de acero inoxidable para evitar que las canulas se taparan, este
mandril solo fue retirado al momento de hacer las microinyecciones e inmediatamente
después se introdujo de nuevo.

Para la microinyeccion de los farmacos, se utilizé un inyector (canula calibre 36)

3 mm mas largo que las canulas. Los electrodos para el registro del

50



electroencefalograma (EEG) se colocaron de manera superficial sobre la corteza
sensoriomotora (sobre el hueso y para registrar predominantemente los husos del
suefo) y sobre la corteza visual en donde hemos registrado la propagacion de los
potenciales PGO.

Para el registro de los potenciales PGO se colocaron estereotaxicamente
electrodos constituidos por 5 alambres de acero inoxidable (de 0.25 mm de grueso y
con 0.5 mm de separacion vertical entre las puntas) en ambos cuerpos geniculados
laterales (Anterior = 6.5, Lateral = 9.5, Vertical = +3.0).

También se colocaron bilateralmente electrodos monopolares en los musculos
dorso cervicales de la nuca (cuello) para el registro del electromiograma (EMG) y un
eléctrodo méas sobre el seno frontal que fue utilizado como electrodo tierra. Los
alambres provenientes de todos los electrodos fueron soldados a un conector de 25
puntas, finalmente los electrodos y canulas fueron fijados al craneo con acrilico dental.
Todo este arreglo permitié hacer la valoracién y analisis del ciclo suefio-vigilia durante
y después de la realizacion de los registros polisomnograficos. En el cemento acrilico
también se incluyeron 2 bujes de 3 mm de diametro, que sirvieron para sujetar la
cabeza del animal en ausencia de dolor al aparato estereotaxico, para llevar a cabo las
microinyecciones.

Al finalizar las intervenciones quirdrgicas, se aplicaron antibiéticos tépicamente
en los bordes de las heridas (terramicina) y por via intramuscular (Benzetazil 1 000 000
Ul) una sola vez para evitar posibles infecciones. Ademas se le administro al animal

suero (solucion salina 9%), los 3 0 4 dias posteriores para facilitar su recuperacion.
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Periodos de recuperacion y habituacion a las situaciones experimentales.

Inmediatamente después de las intervenciones quirdrgicas los animales fueron
sometidos a un periodo de recuperacion de 8 a 10 dias. Durante este periodo los gatos
permanecieron en la camara de registro (sonoamortiguada) con libre acceso de agua y
alimento; bajo un ciclo de luz-oscuridad constante (12:12 hrs) a temperatura ambiente.
Su periodo de luz fue de 8 am a 8 pm, siendo el de oscuridad de 8 pm a 8 am,
aproximadamente. Los gatos fueron alimentados y “aseados” entre las 8 y 9 de la
mafiana. Antes de comenzar las series experimentales y los registros control, los
animales fueron habituados a los cables y a las condiciones de registro, los animales
fueron conectados durante las 24 horas del dia en ausencia de registro durante una

semana.

10.4. Registros polisomnogréficos.

Los animales fueron registrados y mantenidos en cajas sonoamortiguadas para
registro poligrafico de suefio (2.5 m x 90 cm). Ya habituados los gatos comenzaron los
registros control (microinyeccién de 0.25 ul de solucién salina en la region C-PBL) y
después las series experimentales, los animales fueron registrados siempre durante
23 horas, de nueve de la mafiana a ocho de la mafiana del dia siguiente dejando una
hora para limpiar las cajas y alimentar a los animales.

Estos registros fueron valorados y calificados visualmente, se registraron dos
cortezas, dos cuerpos geniculados laterales, el EOG y el EMG. Estos registros fueron

analizados tomando en cuenta la duracion promedio, el porcentaje, la latencia y el
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namero total de todas y cada una las fases del ciclo suefio-vigilia. Los valores
obtenidos en cada una de las situaciones experimentales fueron los que se

compararon con los valores de los registros control.

PROCEDIMIENTO

- Todos los gatos fueron registrados durante 23 horas (un registro de linea base y
un registro por cada dosis).

- 14 gatos fueron preparados para las microinyeccciones de la region C-PBL.

- Durante la primera semana post linea base (registro control), todos los animales
recibieron una dosis bilateral de carbacol (un registro de 23 horas).

- Tras la estimulacion colinérgica y de manera aleatoria se administrd muscimol o
L-glutamato y se realiz6 un registro de 23 horas.

- Cada farmaco fue administrado con un intervalo de una semana. De esta
manera, cada animal recibié cada uno de los farmacos con una semana de

separacion.

