03062

DE MEXICO

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAH

AREA: NEUROCIENCIAS

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

PROYECTO DE POSTGRADO EN INVESTIGACION BIOMEDICA BASICA |

CAMBIOS EN LA EXPRESION DEL PROTO-ONCOGEN

c-fos EN EL TALLO CEREBRAL EN RELACION

A LA DURACION DEL SUENC MOR.

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL  GRADO DE
MAESTRO EN INVESTIGACION
BIOMEDICA BASICA
P R E 8§ E N T A E. L
B I o L o G 0]
HUGO JIMERCHANT NANCY

DIRECTOR DE TESIS: DR. RENE DRUCKER COLIN

MEXICO, D. F.

1893



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

PAgina
RESUMEN
ABREVIACIONES
1) INTRODUCCION 1
2) CARACTERISTICAS GENERALES DEL CICLO VIGILIA-SUERO 2
3) NEUROFISIOLOGIA DEL CICLO VIGILIA-SUENC 11
3.1) VIGILIA (V) 11
3.2) SUERO LENTO (SL) 17
3.3) SUERO MOR (SMOR) 25
3.3.1) DESINCRONIZACION CORTICAL 30
3.3.2) ACTIVIDAD THETA HIPOCAMPAL 31
3.3.3) ATONIA MUSCULAR 31
3.3.4) ESPIGAS PONTO—GENI@M—OCCIPITAWS 33
4) PROCESAMIENTO SENSORIAL DURANTE EL SUIL‘INO 37
5) EFECTOS DE LA ESTIMULACION SENSORIAL SOBRE EL SUERO 41
6) REBOTE DE SUENO POSTERIOR A LA PRIVACION 51
7)‘ EXPRESION DE PROTO-ONCOGEN c-fos COMO MARCADOR
DE LA ACTIVACION METABOLICA NEURONAL 58
8) OBJETIVO 63
9) ARTICULO ANEXO 64
10) MATERIAL Y METODO 71
11) RESULTADOS 77
12) DISCUSION 91
13) CONCLUSIONES 107

14) BIBLIOGRAFIA 108



RESUMEN

La estimulacion auditiva (EA) aplicada durante el suefio MOR
{(SMOR) induce un aumento en la duracién de esta fase de sueio.
Este efecto también es observado durante el periodo de
recuperacién o rebote, posterior a la privacidén selectiva de SMOR
(PS). Recientemente, experimentos de actividad unitaria han
demostrado que el aumentoe en el SMOR inducido por estas dos
manipulaciones, depende de un aumento en el nivel de
excitabilidad de varias estructuras del tallo cerebral.

Por otro lado se ha observado que la expresioén de Fos,

proteina codificada por el proto-oncogen c-fos, esta intimamente
ligada a la activacidn neuronal de segundos mensajeros. Asimismo,
la utilizacién de la inmunohistoquimica para Fos (IF), ha sido
itil en la construccién de mapas cerebrales, dque reflejan
activacioén postsindptica con una resolucién celular.
) En el presente trabajo se utilizé la IF para cuantificar el
nimero de neuronas por estructura, que expresan c-fos en el tallo
cerebral, en animales con periodos de SMOR normales © con una
duracidén manipulada de manera experimental (por EA o PS).

Los resultados del presente estudio mostraron una relacién
entre el aumento en el SMOR inducido por la EA o la PS y el
incremento en la IF, en aquellas estructuras que previamente se
ha demostrado, poseen neuronas altamente activas durante SMOR
{REM—ON). Ademds, las estructuras del sistema monoaminérgico,
cuya actividad se encuentra al minimo durante SMOR (REM-OFF),
mostraron una disminucién en la expresién de c-fos relacionada

con la privacién de SMOR. En contraste, el sistema monoaminérgico



no mostré cambios en la IF relacionados con la duracidén del
SMOR.

Estos resultados sugieren que el aumento en la duracidn del
SMOR inducido por la EA o la PS, esta relacionado con un
incremento en el niumero de células activas, en varias estructuras
que poseen células REM-ON en el tallo cerebral. Asimismo, 1los
resultados obtenidos sugieren que la privacidén selectiva de SMOR
produce una Qisminucidén en la capacidad de respuesta del sistema
monoaminérgico del tallo cerebral, fendmeno gue posiblemente
desempefia un papel importante en el rebote de suefio. Por \’xltimg,
los resultados corroboran que el sistema monoaminérgico no esté

involucrado activamente en el mantenimiento del SMOR.



ABREVIACIONES

CCK = Colecistocinina (Péptido).
EA = Estimulacién auditiva.
EEG = Electroencefalograma.

EMG = Electromiograma.

EOG = Electrooculograma.

FRB = Formacidén reticular bulbar.

FRM = Formacién reticular mesencefilica.
FRP = Formacién reticular pontina.

GABA = Acido gamma-aminobutirico.

IF = Inmunochistoquimica para Fos.

LC = nicleo Locus Coeruleus.

LCa = nicleo Locus Coeruleus alfa.

LCR = Liquido cefaloraquideo.

LDTG = nicleo Laterodorsal Tegmental.

Mc = nicleo Magnocelular del bulbo.

MCID = analizador computarizado de imagenes.
NE = Noradrenalina.

PB = nicleo Parabraquial lateral.

PCPA = Paraclorofenilalanina.

PCR = micleo Parvocelular del bulbo.

PGO = espiga ponto-geniculo-occipital.

PGO-ON = neurona que se activa pocos milisegundos antes de la
aparjicidén de una‘’espiga PGO.

pLC = ntucleo perilocus Coeruleus.

PM = nicleo Paramedial del bulbo.

PPT micleo Pedunculo Pontino.



PS =
RD =
REM-ON

durante
REM-OFF

RM =

RMAG =
RO =
RPAL =
RPON =
RT =
SL =
SMOR =
SRAA =
SUBCD =
SUBCV =
TSOL =
v =
vip =
2DG =
S5-HT =

Privacién de suefio MOR.

micleo Rafe Dorsal.

= neurona que presenta una marcada activacién ténica
suefio MOR.

= neurona principalmente activa durante la vigilia.
nucleo Rafe Medial.

micleo Rafe Magnus.

nicleo Rafe Obscuro.

nicleo Rafe Palido.

nucleo Rafe Pontis.

nicleo Reticular Talamico.

Suefio de ondas lentas.

Suefio de movimientos oculares rapidos.

Sistema reticular activador ascendente.

nuicleo SubCoeruleus dorsal.

nicleo SubCoeruleus ventral.

nicleo del Tracto Solitario.

vigilia.

Polipéptide Vasoactivo Intestinal.

2-Desoxiglucosa.

5-Hidroxitriptamina o serotonina.



INTRODUCCION

A lo largo de la historia, el ser humano se ha preocupado
por el fendmeno del suerio. El proceso de dormir, gue ocupa un 30
% de nuestras vidas, fue de gran interés para diversas
civilizaciones que escribieron sobre el sueiio, los remedios para
el insomnio y la interpretacidén de los suefios. Once siglos antes
de nuestra era, los hindles describieron de forma acertada dos
faseé de suefio; una fase tranquila, en la que la mente no tenia
influencia del organismo y otra, en la que se presentaban las
ensonaciones (ver Horne, 1988).

En la actualidad se define al suefio (Encyclopedia of
Neuroscience (Adelman, G., 1987)j como: "un estado conductual
definido por cambios caracteristicos en la postura, un aumento en
el umbral sensorial y signos electrograficos distintivos".

Esta definicién es el resultado de un gran numero de
estudios sistemdticos que empezaron a finales del siglo XIX y a
principlos del siglo XX, cuando Pieron y sus colaboradores
describieron las modificaciones conductuales que sufren los
perros cuando duermen (ver Borbely y Tobler, 1989).
vPosteriormente, en 1929 , Hans Berger desarrolld el primer
electroencefaldgrafo (citado en Drucker-Colin y col, 1990). Este
aparato permitié registrar la actividad eléctrica cerebral en
relacidén al suefio, quedando atras la sola descripcidén visual de
la conducta en el estudip el ciclo vigilia-suefio. A partir de
entonces, numerosos trabajos fueron realizados hasta que en 1953
Aserinsky y Kleitman demostraron que el suefio no es un estado

uniforme y, que al contrario de lo que se pensaba, estd compuesto



por patrones que varian conforme el individuo duerme. Estos
investigadores describieron una fase de suefo en la que se
presentan movimientos oculares y desincronizacién cortical, a la
cual denominaron suefio de movimientos oculares rapidos © MOR. La
fase de suefio MOR es posterior al suefio con sincronizacién
electroencefalografica, descrito afios atras (Loomis y cols.,
1935),

Por su alta activacién electroencefalografica y por estar
asociado con las ensoiiaciones, el suefioc MOR ha sido ampliamente
estudiado. Sin embargo, después de 40 afos de trabajo todavia no
se puede indicar la funcidén ni el mecdnismo neural que regula al
suefio MOR Y a las otras fases de suefio con las que interactua, en

el denominado ciclo vigilia-sueiio.

CARACTERISTICAS GENERALES DEL CICLO VIGILIA-SUERO

Actualmente la comunidad cientifica ha unificade los
criterios gue permiten definir las diferentes fases del ciclo
vigilia-suefio, que son reconocidas a partir de la observacién de
la coﬁducta y del registro de los siguientes patrones
poligraficos: 1) La actividad neocortical electroencefalografica
(EEG), 2) Los movimientos oculares ( la. representacién de la
actividad motora fasica (E0G)) y 3) La activitad muscular fasica
y ténica , registrada a través del electromiograma o EMG. Estas
variables fueron las bases para el desarrollo de manuales que
permiten evaluar el ciclo vigilia-suefio en la rata, el gato y el
humano. El gato ha sido el mamifero mas utilizado en el estudio
del suefio, ya que presenta patrones poligraficos semejantes al

humano (ver figura 1). Segin el manual de Ursin y Sterman (1981),



en este animal el ciclo vigilia-sueiio se divide en:
1) Vigilia. La cabeza del animal se encuentra levantada, 1las
pupilas presentan midriasis y las membranas nictitantes se
retraen. Se observa, ademas, una desincronizacién cortical,
caracterizada por una actividad de bajo voltaje (inferior a los
50 uv) y rapida ( 20 a 30 Hz). La actividad del EMG refleja una
gran actividad muscular.
2) Suefio Lento. El animal se encuentra tendidoc sobre el vientre,
los ojos permanecen cerrados y las membranas nictitantes se
encuentran relajadas, La actividad en el EMG disminuye, pero no
desaparece. En el EEG se observan husos de suefio de 8 a 16 Hz,
que se asocian a una actividad sincrénica de ondas lentas (2 a 4
Hz y de 150 a 200 uv).
3) Suefio MOR. Durante esta fase el animal se recuesta de lado
sobre si mismo. Se presenta una desincronizacién cortical
parecida a la vigilia, en la cual el EEG presenta una mezcla de
frecuencias entre los 20 a 30 Hz, que es de bajo voltaje: 20 a 30
uv. Existe una pérdida del tono muscular acompafiada de mioclonias
en las extremidades, vibrisas y orejas. Ademas, se observan
movimientos oculares rapidos que pueden ser laterales, verticales
y oblicuos. Dentro de 1los parametros gque definen al SMOR se
encuentran espigas monofadsicas que se registran en el puente, el
cuerpo geniculado lateral y la corteza occipital, denominadas
espigas ponto~geniculo-occipitales o PGO.