10.5. Administracion de sustancias

Las microinyecciones de carbacol, de muscimol y de L-glutamato se realizaron
una vez a la semana, siempre a la misma hora (nueve de la mafiana). El procedimiento
de las microinyecciones fue el siguiente: todas las sustancias fueron pesadas y
diluidas el mismo dia de la microinyeccion, para obtener las concentraciones y

volimenes deseados. Los inyectores construidos con una canula (calibre 36) fueron



conectados a un catéter (calibre 34) y este a la vez se conect6 a una jeringa Hamilton
de 1ul, se comprobé el flujo de la sustancia a través del sistema de inyeccion. Las
microinyecciones fueron siempre de manera bilateral en la region C-PBL. Para
administrar las sustancias, se retiré el “mandril” e inmediatamente después el inyector
fue insertado en la canula guia. El tiempo de administracion de las sustancias fue de 2
minutos y siempre se utiliz6 una bomba de perfusién continua. Al término de la
administracion de la sustancia, el inyector se mantuvo en el sitio de inyeccion dos
minutos mas. Después, se retird el inyector y se verifico el flujo de la sustancia,
inmediatamente después se inserto nuevamente el “mandril”. Este procedimiento tomé
entre 6 y 8 minutos.

La dosis de carbacol utilizada (4.0 pg/0.25 pl) fue elegida a partir de resultados
obtenidos en estudios previos (Baghdoyan et al., 1989). Un sitio efectivo de
estimulacién colinérgica en cada gato, fue definido como aquel que produjo actividad
PGO con una latencia menor a cuatro minutos. La dosis de muscimol fue de 100
uM/0.25 pl, esta dosis fue seleccionada a partir de reportes previos (Xi et al., 2004).
Finalmente, de acuerdo a trabajos de Datta y colaboradores fueron inyectados 30
ng/0.25 pl de L-glutamato (Datta et al., 2001). Todas las microinyecciones se realizaron
a las nueve de la mafana y siempre con los animales en estado de alerta (animales
despiertos). Los efectos farmacoldgicos fueron evaluados visualmente a partir de los
registros, de acuerdo con los criterios de Sterman et al., 1965 y de Ursin y Sterman,
1981. La actividad PGO fue cuantificada contando todos y cada uno de los potenciales

PGO
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10.6. Verificacion Histoldgica

Al finalizar las series experimentales, la localizacion de la canula guia asi como
la del microinyector fue verificada utilizando el procedimiento rapido desarrollado por
Guzman-Flores et al., 1958. Esta técnica consiste, en realizar cortes histologicos
seriados cada 60 micras como negativos para obtener impresiones en papel
fotografico. Para ello, los gatos fueron sacrificados mediante una sobredosis de
pentobarbital sédico y fueron perfundidos intracardiacamente con solucion isotonica
de cloruro de sodio y formaldehido al 20%. Al dia siguiente sus cerebros fueron
extraidos y colocados en formaldehido al 20% durante 15 dias. Se verificaron de
manera efectiva sitios de la region C-PBL en todos los animales incluidos en este

trabajo. Figura 5

Figura 5. Impresion fotografica obtenida mediante el procedimiento répido
(Guzman-Flores et al., 1958), en ella se logran observar los rastros de la trayectoria de
la canula y la localizacién del microinyector dentro de la regién C-PBL. La flecha indica
el sitio de inyeccion (canula calibre 36). La imagen representa el plano 4.0 posterior.



10.7. Valoracién y analisis de los estados conductuales y de la actividad
PGO

Para el anadlisis de los estados del suefio y de la vigilia, se determinaron
visualmente los periodos de vigilia (W), el suefio de ondas lentas 1 (SWS1), suefio de
ondas lentas 2 (SWS2), los episodios de SP y lo de suefio REM segun la clasificacion
realizada por Ursin y Sterman en 1981. La W, el SWS1, el SWS2, los episodios de SP
y los episodios de suefio REM se determinaron visualmente después de cada registro
de 23 horas para obtener un total de: 13 registros control (CON), 10 de carbacol

(CARB), 14 de muscimol (MUSC) y 10 de L-glutamato (GLUT).

10.8. Anélisis estadistico

El andlisis estadistico del porcentaje, nimero, duracion promedio, y latencia de
cada una de las fases de vigilia y suefo, se calcul6 mediante un programa
computacional especialmente disefiado en nuestro laboratorio para la valoracion del
suefio en el gato (Calvo y Fernandez-Mas, 1994). Estas variables fueron promediadas
para cada animal en la situaciébn control y en cada una de las situaciones
experimentales. Posteriormente, los valores fueron promediados para todos los
animales y finalmente dichos datos fueron graficados. La latencia al primer episodio de
SWS1 y de suefio REM fue analizada después de cada una de las diferentes
condiciones experimentales.

El analisis de los potenciales PGO se realiz0 tanto en situaciones control como
en las diferentes situaciones experimentales, esta actividad se analiz0 de manera

visual. El andlisis de las caracteristicas de la actividad PGO consistié en: densidad
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(nimero de potenciales PGO/minuto) y patron de ocurrencia (frecuencia de aparicion
de potenciales simples, dobles, triples, cuadruples, quintuples y salvas de seis 0 mas
potenciales).

En analisis estadistico se realiz0 y las diferencias entre las medias de los
valores control y el de las medias de las situaciones experimentales fueron
comparadas mediante el Analisis de la Varianza para medidas repetidas de una via.
Los efectos principales fueron analizados utilizando la prueba de comparacion por
pares (post-hoc) Bonferroni; todos los efectos principales cumplieron el criterio para
nivel de significancia a un valor de P = 0.05. Los andlisis estadisticos se realizaron

utilizando SigmaPlot para Windows versiéon 11.0, Systat Software, Inc.
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11. RESULTADOS

11.1. Activacién del generador pontino de potenciales PGO

Después de que el carbacol fue inyectado en el C-PBL, se observaron ondas
PGO en ambos cuerpos geniculados laterales en un tiempo de cuatro a 10 minutos.
Estas ondas PGO se observaron de manera sostenida durante un periodo de 18 a 20
horas, las cuales mostraron un patron constante de aparicion el cual consistido en
salvas de cuatro a seis potenciales, seguidas por un periodo de ausencia de
potenciales de cuatro a seis segundos. Esta actividad ocurri6 de manera
independiente a los estados conductuales Figura 6.

Después de que cualquiera de los agonistas colinérgicos, GABAérgicos y/o
glutamatérgicos fueran inyectados localmente y bilateralmente en la region C-PBL,
sus efectos sobre los estadios del suefio y de la vigilia fueron examinados.
Como se describid en material y métodos, tres grupos experimentales fueron
estudiados: (1) CARB, (2) MUSC, y (3) GLUT. Los valores promedio del ciclo suefio-
vigilia tras las sesiones experimentales fueron comparados con aquellos obtenidos
durante los registros control (vehiculo/salina). Los siguientes apartados describen los
efectos cuantitativos de la inyeccion de las drogas sobre los estados de vigilia, de

suefo en ondas lentas, de los episodios de SP y de suefio REM.
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Figura 6. Trazos poligraficos que muestran la transicion del suefio sincronizado con
potenciales PGO (SP) hacia el sueio REM después de la microinyeccion de
muscimol y carbacol. Trazos continuos de dos minutos que muestran ondas PGO
tres horas después de la inyeccién de muscimol (trazo superior) y tres horas después
de la inyeccion de carbacol (trazo inferior). Las lineas punteadas indican el cambio
de fase. Notese, el aumento de ondas y de salvas de PGO registradas en ambos
cuerpos geniculados laterales durante la administracion de carbacol, en contraste,
con el muscimol las ondas PGO aparecen en menor numero y las salvas pocas
veces ocurren. Ademas, durante carbacol la activacion del EEG fue prominente y los
husos del suefio casi son eliminados, al contrario con el muscimol los husos del
suefo son promovidos. Los trazos fueron obtenidos del mismo animal.
Abreviaciones: V-Cx, corteza visual, M-Cx, corteza motora; R-LGB y L-LGB, cuerpo
geniculado lateral derecho e izquierdo respectivamente; EOG, electrooculograma;
EMG, electromiograma; SP, suefio sincronizado con ondas PGO; REM, suefio con
movimientos oculares rapidos.

11.2. Organizacioén del sueiio después de las pruebas experimentales.
En la Figura 7 se presentan tres hipnogramas representativos de las distintas
pruebas farmacolégicas y un hipnograma control, todos del mismo animal. Los

hipnogramas muestran los efectos de las diferentes drogas sobre los estados del
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ciclo suefo-vigilia. Por otro lado, como ha sido reportado previamente la
microinyeccion de carbacol en la region C-PBL promueve los episodios de SP y los
de sueiio REM, aunque prolonga la latencia de aparicion al primer episodio de suefo
REM. Durante la condicion control la latencia al suefio REM fue de 48.57 min + SD
26.06 (n = 13), mientras que la latencia al suefio REM en REMcars fue de 148.23 min
+ SD 59.29 (n = 10). Notablemente, esta latencia fue mayor que aquella del REMpusc
126.74 min £ SD 85.28 (n = 14) (Figura 8). Es importante mencionar, que después de
la microinyeccion de muscimol se observoé clinicamente una importante reducciéon de
la actividad PGO. La latencia es el tiempo transcurrido (en minutos) para la aparicion

del primer episodio de suefio REM a partir de la administracion de las sustancias.
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11.3. Estado de vigilia

EI ANOVA mostré diferencias significativas en el porcentaje de vigilia (W) entre
tratamientos (F = 16.383, df = 3, P 0 0.001). La comparacion de la prueba de
Bonferroni entre sujetos mostré diferencias para: Wcon (23.91% + SD 4.68) vs.
Wears (37.10% + SD 6.18) (t = 5.744, P = 0.001). Figura 9

El muscimol y el L-glutamato no incrementaron el porcentaje de vigilia al
compararse con el porcentaje de la microinyeccion de salina. No se encontraron
diferencias al compararse con Wyusc (22.72% + 6.27 SD) ni al compararse con
Woerut (24.79% + SD 3.61). Figura 9. El numero total de episodios de vigilia no

mostro diferencias significativas. Figura 10
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Figura 8. Latencia de aparicion al primer episodio de suefio de ondas lentas 1
(SWS1) y al primer episodio de suefio REM. Nétese, como el muscimol solo
incremento la latencia al suefio REM y no la del SWS1. Las pruebas t Post hoc
indican los niveles de significancia de las diferencias entre las medias; *P < 0.010;
*P < 0.007; **P < 0.001 al ser comparadas con las medias de la situacion control.
Abreviaciones; CON, control; CARB, carbacol; MUSC, muscimol; GLUT, L-glutamato.
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11.4. Suefio de ondas lentas