La rata ha sido otro de los mamiferos gque se han utilizado
en el estudio del suefio. En este animal se distinguen las mismas
fases que en el gato, por lo que el ciclo vigilia-sueifio

(Takeuchi, 1970) se divide en:
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Fig. 1. Caracterfsticas Elechopolisomnogruficas de la vigilia,
el duefio ligero o lento y el suefio paraddjico o MOR, Ob-
s€rvese la similitud en la desincronizacidn cortical en-
tre la vigilia y el suefi paraddjico, asf como la atonia
muscular y los Movimientos Oculares durante éste (ltimo.
(Tomada de Jouvet, 1962).



1) Vigilia (V): estd acompahada por una actividad rapida en el
EEG con frecuencias entre los 10 a los 20 Hz y con una amplitud
de 30 a 50 uv. El EOG y EMG presentan una actividad alta, que es
dependiente de la conducta del animal.

2) Suefio Lento (SL): se observan husos de suerio en el EEG,
caracterizados por una frecuencia de 10 a 13 Hz, asociados a una
actividad lenta de alto voltaje (100 a 200 uv).

3) Suefio MOR (SMOR): esta fase de suefio se caracteriza por una
actividad theta hipocampal marcadamente ritmica, cuya frecuencia
varia entre- 6 a 9 Hz. Ademas el EEG presenta una actividad
ripida y de baja amplitud. EL EOG presenta una actividad en
salvas y el tono muscular se pierde, aunque también se observan
mioclonias. La rata se mantiene durante el SL y el SMOR sobre
su vientre, con las cuatro patas flexionadas y la cabeza
inclinada sobre el térax.

La cantidad de sueiio y la forma en gue se distribuyen las
diferentes fases del «ciclo vigilia-suefic puede variar
dependiendo de la especie.‘ El hombre tiene un ciclo bifasico bien
definido: presenta vigilia durante el dia y duerme durante la
noche. El gatec y la rata son animales policiclicos, por lo que
alternan la vigilia con periodos de sueffio a lo largo de las 24
horas del dia. Por otro lado,‘ la forma en que ise suceden las
fases del ciclo vigilia-suefio en los mamiferos es constante; cada
ciclo empieza con la vigilia, sigue con el SL y finalmente
aparece el SMOR. Sin embargo, después del SL el individuo no
necesariamente presenta SMOR, ocasionalmente se despierta (para
revisién ver Zepelin, 1989). Es importante aclarar que el SL

siempre precede al SMOR, a excepcidén de casos patoldgicos como



la narcolepsia, en los que el SMOR se presenta después de la
vigilia (Guilleminault y col, 1974).

El suefio es un fendmeno que estd regulado por tres procesos:
el homeostatico, el circddico y el ultradiano. Estos procesos
son independientes, pero operan en conjuto para determinar cuindo
y qué cantidad de suefio debe presentarse, en condiciones normales
(ver figura 2). El proceso homeostatico depende de las cuotas
previas de suefio. La presién de suefio aumenta o disminuye de
manera inversamente proporcional a la cantidad de suefio anterior,
de tal forma que cuando un individuo  se mantiene mds tiempo en
vigilia, mis presién de suefio tiene y una vez que empieza a
dormir esta presién disminuye. El proceso clrcadico es
-independiente de la ocurrencia de suefio, aumentando la presién de
suefio cada 24 horas sin que la informacidén del medio modifique
su aparicidn. Por ultimo, el proceso ultradiano regqula la forma
en que se alternan el SL y el SMOR durante un dia, induciendo que
la distribucidn de las fases de suefio no sea homogénea a lo
largo de 24 hr. La aparicién de SL o SMOR se da cuando la presidn
de suefic de los procesos homeostatico, circadico y ultradiano
llega al maximo (Borbely y Tobler, 1985). Se ha demostrado que
lesiones bilaterales del nuicleo supraquiasmatico (estructura que
regula los ritmos circadicos) abolen la periodicidad del suefo,
pero no modifican la cuota diaria de este fendmeno, indicando que
los procesos circddico y homeostatico son independientes entre si
(Boberly y col., 1989).

Por otra parte, durante las fases de suefio no solamente

ocurren cambios en los patrones polisomnogrdficos, también se
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En egta figura se muestran los 3’ procesos que regulan
el suefior homeostdtico, circadiano y ultradiano,

W = VIGILIA

S = SUERO

N = SUENO LENTO

R = SUERO MOR

{ Tomada de Borbély y col, 1989)



presentan modificaciones en algunas variables fisiolégicas del
organismo:

1) sistema enddécrino: se ha observado un incremento significativo
en la secrecidn de la hormona de crecimiento y de la prolactina
a lo largo del SL, aun cuando se modifica la hora en la gque se
comienza a dormir (Sassin .pn 8 y col., 1969 y.1972). La hormona
luteinizante y la testosterona presentan un ligero aumento
durante el SMOR (Wagner y Weitzman, 1980). Ademas la liberacidn
de la hormona estimulante de la tircides y del cortisol disminuye
durante SL (Parker y col, 1980).

2) Termoregulacidén: durante el SL se observa una disminucién en
la temperatura corporal y cerebral, sin gue el organismo pierda
su capacidad de mantener la homeostasis en la temperatura
(Parmeggiani, 1980) . Durante el SMOR se presenta una pérdida en
la capacidad de termoregulacidén, aungue se observa un aumento en
la temperatura cerebral (Parmeggiani, 1977).

3) Control respiratorio: la frecuencia respiratoria se regulariza
Y disminuye durante el SL. Existe, ademds, un ligero incremento
en la presion de €02 y disminuye la respuesta de ventilacidn al
co2z (Philtipson, 1977). Sin embargo, durante el SMOR 1la
frecuencia respiratoria se vuelve irregular. La sensibilidad al
co2 se pierde durante los segmentos de SMOR con movimientos
oculares o con mioclonias (Sullivan y col., 1979) .

4) Frecuencia Cardiaca y Presidén Sanguinea: estas dos variables
disminuyen significativamente durante el SL. A lo largo de SMOR,
la frecuencia cardiaca se vuelve irrégular. En camblie, la presidén
sanguinea tiene un disminucién ténica y aumenta fasicamente

durante los trenes de movimientos oculares (Gassel y col., 1964).



Por otro lado, se ha observado que existen modificaciones en
la cantidad y 1la ritmicidad del suefio a nivel ontogenético. Los
neonatos presentan mayor cantidad de suefio total, en particular
de la fase clasificada como SMOR, en relacién a un adulto
(Dreyfus-Brisac, 1979). Ademas el ritme circadico del sueno no
se encuentra bien definido en las primeras etapas de la vida
{Navelet y col., 1982). Por otro lado, se ha demostrado que en
sujetos de edad avanzada existe una disminucidén del SMOR y un
aumento en la vigilia, aunado a la pérdida del ritmo circadico de
este fendmeno (Kales y col., 1967).

Varios estudios de conducta han demostrado la presencia de
un ciclo de actividad-reposo a 1o large de la escala filogenética
animal, sugiriendo que este ciclo estd relacionado con el ciclo
vigilia-suefio observado en mamiferos (Campbell y Tobler, 1984).
sin embargo, los patrones polisomnograficos que definen al SL se
observan a partir de lo reptiles y aquéllos que definen al SMOR a
partir de la aves (Tauber, 1974; Tobler, 1984).

Los estudios de suefioc a nivel filogenético han cuestionado
la definicién de suefioc hecha a partir de los datos en mamiferos.
Se ha sugerido que la observacién de la conducta y no los indices
electrograficos es el parametro de evaluacién mas confiable del
ciclo vigilia-suefio, sobre todo si se consideran: 1) 1las
diferencias en la estructura y funcidén del sistema nervioso entre
las diferentes especies (Tobler, 1984) y 2) 1la falta de
correlacién entre el estado conductual y 1los patrones
electropolisomnograficos observada recientemente en mamiferos

(Vanderwolf y Robinson, 1981). Aungue se ha sugerido en los



estudios de filogenia que 1los patrones polisomnograficos no son
siempre confiables, la neurobiclegia de las diferentes f&ges del
ciclo vigilia-suefio en los mamiferos, ha sido estudiada con base
en estos patrones con buenos resultados.

Como se ha podido observar cada fase del ciclo vigilia-suefio
es en si misma un proceso multifactorial, dondé ocurren una gran
cantidad de cambios a nivel periférico y central. Sin embargo,
estas fases se encuentran en intima interaccién durante la vida
de un organismo. Por lo tanto, cuando se estudia la neurobiologia
del SMOR es importante tomar en cuenta gue esta fase de suefio
es un fendémeno que no se puede aislar del ciclo vigilia-sueiio del
que forma parte. Dentro de este contexto, en la siguiente
seccidén se revisara la neurobiologia de las diferentes fases del
ciclo vigilia-suefio, con el objeto de tener un panorama mas
amplio de los procesos neurofisiolégicos que caracterizan a cada

fase, en especial al SMOR.
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NEUROFISIOLOGIA DEL CICLO VIGILIA-SUERO

El mecanismo basico que regula los diferentes estados del
ciclo vigilia-suefio ha sido estudiado por medio de diferentes
aproximaciones de caracter interdisciplinario. De esta forma,
desde hace 50 anos la neurofisiologia, la neurcanatomia y la
neuroquimica han sido disciplinas gue han aportado datos para en
el entendimiento del ciclo vigilia-suefio. A continuacidén se
revisaré los posibles mecanismos neurales gque controlan cada una

de las fases del ciclo vigilia-suerio.

o VIGILIA (V).