El suefio de ondas lentas 1 (SWS1) no mostré diferencias significativas
respecto al porcentaje del ciclo suefo-vigilia entre las diferentes condiciones
experimentales. En contraste, el nimero total de episodios de SWS1 si mostré
diferencias significativas (F = 7.539, df = 3, P = 0.001). La prueba de Bonferroni
mostré diferencias para: SWS1cars (130.40 £ SD 29.33) vs. SWS1con (175.46 = SD
32.06) (t = 4.302, P = 0.001).

El porcentaje de suefio en ondas lentas 2 (SWS2) mostré diferencias

significativas entre tratamientos (F = 26.468, df = 3, P = 0.001). Los contrastes
Bonferroni revelaron diferencias para: SWS2cars (18.99% = SD 8.59) vs. SWS2con

(37.16%

I+

SD 3.73) (t = 7.730, P = 0.001). Cuando se comparé con SWS2uusc

(35.61%

I+

SD 4.95) y con SWS2g.ur (35.63% + SD 3.58) no se encontraron
diferencias significativas (Figura 9).

El ANOVA mostr6 diferencias significativas en el nimero total de episodios de
SWS2 entre tratamientos (F = 11.244, df = 3, P = 0.001). La prueba de Bonferroni
indicd diferencias para: SWS2con (139.46 £+ SD 23.18) vs. SWS2¢cars (91.20 + SD
30.73) (t = 5.530, P = 0.001), mientras que vs. SWS2yusc (125.00 + SD 23.95) y
SWS2qur (124.90 + SD 12.94) no se observaron diferencias (Figura 10). Es
importante sefialar, que se observd una reduccién significativa en el niumero de
episodios de SWS2, la cual fue proporcional al aumento en el nimero de episodios

de SP.
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Figura 9. Efectos de las microinyecciones en la region C-PBL sobre el porcentaje del
tiempo ocupado en vigilia, suefio de ondas lentas, SP y REM. EI carbacol aumento
el tiempo de vigilia, de SP y de sueifio REM durante un periodo de 23 horas
posteriores a la inyeccion. Noétese, el decremento significativo del SP tras la
administracion de muscimol comparado con la proporcion del SP durante el control.
No obstante, después de la inyeccién de glutamato no se observé ni la reduccién, ni
el aumento de SP. Los datos se expresan como la media + el error estandar de la
media (SEM); los asteriscos indican los niveles de significancia estadistica de la
diferencia entre las medias; *P 0.050; **P < 0.010 al compararse con el control.
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11.5. Suefio sincronizado con potenciales PGO (SP)

Los resultados del ANOVA mostraron diferencias significativas en el
porcentaje de SP entre tratamientos; (F = 10.622, df = 3, P = 0.001).
Especificamente, el test de Boferroni mostré diferencias entre SPcon (6.43% + SD
4.18) vs. SPyusc (1.21% + SD 3.21) (t = 3.185, P = 0.010) y SPcon (6.43% + SD 4.18)
VS. SPcars (11.07% + SD 4.58) (t = 2.481, P = 0.050) (Figura 9). No se observaron
diferencias significativas al compararse con SPg Lyt (6.82% + SD 2.69).

El analisis del ANOVA mostré diferencias significativas en el nimero total de
episodios de SP (F = 10.487, df = 3, P = 0.001). Las Figuras 9 y 10 describen la
reduccion significativa del SP, esta disminucion (nimero total y porcentaje) resulto
ser el efecto mas robusto de entre todos los tratamientos y fue la fase mas
disminuida después de la estimulacion GABAérgica de la region C-PBL.

Por otro lado, la prueba Bonferroni mostré una disminucion significativa en el
namero total de episodios de SP; SPyusc (20.42 + SD 26.07) en comparacion con
SPcon (88.91 + SD 50.74) (t = 5.152, P = 0.001) mientras que no se observaron
diferencias para el resto de los ensayos: vs. SPg Lyt (85.10 = SD 34.36) Yy SPcars

(80.10 + SD 25.16) (Figura 10).
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Figura 10. Efecto de los diferentes ensayos farmacoldgicos sobre el nimero total de
episodios de vigilia (W), suefio de ondas lentas (SWS), SP y REM. Noétese, que el SP
se redujo de manera significativa solamente después de la microinyeccion de
muscimol, mientras que el suefio REM se presentd sin cambio alguno. La inyeccion
de carbacol redujo significativamente el nimero total de SWS1 y de SWS2, mientras
que, el L-glutamato present6 valores similares a aquellos de los registros control. Los
datos se expresan como la media = el error estandar de la media (SEM); los
asteriscos indican los niveles de significancia estadistica de la diferencia entre las
medias; *P < 0.001 al compararse con el control.