A principios de siglec muchos fisidlogos, entre ellos
Kleitman (1939; citado en Jones, 1989), pensaban que la vigilia
(V) se mantenia y era regulada por la entrada sensorial continua.
Esta hipétesis se basaba en los estudios de transectos hechos por
Bremer en 1929 (citado en Jouvet y Moruzzi, 1972), en los cuales
al separar el bulbo ragquideo de la médula espinal se inducia un
estado permanente con ondas lentas en el EEG. Afios después
Moruzzi y Magoun (1949) demostraron que la estimulacién eléctrica
de la formacion reticular del tallo cerebral, pero no de las vias
sensoriales, produce un estado de alertaﬁiento y V en animales
que se encontraban dormidos, denomidado despertar
electroencefalografico. Estos investigadores postularon 1la
existencia del Sistema Reticular Activador Ascendente (SRAA),
cuya funcién es precisamente la activacién cortical durante la V,
la cual entonces no depende de la entrada sensorial continua.
En la Actualidad se piensa que el mecanismo que regula la vigilia

es mucho mas complejo de lo que estos investigadores proponian.
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FIGURA 3

Esquema que representa un corte sagital (2.5 mm lateral a la
linea media) de un cerebro de gato, en el cual se muestran los sis
temas neurales involucrados en el mecanismo de la vigilia. En es=-
te ésquem@ se sugiere que la formacifén reticular manda fibras as-
cendentes a través de dos rutas. Las lineas punteadas sefialan la
ruta ventral monoaminérgica, gue se origina en los nficleos seroto
ninérgicos y noradrenérgicos del tallo cerebral, y que proyectan
y activan al hipotdlamo, subt8lamo y cerebro basal. La ruta dor-
sal mostrada en lineas continuas, tiene su origen en los nfcleos-
colinérgicos del puente y el mesencéfalico, los cuales mandan afe
rentes al tilamo, que a su vez inerva a la corteza. Las flechas -
hacia arriba indican las estructuras que se activan durante la vi
gilia y cuya estimulacibén induce despertar y alertamiento. Las re
giones marcadas con lineas transversales, corresponden a las re-

giones cuya lesibn abole la vigilia.

@ somas Colinérgicos. Q) somas Monoaminérgicos.
4 Estructuras Activas. @ Zona cuya lesién produce
somnolencia.

13



Varios estudios a nivel neuroanatémico han demostrado que
existen tres estructuras principales que mandan proyecciones
difusas a la corteza cerebral, y gque mantienen la activacidn
ténica cortical y 1la V: los nicleos mediales e intralaminares
del talamo, los nudcleos magnocelulares del cerebro basal y el
hipotalamo posterior (ver figura 3) (Kievit y Kuypers, 1975;
Pearsocn y col, 1983; Monier y col, 1960).

En un inicio, con experimentos de estimulacién eléctrica y
de lesiones en la formacidén reticular se demostré que el SRAA se
extiende desde el tegmento oral pontino y la formacion reticular
mesencefdlica hasta el hipotalamo posterior y el subtalamo
(Jouvet y Moruzzi, 1972). La destruccién de estas estructuras,
que tienen una amplia proyeccién ascendente a los micleos medial
e intralaminares del taAlamo, produce los efectos mas permanentes
y marcados sobre la V, es decir, produce una sincronizacion
permentente del EEG (Lindsley y col, 1950).

En estudios mas detallados se demostrd que la formacidén
reticular recibe eferentes colaterales de las vias sensoriales
especificas y viscerales (Siegel, 1979), y que proyecta fibras al
diencéfalo y el telencéfalo, a través de dos grandes rutas. La
ruta dorsal esta formada por fibras ascendentes colinérgicas de
la formacidén reticular pontomesencefalica gque terminan
principalmente en los nucleos intralaminares y mediales del
tAlamo (Jones Yy Beaudet, 1987). La ruta ventral esta constituida
por fibras noradrenérgicas y serotoninérgicas que activan el EEG
a través de sus proyecciones tanto al hipotalamo, subtalamo y al
cexrebro basal, como directamente a la corteza y al hipocampo

(Jones y Yang, 1985; Steinbush, 1984).
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Las fibras de la ruta dorsal se originan en 1los nucleos
colinérgicos pedunculo pontino (PPT) y laterodorsal tegmental
(LDTG) de 1la transicién pontomesencefédlica, que presentan una
alta actividad durante la desincronizacién cortical (El Mansari y
col, 1989), Estos micleos modulan la actividad talamica a través
de dos mecanismos. El primero es el inhibir mediante receptores
muscarinicos, la actividad sincrénica esponténea de las células
gabaérgicas del nucleo reticular talamico (RT); y el segundo es
la excitacidén de las células talamicas que proyectan a la corteza
mediante dos procesos: uno ténico que consiste en 1la
despolarizacién membranal inducida por receptores muscarinicos y
otro fasico caracterizado por potenciales excitatorios
postsinapticos (EPSPs) y potenciales de accién, mediado por
receptores nicotinicos (Steriade y Llinas, 1988).

Como se observa en la figura 3, las fibras de 1la ruta
ventral parecen tener una influencia extratalamica, en 1la
activacién del EEG y la V, mads importante que en el caso de la
ruta dorsal, ya qgue presentan un gran numero de proyecciones
difusas al‘ hipotdlamo, el cerebroe basal y la corteza (Jones,
1989). Los nucleos locus coeruleus (LC) y rafe dorsal (RD), . uno
noradrenérgico y el otro serotoninérgico, presentan una
frecuencia de disparo maxima durante la vigilia, que disminuye
durante SL y encuentra su minimo durante SMOR (Hobson y col,
1975; McGinty y Harper, 1977), por lo gque se sugiere tienen un
papel activador selectivo de la V. Estas células se denominan
REM OFF. Las fibras noradrenérgicas y serotoninérgicas que

proyectan a la corteza inducen la reduccién de la adaptacién en
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la frecuencia de disparoc que sufren las neuronas neocorticales,
al blogquear la corriente de posthiperpolarizacidén de K
(McCormick, 1989). Este fendmeno es uno de los factores mas
importantes en el incremento “seiial-rujido" en el procesamiento de
informacién en la corteza, modulado por las monoaminas (Foehring
y col, 1988). Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado
el papel funcional de la ruta ventral en la activacion de la
corteza y la vigilia.

Adicionalmente, se ha demostrado gque el hipotidlamo
posterior, estructura cuya lesién produce somnolencia continua
(Nauta, 1946), manda fibras histaminérgicas difusas a la corteza
y al talamo, formando parte también del sistema regulador de 1la
vigilia (Lin y col, 1988). Ademas se ha indicado que 1la
microinyeccidén de muscimol, un agonista gabaérgico, induce un
estado permanente de SL, que perdura varias horas. La regién
tubero~infundibular del hipotalamo contiene una gran cantidad de
neuronas histaminérgicas, que tienen una actividad neuronal
parecida a las del LC y RD, es decir son REM OFF (Sakai y
col.,1990). Es probable que estas células histaminérgicas tengan
un papel semejante al de la noradrenalina (NE) y la serctonina
(5~HT), sin embargo la capacidad moduladora de la histamina en la
corteza y el tdlamo no han sido estudiadas.

Por ultimo, se ha demostrado que la estimulacidén eléctrica
del nicleo de Meynert y de la sustancia inmominata, nucleos
colinérgicos del cerebro basal que proyectan directamente a 1la
corteza y al tdlamo (Saper, 1985), induce una activacioén
cortical y alertamiento por le que también han sido incluidos en

el sistema regulador de la V. La influencia colinérgica del
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cerebro basal induce una depolarizacién a largo plaza de las
células neocorticales mediada por receptores muscarinicgs, que
reduce la corriente de K (Madison y col, 1987). Ademds, se ha
cbservado que la frecuencia maxima de disparo de las neuronas
colinérgicas del cerebro basal se correlaciona con 1la
desincronizacién cortical y que la lesién con. acido kainico de
esta zona reduce el alertamiento y la capacidad de regular la
temperatura (Szymusiak y McGinty, 1989 y 1986; Szymusiak y
Satinoff, 1984). Recientemente se ha demostradeo que 1la
microinyeccién de muscimol en esta regidén también produce un
estado de sincronizacidén en el EEG y SL, que perdura durante
varias horas (Sakai y col, 1990).

En resumen, el mecanismo neuronal gque regula la vigilia
presenta varios sistemas interdependientes que actdan a nivel
talamico y extrataldmico para modular la actividad cortical de
esta fase. Sin embargo, es importante aclarar que estos sistemas
no son indispensables per ce para la generacidén y el
mantenimiento de la vigilia. lLos estudios de transectos y de
lesiones con neurotéxicos han demostrado que estos tres grandes
sistema.s activadores durante la vigilia, pueden ser desconectados
de la corteza o ser destruidos sin que la vigilia desaparezca por
completo (Moruzzji y Jouvet, 1972; Denoyer y col, 1991; Symusiak y

McGinty, 1986).

SUERO LENTO (SL).
Como ya se menciond, a principios de siglo se aceptaba 1la
existencia de un sistema activador que mantenia la wvigilia, por

lo que ademds, se consideraba al suefioc como resultado de la
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fatiga o la disminucidén en la actividad del SRAA (Moruzzi vy
Jouvet, 1972). Esta teoria "pasiva" del suenio fué corroborada con
los estudios de actividad unitaria, multiunitaria y de 2-
Desoxiglucosa donde se demostré que durante SL existe una
disminucién en la actividad neuronal en la mayoria de"~Tads
regiones cerebrales, incluyendo la corteza y el talamo (Steriade
y col, 1987; Ogawa y Kawamura, 1988; Ram y Frost, 1986). Sin
embargo, la teoria pasiva del suefio fué refutada a partir de los
experimentos en los gque se mostrdé que transectos del tallo
cerebral caudales a la formacién reticular pontina inducen
insomnic permanente {Batini y col, 1958 y 1959). Con base en
estos resultados se sugirid que el suefio era resultado de 1la
activacién de ciertas estructuras localizadas en el tallo
'cerebral a nivel caudal.

La estimulacién eléctrica de la formacién reticular bulbar y
del niucleo del tracto solitario (TSOL) inducen una inmediata
sincronizacién cortical y posteriormente SL, por lo que se
sugirié que estas estructuras pueden generar activamente esta
fase de suefio (Magnes y col, 1961). A partir de la informacién
anatémica se ha propuesto que el TSOL puede inducir SL por medio
de dos mecanismos: por inhibicidén del SRA}.\ o por activacién del
sistema limbico (Jones, 1990) . Este nicleo manda una gran
cantidad de proyecciones ascendentes a la Formacién Reticular
Pontina y Mesencefdlica (FRP y FRM), como al nucleo parabraquial
(PB) gque a su vez inerva al sistema 1limbico, incluyendo al
hipotalamo (Ricardo y Koh, 1978).

Por otro lado, se ha sugerido gue el hipotalamo anterior y

la corteza frontal son estructuras que juegan un papel activo en
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FIGURA 4

Representacibn de un corte sagital de cerebro de gato (2.5 mm
lateral a la linea media) que indica el mecanismo neuronal cue requ-
la el Suefio Lento (SL). La flecha hacia abajo representa la hiperro
larizacifn de los nficleos taldmicos y la flecha hacia arriba el au-
mento en la actividad el&ctrica de las estructuras en el hipotilamo
anterior. Las lineas continuas indican la disminucidn en la activi-
dad (-) de las fibras que viajan de la formacién reticular mesencefd
lica hacia el t&lamo. Las lineas punteadas representan las fibras
descendentes del hipotflamo anterior hacia el tallo cerebral y el ti
lamo, y cuyo mecanismo inductor de 5L no se conoce (?). La zona mar-
cada con lineas transversales muestra la regibén del hipotilamo ante-

rior y el 8rea prebptica, que al ser lesionada induce insomnio.

Estructuras Activas. Estructuras Inhibidas,

Zona cuya lesién induce insomnio.
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la génesis del SL (ver figura 4). En los trabajos c{ésicos de
Nauta (1946) y posteriormente de Sterman y Clemente (1962), se
demostréd que lesiones del area predptica, la sustancia inominata
Yy el nicleo de la banda diagonal de Broca inducen un insomnio
permanente. Ademas se ha observado gue la estimulacidén eléctrica
del area predptica induce somnolencia y SL en- gatos (Sterman y
Clemente, 1962a). Asimismo se ha demostrado la existencia de
neuronas gue aumentan su actividad selectivamente durante SL,
tanto en el &rea predptica, la sustancia inominata y la banda
diagonal de broca, como en la amigdala y el nicleo de Meynert
(Szymusiak y McGinty, 1986 y 1989).

La estimulacion eléctrica de la corteza frontal también
produce sincronizacién cortical y SL (Pefialosa y col, 1964).
Ademas la lesion bilateral de esta estructura reduce
permanentemente el SL (Villablanca y col, 1976). Se ha sugerido
que la corteza frontal ejerce una influencia moduladora de
estructuras hipnogénicas como el Area predptica, el cerebro basal
o la amigdala, hasta el nicleo PB y el TSOL, a través de su
amplias proyecciones descendentes (Van der Koody y col, 1984;
Hobson y SEerlade, 1986) .

Sin embargo, aun con estos antecedentes, la importancia de
las estructuras mencionadas en la regulacién del SL esta lejos de
ser entendida de forma global.

Recientemente, Steriade y su grupo han postulade un sistema
dual de generacién del SL, es decir, por un lado existe una
inhibicién "activa" del complejo sistema activador cortical y por
otro se presenta de manera "pasiva" una desfacilitacidén de las

neuronas talamicas y corticales, que permite la expresidn de sus
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caracterisiticas electrofisiocldgicas intrinsecas y asi la
sincronizacién cortical y el SL (Steriade, 1992). El proceso
activo, segun estos investigadores, consiste en la inhibicién
parcial de las estructuras que modulan la influencia activadora
cortical que mantienen la vigilia: el sistema colinérgico de la
formacién reticular, el hipotdlamo posterior y el cerebro basal.
Se ha demostrado que estas estructuras presentan una marcada
disminucién en su actividad neuronal durante SL (El1 Mansari y
col, 1989; Sakali y col, 1990; Symusiak y McGinty, 1986). De
manera interesante, la estimulacién eléctrica de hipotdlamo
anterior induce la inhibicién de ia neuronas de la FRM y de las
neuronas del hipotédlamo posterioi (Lineberry y Siegel, 1971).
- Ademas, la microinyeccién de muscimol en estas 3 estructuras
induce SL durante varias horas (Sakai y col, 193%0).

Una vez interrumpida la influencia de las estructuras
activadoras corticales, se expresa el mecanismo pasive de 1la
sincronizacién del EEG y el SL. La sincronizacién
electroencefalogrifica es un estado donde varios osciladores como
son las neuronas talamocorticales, se activan con la misma
frecuencia gracias a la influencia del micleo reticular talamico
(RT), gque actuya como un marcapaso (Steriade, 1981).

Como ya se menciond la actividad del sistema colinérgico del
tallo cerebral modula la transmicion talamocortical a través de:
1)la excitacién directa de las cédlulas talamocorticales y 2) la
inhibicidén de las neuronas gabaérgicas del nucleo RT (Steriade y
col, 1987). Durante el SL la influencia colinérgica desaparece,

lo que provoca una deshinibicién de 1las neuronas gabaérgicas
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reticulares, que a su vez producen una inhibicién y una
desfacilitacidén de las células talamocorticales (Steriade, 1989).
Esto induce a su vez la expresidn de las propiedades intrinsecas
de estas células. Dentro de las propiedades intrinsecas de las
talamocorticales se encuentran ¢tres conductancias idnicas que
desempenan un papel central en la capacidad de oscilacidén de 1la
actividad sincrénica talamocortical (Steriade y Llinas, 1988):

1) La conductancia voltaje-dependiente no-inactivante de Na, que
genera a nivel somatico una oscilacidén de 10 Hz al inducir una
marcada depolarizacidén, asociada a trenes de potenciales de
accidén, posterior a la hiperpolarizacién por la conductancia de
K.

2) La espiga de Ca de bajo umbral. Esta espiga es un tren de
espigas que también se genera a nivel somatico y que sélo se
observa cuando la membrana de la neurona talamocortical se
. encuentra hiperpolarizada, como normalmente ocurre en SL.-

3) Conductancia de K dependiente de Ca. Esta conductancia es el
dltimo componente de una larga hiperpolarizacién en las neuronas
talamocorticales inducida por la corteza, gque induce un rebote
postinhibitoric que termina con un tren de espigas. Esta
corriente también induce oscilaciones ciclicas de las neuronas
talamocorticales.

La capacidad oscilatoria de las neuronas talamicas que
proyectan a la corteza es contreolada y sincronizada por un
sistema externo: las neuronas reticulares talamicas, que por su
‘difusa conexidén con todos los micleos talamicos puede modular la
actividad global del talamo (Steriade y col, 1984 y 1985). Las

neuronas reticulares son gabaérgicas e inducen una marcada
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hiperpolarizacién de las neuronas talamocorticales. Ademas,
registros intracelulares de 1las neuronas reticulares han
demostrado que estas neuronas se depolarizan y activan en forma
de trenes de espigas' de forma ciclica (7-14 Hz). Por lo tanto,
esta activacién reticular produce una hiperpolarizacidén ciclica
Y una activacién sincrénica de las neuronas talamocorticales, que

es caracteristica del SL (Steriade y Llinas y 1988).
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SUERO MOR (SMOR)

purante los ultimos 30 afios una gran cantidad de estudios en
los que se han utilizado diferentes técnicas, han sugerido que el
SMOR estd regulado por estructuras gque se encuentran en el tallo
cerebral. Sin embarge, aun con todos estos trabajos hasta el
momento no se ha podido definir exactamente cual es el o los
mecanismos neurofisioldgicos que lo regulan.

Las secciones a nivel de la unién pontomesencefdlica
{(Jouvet, 1962) y de la unién bulbopontina (Siegel y col, 1984 y
1985) demostraron que el tallo cerebral es la unica regidn del
sistema nervioso central indispensable y suficiente para generar
las caracteristicas polisomnogridficas del SMOR. Sin embargo,
estos trabajos promovieron unicamente el estudio de las
estructuras pontinas como parte fundamental en la regulacidén del
SMOR.

Con esta linea de ipvestigacién se demostrd que la
estimulacién eléctrica o farmacoldgica de varias estructuras
pontinas induce SMOR. La estimulacién con pulsos eléctricos en la
formacidén reticular pontina (FRP) , produce un aumento
significaé}vo del SMOR (Monti, 1970). Asimismo estudios
recientes han demostrado que la microinyeccidén de agonistas
colinérgicos en el locus coerules alfa (LCa) y el peri-locus
coeruleus (pLC) (Sakai, 1988), asi como en 1la FRP (Baghdoyan y
col, 1984) inducen 1la aparicidén de un estado parecido al SMOR.
Este efecto es esbacio (Baghdoyan y col, 1987; Yamamoto, 1990) y
dosis dependiente (Baghdoyan y col, 1989).

Estos trabajos sefialan al puente como la regién cerebral que

controla las caracteristicas polisomnogrdficas del SMOR. Sin
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embargo, el registro electrofisiolégico de actividad unitaria ha
permitido demostrar que durante el SMOR existe un aumento en la
actividad neuronal de un gran numero de estructuras, que no soélo
se encuentran en el puente, sino que estdan distribuidas a lo
largo del tallo cerebral (Vertes, 1984) (ver figura S5). Se ha
cbservado un tipo de neuronas que presentan una activacion fasica
durante la vigilia con movimiente, gue alcanzan su frecuencia
minima durante SL y que se activan al maximo durante el SMOR.
Estas neuronas, denominadas "REM ON", se han registrado en la FRP
(Hobson y McCarley, 1974), en el pLC y el LCa {(sakai, 19B0 y
1988), en el micleo parabraguial 1lateral (PB} (Saito y col,
1977), el nutcleoc magnocelular del bulbo (Mc) (Chase y col, 1981},
.en los PPT y LDTG (El Mansari y col, 1989; Steriade, 1989) y en
el nucleo parvocelular (PCR) (Netick y col, 1977).

En contraste, el registro electrofisiolégico de varios
nicleos del sistema de rafe (McGinty y Harper, 1974; Sakai y col,
1983; Trulson y col, 1984) y del Locus Coeruleus (LC){(Hobson y
col, 1974) ha demostrado que existe un tipo de neuronas, llamadas
"REM OFF" que tienen una frecuencia de disparo alta durante la Vv,
que disminuye gradualmente durante SL y no presentan actividad
electrofisiolégica durante el SMOR. Ya que estas estructuras
emplean como neurotransmisor la serotonina (los nucleos del rafe)
o la noradrenalina (LC), se ha sugerido que los sistemas
monoaminérgicos del tallo cerebral tienen un papel permisivo en
el SMOR (Hobson y col, 1986).

La utilizacién de lesiones electroliticas, mecanicas o

quimicas ha demostrado gue el mecanismo del SMOR es mas complejo
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de lo que se pensaba. Las lesiones del tallo cerebral den;ost:raron
que sélo la ablacién extensiva de la transicién
pontomesencefalica suprime el SMOR. La lesidén del LC, el pLC y el
LCa con 6-Hidroxidopamina, neurotéxico del sistema
catecolaminérgico, no impide la. aparicidén del SMOR (Jones, 1977).
Tampoco se modifica el SMOR con lesiones electroliticas o con 5,7
triptamina del rafe dorsal (Froment y col, 1974). Ademads, la
lesién con acido kainico de la FRP (Sastre y col, 1981; Drucker-
Colin y col, 1983) y de los niucleos tegmento dorsolaterales (PPT,
LDTG y PB) no abolen la aparicidn del SMOR, si bien en el ultimo
caso existe una correlacién entre el’ tamafio de la lesién y la
disminucién producida en el SMOR (Webster y Jones, 1988).