11.6. Sueiio REM

El ANOVA mostré diferencias significativas en el porcentaje de suefio REM
entre tratamientos (F = 21.076, df = 3, P = 0.001). La prueba de Bonferroni indic
diferencias significativas exclusivamente para REMcars (24.22% + SD 4.32) al
compararse con REMcon (13.58% + SD 3.37) (t = 6.718, P = 0.001) (Figura 9),

mientras que no se observaron diferencias para REMyusc (13.58% + SD 2.49) ni
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para REMg yt (15.03% + SD 1.92). El nimero total de episodios de suefio REM no

mostré cambios significativos entre las diferentes condiciones experimentales.

11.7. Latencia al suefio lento y al suefio REM

El carbacol provocé un aumento importante en el tiempo de instalacion del
suefio. EI ANOVA mostré diferencias significativas en la latencia al SWS1 entre
tratamientos; (F = 6.711, df = 3, P = 0.001). La prueba de Bonferroni mostro
diferencias significativas para: SWS1lcon (10.59min £ SD 8.20) vs. SWSlcars
(66.11min £ SD 60.11) (t = 3.940, P = 0.001). No se encontraron diferencias
significativas al compararse con SWS1g yr (13.08min + SD 4.34) ni con SWS1pusc
(22.50min = SD 26.05). Por otra parte, la latencia al primer episodio de suefio REM
cambio significativamente entre tratamientos (F = 7.565, df = 3, P = 0.001). La prueba
Bonferroni encontrd diferencias significativas para: REMcon (48.57min £ SD 26.06)
vs. REMcars (148.23min + SD 59.29) (t = 3.183, P = 0.010); y REMcon (48.57min =+
SD 26.06) vs. REMpusc (126.74min + 85.28) (t = 3.322, P = 0.007). No se
encontraron diferencias al compararse con REMg yr (52.41min + SD 17.64) Figura 8.

Estos resultados sugieren que la estimulacién colinérgica retrasa y
desorganiza significativamente la instalacion del suefio, de manera especifica se
altera la presentacion del primer episodio de suefio REM. Sin embargo, la cantidad
total de suefio REM después de 23 horas resulta ser mayor bajo esta condicién. En
contraste, en los ensayos de muscimol solo la latencia al sueiio REM aumenté en
forma significativa, mientras que el porcentaje de REM vy la latencia al suefio de

ondas lentas no se modifico.
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11.8. Duracion promedio del suefio REM

El ANOVA indico diferencias significativas en la duracion promedio del suefio
REM entre tratamientos (F = 9.193, df= 3, P = 0.001). La prueba Bonferroni mostro
diferencias solo para: REMcon (3.56min £ SD 1.12) vs. REMcagrs (7.47min + SD 2.52)
(t = 4.971, P = 0.001) (Figura 11). No se encontraron diferencias significativas vs.

REMgLut (4.69min + SD 1.22) y vs. REMuusc (5.06min + SD 1.77).
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Figura 11. Efectos sobre la duracion promedio (en minutos) del suefio REM después
de las microinyecciones en la region C-PBL. Solamente la microinyeccion de
carbacol provocd un incremento significativo en la duraciéon promedio de los
episodios de suefio REM. Mientras tanto, L-glutamato y muscimol mostraron valores
similares a aquellos de los registros control. Los datos se expresan como la media *
el error estandar de la media (SEM); los asteriscos indican los niveles de
significancia estadistica; *P < 0.001 al compararse con el control.



69

11.9. Conteo total de potenciales PGO

Con el fin de cuantificar los efectos de los diferentes tratamientos
farmacolégicos sobre la actividad PGO, dichos potenciales fueron contados de
manera visual en ambos cuerpos geniculados laterales (LGBSs). El conteo se realiz6 a
lo largo de las 23 horas de registro, en todas y cada una de las manipulaciones
experimentales. Los valores obtenidos fueron comparados con los datos de los
registros control. Para los registros control, la media de potenciales PGO fue de
14,674 £ 1,239. La microinyecciones de carbacol resultaron en un conteo
significativamente mayor de PGOs, con un nimero promedio que alcanz6 37,382 +
15,599 potenciales. ElI nimero total de potenciales vario significativamente entre los
ensayos (F = 10.188, df = 3, P = 0.001). La prueba Bonferroni encontr6 diferencias
entre: PGOcon (14,674 + SD 1,239) vs. PGOcare (37,382 + SD 15,599) (t = 4.000, P
= 0.005); y PGOcon VS. PGOwusc (5,349 + SD 1,551) (t = 10.119, P = 0.002). No se
encontraron diferencias al compararse con PGOgyr (17,361 + SD 10,554) (Figura

12).
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Figura 12. Conteos a largo plazo de potenciales PGO después de las
microinyecciones en la region C-PBL. Las barras muestran el numero total de
potenciales (media * error estandar por cada 23 horas) durante el control y durante
los ensayos post-farmacoldgicos. Notese la masiva y duradera disminucion en el
namero total de potenciales tras la microinyeccion de muscimol. En contraste, nétese
el aumento del numero total de potenciales después de la microinyeccion de
carbacol. Los conteos durante L-glutamato resultaron en valores similares a aquellos
obtenidos durante los registros control. Los datos son presentados como la media +
el error estandar; los asteriscos indican el nivel de significancia estadistica; *P <
0.005; **P < 0.005 al compararse con el control.