En general, estos estudios sugieren gque el SMOR estd
regulado por una gran cantidad de estructuras en el tallo
cerebral, que como se observa en la figura 5 probablemente
interactuan entre si, hasta alcanzar un nivel critico de
excitabilidad, lo que permite aumentar su actividad neuronal y
generar esta fase de suefio. Sin embargo, los estudios de lesiones
sugieren gue ninguna de estas estructuras es indispensable por si
sola para regular el SMOR, indicando gque el mecanismo de
interaccién entre estructuras las involucradas en el SMOR es
complejo,

Uno de los i:untos mas conflictivos en la investigacidn del
SMOR ha sido la delimitacién de las estructuras que participan
activamente en la regulacién del SMOR, de aquellas que sdélo
forman parte de los fendmenos colaterales asociados al SMOR. A
continuacidén se revisara brevemente el mecanismo neurofisiolégico

que regula los diferentes patrones poligraficos del SMOR (ver
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Figura 5.
Esquema del mecanismo que requla las diferentes variables po-

lisomnograficas'del Suefio MOR (SMOR). Las dos lincas transversaloes
que separan al puente del resto del cerebro representan la prepara-
cibn en la que se demostrf6 que el puente es la regibn cercbral in-
dispensable para la generacién del SMOR. Las lfnecas continuas sefa-
lan el mecanismo de desincronizacibn del EEG, en el cual, fibras me
sencgfélica {(FRM), activan al t&lamo y la corteza. Las lineas pun-
teadas indican el mecanismo de atonfa muscular, donde los nficleos
pontinos enterodorsales mandan aferentes colinérgicas a la RFB, que
a su vez, proyecta a las interneuronas del asta dorsal de la médula
. espinal, Estas interneuronas son glicinérgicas que hiperpolarizan a
las motoneuronas, induciendo atonia. El mecanismo que regula las es
pitas PGO est& representado por lineas. La regifn dorsolateral del
puente (RDLP) y la formacif6n reticular pontina proyectan al cuerpo
geniculado lateral. Estas estructuras se activan poco antes de una
espiga PGO y su estimulacibn induce la aparici6ébn de estas espigas.
Durante la vigilia y el SL, la RDLP se encuentra inhibida {-) por
nficleos pontinos que utilizan serotonina. Las estructuras aue aumen
tan su actividad eléctrica selectivamente durante SMOR y ocue al ser
estimuladas inducen SMOR estén sefialadas con flechas hacia arriba.
Las estructuras que disminuyen su actividad se sefialan con flechas

hacia abajo.

@ Soma Colinérigico. Q soma Monoaminérgico

@ Soma Glicinérgico. 4 ESstructuras Activas

& Estructuras Inhibidas. —— ‘ecanigmo de Desincronizacifn
veses Mecanismo PGO. - == - Mecanismeo de Atonia Mucular



figura 5).
1. DESINCRONIZACION CORTICAL. El patrén electroencefalografico de
baja amplitud y alta frecuencia es una de las caracteristicas mas
sobresalientes del SMOR en relacidén al SL. Si bien este patrén de
EEG es muy parecido durante la vigilia, el mecanismo que regula
la desincronizacién en estas dos fases no es exactamente el
mismo. Se ha demostrado que existe un mecanismo de activacion
cortical mas complejo durante la vigilia gue a lo largo del SMOR.

A nivel de la formacidn reticular, durante el SMOR la ruta
ascendente ventral que es monoaminérgica y que proyecta al
hipotdlamo, tdlamo y a la corteza no se encuentra activa., Esta
ruta se origina en los nicleos LC y RD y como ya se ha citado
presentan células REM OFF (Hobson y col, 1974; McGinty y Harper,
1977) . En cambio, se postula que los nicleos colinérgicos de 1la
transicién pontomesencefalica (PPT-LDTG) juegan un papel central
en la desincronizacién del EEG durante el SMOR, ya que inducen
la despolarizacién de las células talamocorticales y 1la
inhibicién del nucleo reticular talamico a lo largo de esta fase
de suefio ( El1 Mansari y col, 1989 ; Steriade, 1989).
Adicionalmente, estudios de actividad unitaria y con trazadores
de vias han indicado que el nucleo magnocelular del bulbo
proyecta directamente a la corteza y se activa tnicamente durante
"la desincronizacién del EEG durante el SMOR, sugiriendose como la
estructura activadora a nivel talamocortical exclusiva del SMOR
(Steriade y col, 1984; Sakai, 1985).

La influencia activadora de las células histaminérgicas del
hipotalamo posterior tampoco es importante durante el SMOR, ya

que son células REM OFF (Sakai y col, 1990). Por iiltimo, 1las
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células colinérgicas del cerebro basal (nucleoc de Meynert y
sustancia inominata) presentan una actividad semejante durante la
vigilia y el SMOR, por lo que es probable gue participen a nivel
extratalamico en la activacién del EEG a lo largo de estas dos
fases (Symusiak y McGinty, 1989).

2. ACTIVIDAD THETA HIPOCAMPAL. El1 ritmo theta hipocampal es un
patrén sinusoidal con una frecuencia de 5 a 10 Hz, que se observa
durante SMOR, y en periodos de vigilia asociados a procesos de
atencién o con movimientos voluntarios (Buzsaki y col, 1983).
Este ritmo se observa claramente en roedores, es menos evidente
en el gato Yy excepcionalmente en primates (Winson, 1972).

La aparicién del ritmo theta depende de la activacién ténica
del sistema septohipocampal, que sincroniza la actividad del
hipocampo mediante depolarizaciones ritmicas de sus neuronas. Los
estudios de estimulacidén y lesiones han demostrado que la regién
rostral de la forﬁacién reticular pontina es la zona mas efectiva
para inducir la actividad theta hipocampal (Vertes, 1982). Esta
regién presenta neuronas cuya actividad esta intimamente ligada a
la sincronizacién del sistema septohipocampal (Arnolds y col,
1975; Vertes, 1979). Asimismo, estudios recientes con trazadores
de vias han indicado que la FRP oral manda proyecciones directas
al hipocampo (Jones y Yang, 1985), corroborando la Q;pétesis de
un sistema activador ténico del septum proveniente de 1la
formacién reticular.

3. ATONIA MUSCULAR. La pérdida del tono muscular es otra de las
caracteristicas tdénicas del SMOR, que separan esta fase de las

otras que conforman el ciclo vigilia-suefio. La descripcién de la
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atonia muscular que acompana al SMOR fué hecha por primera vez
por Jouvet (1959). Este autor y posteriormente Morrison y col.
(1981), demostraron que la destruccién del tercio caudal del IC
induce un fendmeno de SMOR sin atonia, donde los gatos presentan
conductas alucinatorias de miedo y ataque a un enemigo
imaginario.

Estudios recientes han indicado gque el sistema "ordenador"
de la atonia muscular se encuentra en los nucleos perilocus
Coeruleus y Locus Coeruleus Alfa, que son estructuras situadas a
nivel medial y ventromedial del LC, y cuya 1lesidén con
neurotéxicos induce MOR sin atonia (Sakai y col, 1980). Ademas
como se observa en la figura 5, estas dos estructuras tienen
células REM ON y mandan proyecciones colinérgicas excitatorias al
micleo Mc y el paramedial (FM) del bulbo, por medio del tracto
tegmentoreticular lateral (Sakai y col, 1980). Las neuronas del
Mc Yy el PM se consideran de relevo y envian, a su vez,
proyecciones excitatorias a interneuronas glicinérgicas
espinales, a través del tracto reticulo espinal ventrolateral
(Morales y col, 1990). Los estudios de la actividad intracelular
han demostrado que las motoneuronas, el sistema eferente de la
atonia muscular, se encuentran ligeramente hiperpolarizadas
durante SL pero, es durante SMOR esta hiperpolarizacién se
encuentra al maximo (Chase y col, 1981). Asimismo, se ha sugerido
que la hiperpolarizacidén de las motoneuronas es inducida a nivel
postsinaptico por las interneuronas glicinérgicas durante el SMOR
(Soja y col, 1987).

Se ha demostrado que microinyecciones de agonistas

colinérgicos en los nicleos perilLc, 1LC alfa y PM producen una
S
S
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supresién generalizada de la actividad motora en gatos (Lai y
Siegel, 1988). Este efecto puede ser provocado también por la
aplicacién de agonistas glutamatérgicos en el nucleo Mc (Lai y
Siegel, 1990). Ademas, estudios con microdiilisis han indicado
que existe una liberacién ténica de acetilcolina y de glutamina
en los nicleos PM y el Mc respectivamente, sugiriendo que los
mecanismos centrales gque controlan la atonia wmuscular no son
solamente colinérgicos, sino también glutamatérgicos (Kodama y
col, 1992).

4. ESPIGAS PONTO~GENICULO-OCCIPITALES (PGOs). La actividad PGO
fué registrada por primera vez en el puente por Jouvet y su grupo
(1959) . Posteriormente, las PGOS fueron registradas también en el
cuerpo geniculado lateral (Mikiten y col, 1961) y en la corteza
occipital (Mouret y col, 1963). Por esta razén las PGOs tienen
ese nombre. Sin embargo, los potenciales de campo caracterizados
como PGOs han sido registrados en estructuras como: el éoliculo
superior (Brokks y Bizzi, 1963), en los nicleos de los nervios
craneales III, VI y VII (Michael y col, 1964; Costin y Hafemann,
1970), en‘~los nucleos pulvinar y central lateral del tdlamo
(Hobson, 1964), en la corteza parietal y temporal (Sakai y col,
1976) y en el sistema limbico (Calvo y col, 1984) (ver figura 6).
Las PGOs pueden ser monofasicas, espigas dobles o trenes de
espigas y se ha sugerido un sistema homeostatico que %antiene una
cuota diaria de 1t 000 espigas, independientemente de la cantidad
de SMOR (Jouvet y Moruzzi, 1972), Ademas las espigas PGO han
sido registradas en el gato, el perro , la rata y en primates no

humanos (Jouvet y col, 1959; Cespuglio y col, 1977; Kaufman,
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1983; Feldman y Cohen, 1968).

Se ha demostrado la existencia de neuronas que se activan
poco antes de una espiga PGO, denominadas células "PGO-ON" en la
regién dorsolateral de la transicién puente-mesencéfalo (Sakai,
1980) y en la FRP (MacCarley y col, 1978). Dentro de las
estructuras a nivel dorsolateral se encuentran el nucleo
Parabrachial lateral, el nucleo laterodorsal tegmental y el area
X, que en conjunto mandan proyecciones al cuerpo geniculado
lateral y a la corteza occipital (Sakai, 1980). Asimismo,
lesiones con neurotéxicos inducen la desaparicién de la PGOs
{(Sakai y col, 1976). Adicionalmente se ha sugerido que el sistema
regulador de las PGO es colinérgico, ya que microinyecciones de
carbacol en el area parabraguial induce PGOs durante varias
horas, independientemente del estado de conciencia del animal
(Datta y col, 1991). '

Se ha sugeride que las neuronas serotoninérgicas del rafe
ejercen una influencia inhibitoria sobre el marcapaso colinérgico
de la transicién puente-mesencéfalo, y que la liberacidn de esta
influencia durante SMOR permite la manifestacidn de espigas PGO a
lo largo d\e esta fase. Esta hipétesis se basa en experimentos
donde 1la 1lesién con 5,7 hidroxitriptamina del RD, o 1la
interferencia de la transmisié;x serotoninérgica con reserpina o
Paraclorofenilalanina (PCPA) (Jouvet y Moruzzi, 1972; Ursin,
1978) inducen, después de 3 semanas de administracién constante,
la ocurrencia continua de PGOs a lo largo de todo el ciclo
vigilia-suefio. Asimismo, la inhibicidén por congelacién del LC

también induce la aparicién continua de PGOs (Cespuglio y col,
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1982) .