12. DISCUSION

El presente estudio demostré que la actividad PGO es regulada en la region
C-PBL, ademas se confirm6 que esta actividad es originada y promovida mediante
mecanismos colinérgicos y no por mecanismos glutamatérgicos. Nosotros suponemos
gue la inactivacion GABAEérgica de este sitio en especifico tiene como consecuencia la
supresion casi total de los potenciales PGO. Confirmamos, que la estimulacién
colinérgica de la region C-PBL promueve el suefio REM y el SP, incrementando a la
vez la actividad PGO durante 23 horas.

Es importante sefialar que la latencia al suefio REM aumenta significativamente
después de la estimulacién colinérgica y que en general, la instalacion del suefio se
retrasa de manera importante con respecto a la latencia de instalacion del suefio de las
situaciones control. La estimulacién glutamatérgica, mostro valores similares a
aguellos de los registros control para el tiempo de instalacion del suefio, mientras que
la estimulacibn GABAérgica aumento la latencia al suefio REM pero no la del SWS.
Cabe sefialar, que la estimulacién GABAérgica provoco una importante reduccion en
el nimero total y en el porcentaje del SP, ademas de una importante disminucién de la
actividad PGO durante 23 horas. Estos resultados sugieren que los mecanismos
GABAérgicos en la region C-PBL pueden inhibir de manera directa a la actividad PGO,
retrasan la instalacion del suefio REM y practicamente suprimen la aparicion de

episodios de SP mientras que el suefio de ondas lentas no se modifica.
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Es importante mencionar que después de las microinyecciones de muscimol,
la latencia al suefio REM mostro valores similares a aquellos de las dosis de carbacol.
Sin embargo, el muscimol redujo de manera significativa el numero total de SP asi
como su porcentaje, ademas esta dosis decremento de manera importante el nUmero
total de potenciales PGO durante los periodos de 23 horas. Por lo tanto, sugerimos que
el GABA en la region C-PBL puede estar inhibiendo exclusivamente a la actividad PGO
y al SP sin modificar al suefio REM (este ultimo se deteriora ligeramente pero no hay
cambios significativos).

Cabe sefalar que a pesar de que el muscimol provocé los efectos antes
descritos, el nUmero total y el porcentaje del estado de vigilia no incrementé. En este
sentido, los mecanismos que involucran transmision GABAérgica en el ndcleo pontis
oralis (NPO) contiguo, ya han sido descritos pero este nucleo en particular es el
responsable de la modulacion tanto de suefio REM como del estado de vigilia (Xi et al.,
2004).

Nuestros resultados sugieren que a diferencia del NPO en gatos y de la
formacion reticular pontina en su parte oral (PnO) en ratas (Watson et al., 2011) —areas
asociadas con el mantenimiento y duracion del suefio REM- la region C-PBL
solamente modula a los fenémenos fasicos del suefio REM (e.g. potenciales PGO) y
gue por otra parte no bloquea propiamente al suefio REM. Por otra parte, el
L-glutamato en esta misma regién no produce ningun tipo de cambio ni en el suefio

REM ni en los episodios de SP.
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Cabe sefalar, que otros estudios también han demostrado que el glutamato en
el PPT también participa en la instalacion y mantenimiento del suefio REM (Datta y
Siwek, 1997; Datta et al., 2001), sin embargo en estos estudios la actividad de las
ondas P en ratas y de los potenciales PGO en el gato no fue analizada. Es importante
mencionar que en este estudio la administracion de glutamato en la region C-PBL no
se asocio directamente con la regulacion de la actividad PGO. Por lo tanto, nuestros
resultados destacan la presencia y la importancia de las interacciones entre el sistema
GABAérgico pontino y el sistema colinérgico pontino, sobre la regulacion de los
fendbmenos fasicos del suefio REM, es decir, los potenciales PGO, esta interaccion
puede ser independiente de aquellas interacciones responsables de la generacion de
sueiio REM.

La disminucion significativa del porcentaje de SP después de la aplicacion de
muscimol en la region C-PBL, sugiere que esta breve etapa de suefio — considerada
como una etapa que promueve Yy origina al suefio REM - resulta ser la fase de suefio
mas sensible a la estimulacion GABAérgica. Notablemente, a pesar de que existe una
intensa inhibicion de la actividad PGO, asi como un retraso en la instalacion del suefio
REM, el muscimol no alteré ni la duracion promedio del suefio REM, ni su nimero total
durante los registros de 23 horas. Indicandonos asi, que puede ser otro el
neurotransmisor responsable de la regulacion de dichos fendmenos y este resulta ser
la acetilcolina.

Nosotros proponemos que el conjunto de fendmenos del suefio REM, podria

estar obedeciendo dos mecanismos diferentes; por una parte, la regulacién de la
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instalacion del suefio REM y el mantenimiento de esta fase, mediante un impulso
glutamatérgico del compartimiento celular colinérgico del PPT y por otra parte,
mediante la facilitacion de los componentes fasicos del suefio REM (potenciales PGO)
a través de un impulso colinérgico de la region C-PBL. Sin embargo, la manera y el
grado en que estos dos mecanismos interactian entre si, alin queda por ser estudiado.

En la figura 13, presentamos un esquema general que trata de explicar las
interacciones entre diferentes estructuras y diferentes neurotransmisores involucrados
en la generacién del SP y en la transicion del SP hacia el suefio REM en el gato (Figura
13). Cabe mencionar que en roedores, el nucleo tegmental sublaterodorsal (SLD),
también denominado parte dorsal del nucleo subcoeruleus (SubCD) resulta ser la
estructura generadora de las ondas P, pero no asi del suefio REM (impulso
glutamatérgico) ademas, que las neuronas glutamatérgicas REM-on del SLD también
podrian ser las responsables de la activacién cortical y de la atonia muscular del suefio
REM.

En resumen, esta supuesta interaccién entre estos diferentes mecanismos no
ocurre necesariamente del mismo modo en animales presa (roedores), de hecho, la
interaccidn entre estos neurotransmisores en el SLD-SubCD, en el peri-LC alpha
(control de la atonia muscular) y en la sustancia gris periacueductal ventro-lateral
(VIPAG) es diferente y probablemente el glutamato y el GABA desemperfien roles
fundamentales. En cambio en el gato, la acetilcolina es el neurotransmisor

primordialmente involucrado en la generacién de los signos del suefio REM.
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Los resultados de este estudio demuestran que la aplicacion de agonistas
GABAérgicos en la region C-PBL no inhibe al suefio REM. Mediante estudios de
microdialisis in vivo en el gato, ha sido demostrado que los receptores GABAA de la
formacion reticular pontina (FRP) inhiben la liberacion de acetilcolina (Vazquez y
Baghdoyan, 2004). El hecho de que la liberaciébn de acetilcolina en la PRF sea
modulada por los receptores GABA,, es consistente con la interpretacion de que la
inhibicion de la neurotransmision GABAérgica en la PRF contribuye con la generacion
del suefio REM, mediante el incremento en la liberacién de acetilcolina (Vazquez y
Baghdoyan, 2004). De una manera similar, el GABA podria estar ejerciendo una
influencia inhibitoria en la region C-PBL. Esta misma inhibicion a la vez, disminuye o
impide la liberacién de acetilcolina dando como resultado una importante reduccién de
episodios de SP y la casi total supresion de actividad PGO.

Una caracteristica particular de este estudio es la duracién de los efectos
observados durante y a lo largo de los registros de 23 horas. Esta preparacion fue
disefiada puesto que permite tener una aproximacion fisioloégica de los eventos
conductuales y electrograficos relacionados con el suefio al analizar dichos eventos en
forma longitudinal. Por lo tanto, se propone que el GABA en la region PBL puede ser el
neurotransmisor mas involucrado en el mecanismo que regula el SP a largo plazo,
actuando por medio de una disminucion duradera de la transmision colinérgica, la cual
a su vez provoca un deterioro importante de la actividad PGO y una reduccién

significativa en el nimero de episodios de SP.
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Los resultados del presente estudio indican la necesidad de futuras
investigaciones en animales intactos para especificar el grado en el que la region
C-PBL contribuye con la generacion de los potenciales PGO, no solo durante el suefio
REM sino también cuando estos potenciales ocurren en combinacion con el suefio de
ondas lentas, esto nos podria explicar si es que mediante interacciones
GABAérgicas-colinérgicas es como los estados de transicion entre el suefio de ondas

lentas y el suefio REM son facilitados.

13. CONCLUSION

Hemos demostrado que la aplicacion local de muscimol, agonista de los
receptores GABAa interrumpe la actividad de los potenciales PGO y reduce
significativamente los episodios de SP al ser administrado en la region C-PBL. Por otra
parte el carbacol promueve los estados relacionados con los PGO, promoviéndose asi
los episodios de SP y de REM, mientras que la aplicacién de glutamato no provocé