Es importante resaltar que el estudio de la neurofi_siologia
de las caracteristicas poligraficas que definen al SMOR de forma
aislada, no es necesariamente la estrategia mas adecuada para
poder comprender al SMOR come un fendmeno global., Como ya se ha
mencionado, por medio de lesiones o transectos .es posible inducir
SMOR sin atonia (Jouvet, 1959), MOR sin PGOs (sakai y col, 1976)
o MOR sin desincronizacién cortical (Jouvet, 1972). Por lo tanto,
es necesario diferenciar aquellas estructuras del tallo cerebral
que participan en un solo fenémeno poligrafico del SMOR, de 1las
estructuras que tienen un papel integrador en la regulacién del

SMOR.
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PROCESAMIENTO SENSORIAL DURANTE EL SUERO

El suefio en cualguier especie animal se caracteriza por la
ausencia de movimientos corporales dirigidos y por la pérdida de
contacto con el ambiente que le rodea. Ya gque existen
modificaciones en el procesamiento sensorial durante el sueilio,
un animal dormido no reacciona a estimulos ante los cuales
responderia si estuviera despierto.

El estudio de 1las caracteristicas de los potenciales
sensoriales provocados durante las diferentes fases del ciclo
vigilia-suefo, han sido una herramienta para determinar los
cambios en la reactividad de los sistemas sensoriales durante
dichas fases. Los potenciales provocados son el resultado de la
activacién neuronal de campo, es decir de un gran nuimero de
neuronas, ante un estimulo especifico. Este estimulo puede
aplicarse y posteriormente registrarse en cualquier relevo de una
via sensorial, por lo que es posible obtener informacién del
procesamiento sensorial en toda la via o en puntos localizados
(Hobson y Steriade, 1986). En el caso de estudios con
potenciales provocados por estimulacién periférica, donde se
determina la reactividad de toda la via sensorial, se han
observado resultados contradictorios: Winters y col., (1967),
observaron que los potenciales auditivos de tallo presentan una
respuesta mayor durante SL que durante la vigilia y el SMOR, en
cambio, Evarts (1963) encontré respuestas iguales en las
diferentes fases. Estos resultados ambiglios pueden deberse a la
falta de control en los factores externos que modifican 1la

estimulacioén periférica y a la inconsistencia en la localizacién
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de regiones corticales.

Por otra parte, la estimulacién del tracto éptico (Dagnino y
col, 1965) o del cuerpo geniculado lateral (Frommer y Galambos,
1964) inducen un potencial en la corteza visual que tiene una
amplitud menor en SL en relacidn a la vigilia Y que presenta su
maximo en SMOR. Ademds, trabajos en los que se estimula la
corteza ha sugerido que la excitabilidad cortical durante 'las
diferentes fases no se modifica (Walsh y Cordeau, 1965). En
términos generales, los experimentos de potenciales evocados en
relevos especificos de una via sensorial, como son los obtenidos
por estimulacidén pretalamica (Dagnino y col, 1965), talamica
(Frommer y Galambos, 1964) y postalamica (Walsh y Cordeau, 1965)
sugieren que la disminucién de la reactividad a los estimulos
ocurre a nivel de tdlamo y sdélo durante SL, en cambio durante el
SMOR se presenta un aumento en la excitabilidad de las vias
sensoriales especificas.

Actualmente, se piensa que el blogueo de la transmisidn
sindptica en el tdlamo previene la elaboracién de una respuesta
en la corteza, induciendo la deaferentacidén necesaria para 1la
somnolencia y posteriormente para el sueiioc (Steriade, 1989b).
Durante el SL disminuye la actividad espontdnea y 1la
probabilidad de respuesta ante un estimulo en las neuronas de los
nicleos sensoriales taldmicos y la corteza. Este fénémeno como
ya se menciond, se debe a la hiperpolarizacién de las neuronas
talamicas que proyectan a la corteza, por la influencia de las
neuronas del nicleo RT que utilizan GABA. Esta hiperpolarizacion
induce una desinhibicién de la corriente de Ca de bajo umbral,

produciendo una raifaga de espigas seguida de una larga
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hiperpolarizacién, en las mismas neuronas talamocorticales
(Steriade y Llinas, 1988).

Por otro lado, durante el SMOR el umbral para despertar es
el mAs alto, por lo que es considerada la fasc mis profunda de
suefio. La disminucién en la reactividad a los estimulos durante
el SMOR no puede explicarse a través de un aumento en la
rasj_.stenciu de las vias sensoriales clasicas, ya gque dstas se
encuentran con una alta excitabilidad durante al SMOR (Pompaiano,
1972), por lo tanto desde los afios 608, se ha sugerido que los
cambios en la excitabilidad del sistema inespecifico son los
responsables de la Qeaferentacidén sensorial del SMOR. Se ha
encontrado que para inducir el despertar en gates a través de la

estimulacién de la formacién reticular mesencenfdlica, es

ria una i idad 500% mayor oen SMOR que en SL (Benoit y
Bloch, 1960). AdemAs, se ha observado que la formacién reticular,
parte de la via sensorial inespecifica, tiene un nivel de
reactividad a estimulos sensoriales muy bajo durante SMOR
(Huttenlocher, 1960). Basado en estos experimentos y en estudios
de la actividad unitaria, Jouvet (Jouvet y Moruzzi, 1972)
sugirié que el alto umbral para despertar durante el =~ SMOR se
debe a la elevada actividad esponténea de la formacién reticular,
1o que induce un bloqueo por oclusién del paso de la informacién
sensorial.

Los cambios en la excitabilidad de los sistemas sensoriales
(especifico e inespecifico) Qurante el ciclo vigilia-sueiio no
impiden completamente la interaccién del organismo con su medio.

ciertos estimulos son capaces de despertar a un individuo si son
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lo suficientemente intensos o significativos. Varios estudios
han demostrado que durante el SL y no en SMOR, existe un
procesamiento de informacién exterior que puede inducir
radpldamente el despertar, si el estimulo aplicado tiene
relevancia para el individuo (Buendia y col, 1963; Langford y
col, 1974).

Recientemente, se ha sugerido que, durante el SMOR, puede
ser detectado y procesado un estimulo conductualmente
significativo, sin que necesariamente se produzca un despertar.
Esta hipétesis se basa en varias lineas de evidencia:

a) Se ha sugerido que el SMOR es una fase de consolidacién de la
memoria, donde 1la informacién previamente adquirida es
reprocesada, ya que la privacién de los periodos de SMOR
subsecuentes al aprendizaje abolen la ejecucién de la tarea
(Fishbein y Gutwein, 1977). Ademas, se ha observado un aumento en
la duracién y la frecuencia de los periodos de SMOR que ‘ocurren
espontdneamente 2 & 3 horas despues del aprendizaje, por 1lo gue
han sido denominadas ventanas de SMOR (Smith, 1985; Hennevin y
Leconte, 1977).

b) Es posible que el procesamiento gque se 11evg a cabo durante
las ventanas de SMOR postaprendizaje sea similar al que se
presenta justo después de la adquisicién de la informacién (Bloch
y col, 1977). Esta hipétesis se basa en los trabajos-donde se
observa que la estimulacién de la formacién reticular
mesencefalica, aplicada durante el periodo de postadquisicidn,
parece substituir a las ventanas de SMOR, ya que impide el
aumento del SMOR postentrenamiento y abole los efectos negativos

en la ejecucién al privar de SMOR a los animales (Bloch y col,
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1977) .
¢) Se ha sugerido que durante el SMOR un estimulo extern; puede
ser procesado e inducir modificaciones en la consolidacién y
retencioén de la memoria, cuando éste tiene un "valor" conductual
en la vigilia. La retencién de una tarea se incrementa cuando,
durante la ventana de SMOR postaprendizaje, se aplica el
estimulo utilizado como condicionado en wuna prueba de
condicionamiento clasico (Hars y col., 1985). Este efecto no se
observa si el estimulo condicionado es aplicado durante SL (Hars

y col, 1987).
EFECTOS DE LA ESTIMULACION SENSORIAL SOBRE EL SUERO

como hemos revisado, la entrada y procesamiento sensorial es
diferente en cada fase del ciclo vigilia-suefio., Resulta
interesante observar, que de manera inversa, la estimulacion
sensorial puede modular la cantidad y calidad de las diferentes
fases de suefo.

Pavlov fue el primer investigador que observé gque un
estimulo condicionado puede transformarse en uno inhibitorio,
cuando éste se repite frecuentemente y durante mucho tiempo, sin
la administracién de un refuerzo. Durante este proceso, que fue
denoninado inhibicién interna, siempre se presentaba somnolencia
Yy suefio en los animales. Fue por esto que Pavlov sugirié de la
inhibicién interna y el suefo formaban parte de un mecanismo
comin (Pavlov 1923, citado por Jouvet y Moruzzi, 1972).

varias décadas después, Roitback (1960) observé que la

estimulacién eléctrica de 1la piel induce somnolencia vy
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sincronizacion electroencefalografica en perros y dgatos.
Posteriormente, se demostrd que el efecto encontrado por Roitback
se inducia por la estimulacién del grupo II de fibras cutaneas, y
no por la estimulacion de aferentes musculares {Pompeiano y Swet,
1962). A su vez, la activacién de estas fibras cutaneas inducen
un aumento en la frecuencia de disparo de las neuronas de la
formacién reticular bulbar y pontina (Pompeiano y Swet., 1962).

Varios estudios han indicado que no sélamente los estimulos
somadticos pueden modular el SL. La estimulacién visual por
destellos luminosos constantes produce signos conductuales de
suefio, asl como sincronizacién electroencefalografica en el gato
{Mancia y col., 1959) y en el humano {Gastaud y col, 1961}).
Ademas, la estimulacidn ae aferentes parasimpaticas a nivel vagal
(Bonvallet y Sigg, 1958) o del nucleo de tracto solitafio (Magnes
y col, 1961) inducen las caracteristicas polisomnograficas del
SL.

Por otro lado, el SMOR también puede ser modulado por
diferentes tipos de estimulacién sensorial. En gatos pontines, la
estimulacidén eléctrica del nervio vagoadrtico es capaz de
provocar un aumento tanto en la frecuencia como en la duracion
del SMOR dependiendo del paradigma de estimulacién. Cuando la
estimulacién se aplicd con intervalos fijos de 1 hora si y 1 hora
no el aumento fue en la frecuencia del SMOR, en cambio cuando el
estimulo vagal se aplicoé durante los periodos de SMOR, 1la
duracién de esta fase fue incrementada (Puizzillout y col,
1976) . be manera interesante, el tiempo total de SMOR no se
modifico.

La estimulacién vestibular, inducida por el balanceo de
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del suefio MOR. (Tomado de Drucker-Colin y cols., 1983).
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gatos neonatos durante la sesién de registro, provoca un
incremento en el porcentaje del SMOR (McGinty, 1985). Asimismo,
se ha demostrado que la aplicacién de un estimulo vibratorio (100
Hz) o de ruido blando (75 dB) en gatos, durante 15 min antes de
empezar el registro polisomnografico induce un incremento en el
tiempo total de SMOR o en la duracién de SL, respectivamente
{Doneshka, 1974).

En nuestro laboratorio hemos estado interesados en 1los
efectos de la estimulacién sensorial sobre el mecanismo de
generacién y mantenimiento del SMOR. En 1983 Drucker-colin y col.
encontraron que la aplicacién de estimulos auditives (90 dB, 2
Khz, 20 ms) cada 20 s a lo largo de los periodos de SMOR, induce
un aumento en la duracidén de esta fase, asi como un incrementc en
la densidad de espigas PGO en el gato (ver figura 7).
Posteriormente se observé este efecto en humanos (Mouze-Amady Yy
col, 1986; Salin-Pascual y col, 1990). Ademas, se demostrd gue la
estimulacién somatica (estimulacién eléctrica en la piel )
también es capaz de inducir un incremento significativo en el
SMOR y la densidad de espigas PGO (Arankowsky-Sandoval y col,
1987). Anteriormente, Bowker y Morrison (1976) habian observado
que un estimulo auditivo o tactil puede inducir una espiga PGO en
cualquier fase del ciclo vigilia-suefio, por lo gque se ha
propuesto que las espigas PGO sean un mecanismo de alerta en
respuesta a estimulos internos o externos durante el SMOR (ver
figura 8).

Ya que la estimulacién auditiva o somatica induce un aumento
tanto en la duracidén del SMOR como en la densidad de espigas PGO,

se sugirié que la actividad PGO formaba parte del mecanismo de
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mantenimiento del SMOR, produciendo periodos de SMOR mas largos
cuando se aumentaba la excitabilidad del sistema con 1la
estimulacién sensorial. Para comprobar esta hipétesis se diseié
un experimento farmacoldgico, en el cual se utilizé atropina, un
antagonista colinérgico. La atropina tiene la propiedad de
disminuir la duracién del SMOR como la densidad de espigas PGO,
pero de manera difereﬁcial, es decir, con una dosis de 0.1 mg/kg
se observo una reduccidén del 29% en el SMOR y un decremento de 30
% en la densidad espigas PGO; sin embargo, con una dosis de 0.3
mg/kg el decremento en el SMOR alcanzdé el 58 % y en cambio, no
se indujo una disminucién mayor en 1la densidad de espigas PGO
(Arankowsky-Sandoval y col, 1986).

En la segunda parte de este experimento, se utilizaron
animales a los que se les administré 0.2 ¢ 0.3 mg/kg de
atropina, para probar el efecto de- la estimulacidén auditiva.
Estas dosis de atropina son las que inducen 1los efectos
disociativos entre la duracién del SMOR y la densidad de espigas
PGO. De forma inesperada, la estimulacién auditiva aplicada a lo
largo del SMOR revirtio la disminucién en el SMOR inducido por
atropina, sim embargo, la densidad de espigas PGO no se alterd.
Estos resulltados sugieren que el efecto de la estimulacién
auditiva sobre el SMOR es independiente de la densidad de espigas
PGO y del bloqueo colinérgico, refutando la hipotesis que
proponia a la actividad PGO como un elemento regulador del
mantenimiento del SMOR (Dement, 1969). Es probable que este
aumento en la densidad de espigas PGO se relacione mas bien con
otros dos fendmenos: la activacién directa del cuerpo

geniculado lateral por la estimulacién sensorial (Chalupa y col,
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1975), o 1la generacién de la respuesta de sobresalto inducida
por la estimulacién sensorial, con la cual las espigas PGO estan
estrechamente relacionadas (Wu y Siegel, 1990).

Como se ha podido observar, la estimulacidon sensorial
durante el SMOR, es una herramienta no invasiva que permite
incrementar el SMOR de manera fisioldgica. Recfentamente, se ha
demostrado que el efecto de la estimulacién auditiva se mantiene
durante 4 dias sequidos, cuando se estimula a lo largo de cada
periocdo de SMOR observado, en 8 horas de registro al dia
(Merchant-Nancy, 1990). Ademas, la estimulacién auditiva no
produce cambios en la cantidad diaria de vigilia y sueiio lento,
pero induce una disminucién en los periodos de SMOR abortivos
{periodos menores de 2 min). Finalmente, la estimulacién auditiva
durante SMOR en el gato no produce cambios en el ciclo vigilia-
suefio posteriores a la sesién de eséimulacién, aun cuando esta
sesién sea de 24 horas consecutivas (Drucker-Colin y col, 1990).

La estimulacioén sensorial durante el SMOR puede ser un
tratamiento efectivo en el restablecimiento de la cuota total de
suefio en ancianos. Un estudio previo ha indicado que las ratas
viejas (22 meses) a las cuales se les aplica consecutivamente 15
min una serie de estimulos auditivos (80 dB, 1 kHz, cada 20 s),
con intervalos de 10 min sin la aplicacién de estimulos, a lo
largo del ciclo vigilia-suefio, muestran un aumenzo en la
frecuencia de SMOR que restablece la cuota diaria de SMOR, en
relacién a ratas jé;enes (Arankowsky—sandoval y col, 1992).

Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos tratado de

determinar las estructuras que estan involucradas en el mecanismo
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de SMOR y su interaccidén con la estimulacién sensorial.
Las lesiones con acido kainico en la formacion reticular pontina
no producen un decremento en el SMOR (Drucker-Colin y col, 1983).
Sin embargo en gatos con una pérdida del 60 % de las celulas
gigantes de esta estructura, el estimulo auditivo no induce un
aumento en el SMOR, aun cuando se sigue observando el incremento
en la densidad de espigas PGO (Arankowsky-Sandoval, 1989). Ademas
como se observa en la figura 9, el registro de la actividad
unitaria de las células de la FRP, mostréd que la estimulacion
auditiva a lo largo del SMOR, induce un aumento en la actividad
del 44% de las neuronas estudiadas {Drucker-Colin y col, 1990}.

Los estudios de estimulacién eléctrica y colinérgica, asi
como de actividad unitaria, han sugerido a la FRP ~omo una de las
estructuras mas vinculadas con el mecanismo del SMOR. Ademas,
esta estructura junto con la formacidén reticular bulbar y
mesencefalica reciben colaterales de las vias sensoriales
especificas (Siegel, 1979; Wu y col, 1988; Groves y col, 1973),
por lo tanto, la FRP es probablemente la estructura que estd
mediando los efectos de la estimulacion auditiva sobre el SMOR.
Sin embargo como se ha revisado en ésta tésis, una gran cantidad
de estudios sugieren que no sélo la FRP esta involucrada en 1la
generacidén del SMOR, sino que existen varias estructuras
distribuidas a 1lo largo del tallo cerebral que participan en la
regulacién de este fendmeno, y que posiblemente aumenten su nivel
de actividad durante la estimulacién sensorial.

En términos generales el SMOR es un proceso complejo y
multifactorial donde participan varios circuitos neuronales, por

lo tanto, para poder entenderlo de manera integral es necesario
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tegmental gigantocelular (FTG)V. La frecuencia de disparo de las 3
células aumenta con el estimulo auditivo durante el SMOR.

(Tomado de Drucker-Colin y cols., 1989).

49



utilizar nuevas estrategias. Una de estas estrategias es
incrementar 1la duracién del SMOR para resaltar® las
caracteristicas neurofisioldgicas de esta fase. Con este objeto,
en el laboratorio del Dr. Drucker-Colin se ha utilizado 1la
estimulacion auditiva y la privacién selectiva de SMOR y su
posterior recuperacidén, como herramientas nqg invasivas que
inducen un aumento significativo en el SMOR, de manera sencilla y
fisioldgica. A continuacién se revisafé el efecto de la privacién

de SMOR y su proceso de recuperacién en animales.
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REBOTE DE SUERO MOR POSTERIOR A LA PRIVACION DE SUERO

En varios grupos de investigacién, una de las herramientas
utilizadas para tratar de entender el suefioc ha sido su privacidn,
es decir, el mantener despierto a un individuo durante largos
periodos y determinar que efectos tiene este procedimiento sobre
el organismo. De esta forma, se ha observado éue la privacién
total de suefio produce un déficit general que se manifiesta
principalmente por:

1) La dificultad de sostener la atencién de forma continua.

2) La aparicidén de lapsos o microsuefios durante la vigilia.

3) El ritmo alfa desaparece y aumentan las ondas lentas
cerebrales durante la vigilia (Naito y col, 1971).

4} Deterioro de los mecanismos de produccioén energética y de las
respuestas vegetativas ante el estrés.

5) Aumento en el consumo de alimento y disminucién de peso
corporal. v
Todos los cambios mencionados son reversibles, desaparecen
después de las primeras horas de sueiio.

Dada la naturaleza tan diferente entre el SL y el SMOR, no
s6lo se han desarrollado experimentos de privacién total de sueiio
sino también de privacién selectiva, con el fin de determinar si
la ausencia de cada una de estas fases afecta de diferente manera
al organismo. )

Se han desarrollado varias técnicas para la privacién
selectiva de SMOR e; animales. La mas utilizada es el método del
tanque, en el cual se coloca a 1los animales en plataformas

pequepnas, del tamafio suficiente para que se puedan mantener con
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una relajacioén parcial, pero que no les permita una relajacion
total. Esto ocasiona gue cada vez que aparece la atonia muscular
caracteristica del SMOR los animales caen y se despiertan.
Ademds, el agua que rodea a la plataforma los obliga a subir dae
nuevo en ésta. Este método es econdmico y facilita la privaciodn
de varios animales simultédneamente, permitiendoles dormir SL sin
necesidad de 1la observacién continua ni del registro
polisomnografico (Jouvet y col, 1964). Sin embargo, el metodo del
tangue tiene ciertas desventajas: no es tan selectivo, es decir,
reduce en un 10 al 40 % el SL (Mark y col, 1969) e induce estrés
por el confinamiento.

Para controlar los efectos del estrés se han utilizado
plataformas mis grandes, de tal suerte gque le permite a los
animales una relajacién total pero en condiciones de
confinamiento. Si bien este control reflieja los efectos
estresantes del procedimiento, ya que 1las concentraciones de
corticoides en plasma, el peso de las glandulas suprarenales y
los patrones de defecacidén son los mismos entre el contrel y el
experimental, es importante aclarar que 1la plataforma grande
induce una privacién del 50% en el SMOR (Jouvet y col, 1964).

Recientemente se han desarrollado técnicas de privaciodn
selectiva de SMOR menos estresantes . Entre éstas se encuentra
la técnica de multiplataformas, en la que el animal puede
desplazarse evitando los efectos del confinamiento y 1la
inmovilidad (Van Hulzen y Coenen, 1981). Otra técnica es la del
péndulo, donde los animales son colocados en una plataforma
mévil en la que la posicidén de imbalance induce la privacién del

SMOR ( Van Hulzen, y Coenen, 1980). Estos dos sistemas de

52



privacién muestran una disminucién, con respecto al método del
tanque, en el estrés medido con los indices clasicos de Selye:
dlceras estomacales, atrofia del ¢timo y las suprarrenales, Yy
pérdida de peso corporal (Coenen y Van Luijtelaar, 1985). Es
importante aclarar, gque algunos autores han demostrado que el
estrés per se puede aumentar significativamente el SMOR (Nasset y
col, 1991).