cambios en las proporciones de estos estados.
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Figura 13. Modelo de la red fisiol6gica involucrada durante la transicion de SP a suefio REM en
el gato. Durante el SWS, el aumento en la actividad de las células sintetizadoras de GABA del
area preoptica del hipotdlamo anterior inhibe a las células noradrenérgicas (NA) promotoras
del estado de vigilia del locus coeruleus (LC), a las células serotonérgicas del nucleo del rafe
(RN) y a las células colinérgicas del tegmento peddnculo pontino (PPT). En contraste, durante
los periodos de transicion del SP a REM probablemente suceda lo siguiente: 1) el incremento
en la liberacion de glutamato en la regién C-PBL activa a los receptores de kainato e induce la
liberacion de ACh, de manera simultanea la actividad de las células GABAérgicas de la region
C-PBL disminuye. 2) el glutamato ejerce acciones excitadoras directas sobre las células
colinérgicas del C-PBL dando como resultado la generacion de potenciales PGO. El aumento
de ACh activa a la vez a las células glutamatérgicas de la formacion reticular medular (MRF),
dicha activacion induce la desincronizacion electroencefalografica inhibiendo por lo tanto la
actividad sincrénica en forma de husos de suefio, caracteristicos del SWS. 3) El incremento de
la liberacién de GABA en el LC reduce la disponibilidad de NA. Asimismo, la activacién de
células GABAérgicas en el LC inhibe a las células aminérgicas locales (auto-inhibicién). 4) De
manera progresiva las células del LC cesan su “disparo” durante la transicion del SP hacia el
suefio REM. Nosotros proponemos que durante los periodos de transicion de SP a REM la
liberacion de la neurotransmision aminérgica (células noradrenérgicas del LC y células
serotonérgicas del RN) disminuye progresivamente y la activacion de los sistemas REM-on
colinérgico y glutamatérgico tiene lugar. Abreviaciones: BC, brachium conjunctivum; CNF,
nucleo cuneiforme; FTG, campo tegmental gigantocelular; PAG, sustancia gris periacueductal.
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GABA, receptor agonist at the caudo-lateral peribrachial area suppresses
ponto-geniculo-occipital waves and its related states
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Purpose: In order to explore the potential role of GABA, acetylcholine and glutamate in the caudo-lateral
peribrachial area (C-PBL) over Rapid-Eye-Movement sleep (REM) onset and maintenance as well as on synchro-
nized sleep with ponto-geniculo-occipital (PGO) waves (SP) in cats, a muscimol, carbachol and L-glutamate local
application was performed and behavioral states were assessed.

Methods: Fourteen chronically implanted, adult, male cats underwent a 23 hour polysomnographic recording
after 3 pharmacological manipulations: carbachol, muscimol and L-glutamate. Each cat received all three drugs
randomly with a seven day interval.

Results: 1) Carbachol increases waking, SP and REM sleep while decreases slow wave sleep (SWS). 2) Muscimol
decreases SP percentage and number while increases REM sleep onset. 3) Carbachol facilitates PGO activity and
increases the latency to both SWS1 and REM sleep but enhances PGO activity while muscimol decreases it.
Conclusions: Acetylcholine promotes PGO related states (SP as well as REM sleep), while GABA reduces only SP

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

REM sleep is a physiological state regulated by the interaction of,
among others neurotransmitters, acetylcholine (ACh) (Calvo et al.,
1992; Hernandez-Pedn, 1965; Jouvet, 1972; Mignot, 2008), glutamate
(Clément et al., 2011; Datta et al., 1998, 2001; Kodama et al., 1998; Lu
et al., 2006; Luppi et al., 2012; Sakai and Koyama, 1996) and GABA
(Boissard et al., 2002; Luppi et al., 2013; Xi et al., 1999). It is well
known that pontine cholinergic mechanisms play a critical role in the
generation and maintenance of REM sleep (Baghdoyan et al.,
1987, 1989; Datta et al., 1991; Marquez-Ruiz and Escudero, 2010;
Murillo-Rodriguez et al., 2012; Pal and Mallick;, 2007). Specifically,

Abbreviations: PPT, pedunculopontine tegmentum; LDT, laterodorsal tegmentum;
NPO, nucleus pontis oralis; C-PBL, caudo-lateral peribrachial area; PGO, ponto-geniculo-
occipital waves; REM, rapid eye movement sleep; SP, synchronized sleep with PGO
waves; SWS, slow wave sleep; SWS-1, slow wave sleep 1; SWS-2, slow wave sleep 2; W,
wakefulness.
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it has been observed that the activation of regions such as the cho-
linergic cell compartment of the pedunculopontine tegmental nu-
cleus (PPT) and of the laterodorsal tegmental nucleus (LDT)
within the caudo-lateral peribrachial area (C-PBL) is associated to
REM sleep regulation, in turn this activation is facilitated by the
kainate type of glutamate receptors (Datta et al., 1991; Quattrochi
et al., 1989; Sakai et al., 1990). Moreover, it should be noted that
the glutamate release at the medial pontine reticular formation
(mPRF) is increased during natural REM sleep as well as after its
cholinergic stimulation. Thus, a bidirectional facilitation between
cholinergic and glutamatergic drive is associated to REM sleep in-
stallation and maintenance at the pons. Specifically, the PPT is in-
volved in the generation of REM sleep through cholinergic cell
activation which in turn is regulated by glutamate (Datta et al.,
2001; Datta and Maclean, 2007) however the role of glutamate at
other pontine regions in the regulation of the sleep-waking cycle
remains to be determined.

One of the most definitive physiologic signs of REM sleep, ponto-
geniculo-occipital waves (PGO), appears as well in the transitional syn-
chronized states that precede REM sleep stages (SP). Among the many
REM-on cell groups, the activation of neurons in the C-PBL of predator
animals such as cats generates PGO waves (Brooks and Bizzi, 1963;
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