' La privacidén de SMOR produce una serie de cambios en el
organismo como son un aumento en la ingestién de alimentos y
liquidos (Jouvet y col, 1964), aumento en la actividad motora,
(Vogel, 1975}, exageracidén de la- conducta sexual (Dement, 1965),
disminucién en la capacidad de aprendizaje (Smith, 1985) y
aumento en la agresividad (Hordeﬁ Yy col, 1968).

Por otrob lado, después de la privacidén se presenta un
periodo de recuperacidén del SMOR, denominado rebote de sueiio.
Después de la privacién selectiva de SMOR, los animales ocupan
cierto tiempo para lavarse y luegc se duermen. El rebote de SMOR
se caracteriza por un acortamiento en la latencia al SMOR.
Asimismo, los periodos de SMOR que corresponden al rebote son
dificiles de interrumpir, presentan un aumento en la densidad de
movimientos oculares rapidos y de espigas PGO, asi como
mioclonias muy intensas (Dement, 1969). Adicionalmente el tiempo
total de SMOR, la duracidén media y la frecuencia de los periodos
de SMOR aumenta significativamente durante el rebote. Este
aumento es proporcional al tiempo de privacién "hasta las 72
horas, punto en el gue el SMOR alcanza un aumento limite del 60%.

A partir de entonces, aunque aumente el tiempo de privacion, ya
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no aumenta la compensacién (Siegel y Gordon, 1965) (ver fig 10).
Se ha sugerido que la privacién de SMOR induce un aumento en
general en la excitabilidad cerebral, que a su vez produce el
incremento del SMOR durante el rebote. Esta hipétesis se
fundamenta en los estudios donde se indica que la privacién de
SMOR induce por un lado, la disminucicén del umbral necesario para
provocar crisis convulsivas por elqctrochoques Y por otro, el_
aumento en la duracién de la fase tdﬁica de la convulsién (Cohen
y Dement, 1970). Ademds, se ha demostrado que la privacidén de
SMOR induce un aumento en la excitabilidad cortical, ya que la
amplitud de los potenciales provocados en la corteza prepiriforme
por estimulos periféricos aumentan en un 300% después de la 72
horas de privacién (Satinoff y col, 1971). For ultimo, dentro de
este contexto se ha observado una disminucidén en la latencia de
los potenciales provocados auditivos {Dewson y col, 1967).
Recientemente, se ha determinado una gisminucién progresiva
en la frecuencia de disparo en las células REM OFF del IC
conforme avanza el tiempo de privacién de SMOR (Mallick y col,
1991). Ademds, el registro unitario de neuronas de los nicleos
dorsolaterales de la transicién pontomesencefalica (PPT y LDTG)
muestra que, en gatos privados de SMOR existe uﬁ aumento en la
frecuencia de disparo durante el periodo de privacién y a lo
largo del rebote de suefio (Mallick y col, 1989, 1992) .- Asimismo,
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa en el bulbo,
aumenta de manera proporcional al tiempo de privacién de SMOR
(Mallick y Takkar, 1990, Takkar y Mallick, 1991). Con base en
estos resultados, se ha sugerido que la privacién de SMOR induce

cambios en la excitabilidad de dos sistemas cuyo papel en la
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regulacién de SMOR ha sido demostrada: el sistema "permisivo®™
monoamlnéfgico y el sistema activador colinérgico (Hobson 'y col,
1986; Siegel, 1988); de tal forma que, durante la privacién de
SMOR estos dos sistemas tienen un tipo de actividad semejante al
que muestran durante el SMOR, lo cual a su vez, probablemente
esté produciendo el rebote de SMOR. Sin embargo, esta hipétesis
s6lo contempla la actividad de dos nmicleos en la regulacién del
SMOR y del rebote de esta fase por privacién, lo cual es un
enfoque muy limitado. Ademds, es necesario determinar como el
aumento general de la excitabilidad cerebral, relacionado con la
privacién de SMOR, puede repercutir en la interacién y activacién
de lés estructuras involucradas en el mecanismo de SMOR durante
el rebote de sueiio.

Por otro lado, la teoria de los factores inductores de suelio
es una hipétesis alternativa gque ha tratado de explicar el
rebote de sueflo, desde un punto de vista humoral. Seglin esta
teoria, durante la vigilia se acumulan una serie de sustancias
hipnogénicas, tanto en el liquido cefaloraquideo (ICR) como en el
plasma, que al llegar a cierta concentracién inducen suefio. La
privacién de suefic induce un aumento mayor en la concentracién de
estas hipnotoxinas, de tal suerte, dque cuando al individuo se le
permite dormir su efecto es mayor y se incrementa el sueiio
{Borbhély y Tobler, 19B89). Diferentes grupos de invesfigacién han
demostrado gque diversas sustancias, la mayoria de origen
peptidico, como sbén el Factor S (Pappenheimer y col, 1975), 1la
uridina (Komoda y col, 1983), el factor inductor de suefic delta
(Monnier y col, 1973) y la sustancia promotora de suefio (Nagasaki

Y col, 1974), se acumulan en el ILCR o el plasma durante la
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privacién total de suefio y tienen la capacidad de aumentar el SL
en animales normales. Sin embargo, la mayoria de estas sustancias
producen un aumento en la temperatura cerebral, por lo que sus
efectos sobre el sueiio probablemente sean inespecificos.

En lo ultimos afios se ha determinado que el polipéptido
vasoactivo intestinal (VIP), la colecistoquinina (CCK) y el
peptido semejante a la corticotropina (CLIP) (Chastrette y col,
1988) tienen propiedades inductoras de SMOR (Riou y col, 1982;
Drucker-Colin y col, 1984; Prospero-Garcia y col, 1987). Ademas,
el aumento del SMOR producido por estos péptidos es independiente
de la temperatura cerebral (Obal y col, 1986). De manera
interesante la incubacién del LCR de animales privados de suero
con anticuerpos antiVIP abole el efecto del LCR gue normalmente,
al ser inyectado en animales insomnes, induce un aumento del SMOR
(Drucker-cColin y col, 1990). Asimismo, el radioinmunoensayo para
VIP en el LCR de animales privados de suefio indica un aumento de
VIP proporcional al tiempo de privacién (Jimenez~-Anguiano y col,
1992). Estos experimentos sugieren que el VIP es un factor
inductor de SMOR, que se acumula en en LCR y posiblemente esté
mediando en aumento en el SMOR durante el rebote. Sin embargo,
como se ha podido observar, estos trabajos no contestan 1la
pregunta de como los factores inductores de suefio interactdan con
el mecanismo de SMOR para inducir el rebote.

Adn cuando el mecanismo neurcfisiolégico que regula el
rebote de sueiic no ha sido dilucidado, la privacién de SMOR y su
posterior compensacién han sido una de las herramientas méas

utiljizadas en el estudio de la neurcbiologia del SMOR.
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EXPRESION DEL PROTO-ONCOGEN c~-fos COMO MARCADOR DE ACTIVIDAD
METABOLICA NEURONAL.

Las células nerviosas se caracterizan por tener la capacidad
de recibir, transmitir y acumular informacién a traveés de sehales
eléctricas y/o quimicas. Desde hace tiempo, se ha observado que
la activacion de receptores a nivel sinaptico induce respuestas a
corto, mediano y largo plazo. De tal forma due las respuestas
rapidas, mediadas por receptores ligados a canal, inducen cambios
eléctricos a nivel membranal cuya duracién es de milisegundos.
Las respuestas a mediano plazo se dan a través de segundos
mensajeros, con un efecto cuya duracién es de segundos a minutos
Y sin la necesidad de sintesis de novo de proteinas. Por ultimo,
se sugiere que las respuestas a largo plazo, son reguladas por un
mecanismo de transduccién que acopla vias de segundos mensajeros
con la transcripeién gendmica. De esta forma, se regula la
sintesis de novo de proteinas, que pueden jugar un papel
importante en el desarrollo y plasticidad del sistema nervioso
(Para revisidén ver siegel y col, 1986).

En los ultimos afios, se ha observado que diferentes vias de
segundos mensajeros inducen una rapida expresion de diversos
proto-oncogenes, como son el c-fos y c-jun (Sheng y col, 1988 y
1990). Se ha sugerido que estos proto~-oncogenes codifican
nucleoproteinas que regulan la expresién de otros genes y por lo
tanto, regulan las respuestas neuronales a large plazo. Por este
motivo como se observa en la figura 11, se han denominado
terceros mensajeros (Morgan y Curran, 1989).

Los proto-oncogenes c-fos y c¢~-jun son la contraparte celular

de los oncogenes v-fos y v-jun (Curran y Teich, 1982; Maky y
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cuencias controladoras transcripcionales {AP-1 6 CRE) que regulan la transcripcion de

otros genes. (Tomada de Curran, 1991).



col., 1987). Estos proto-oncogenes presentan un control muy
estricto en su expresidén, que es regulada por un mecanismo que
tiene las siguientes caracteristicas: a) Se activa rapidamente
por estimulos fisioldgicos: entrada de Ca por canales voltaje
dependientes o por activacidén de receptores postsindpticos
ligados a cascadas de segundos mensajeros (Morgan y Curxan, 19867
Greenberg y col, 1986), b) Es independiente de lTa sintesis de
proteinas (Lau y Nathans, 1987), c) La vida media de sus RNAm es
corta (Hullef y col., 1984) y d) Presenta un procesoc de
autorepresién (Franza y col, 1988).

Los estudios citados, hechos en modelos in vitro, han
permitido sugerir cudles son los mecanismos bioquimicos y
moleculares que inducen una rdpida expresién del c-fos (ver
figura 11). Adicionalmente experimentos in vivo en el sistema
nervioso, con inmunocitoquimica e hibridizacién in situ, han
demostrado que el c-fos se expresa rﬁpidamante, por diversas
clases de estimulos y en varias estructuras. Dentro de e.ste
contexto, se han realizado estudios en epilepsia (Morgan y
curran, 1987 y 1989), potenciacién a largo plazo (Cole y col,
1989), y de respuesta a 1lesiones cerebrales (Dragunow Yy
Robertson, 1988;, tratdndo de aclarar el papel del c-fos y el c-
jun, en la regulacidén de respuestas a largo plazo in vivo (Morgan
y Curran, 1991). s8in embargo, los fendmenos de plasticidad y
adaptacidén en el sistema nervioso son muy complicados y es
dificil proponer hasta ahora, qué papel real juegan los proto-
oncogenes es estos procesos.

La expresién de c-fos en el SNC, no sélo ha sido enfocada

como un problema en la regulacién de sefiales a largo plazo, sino
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también como una herramienta que permite construir mapas de la
activacién neuronal durante procescs fisioldgicos. Reclentemente
se ha utilizado la inmunohistoquimica para la proteina que
codifica el proto-oncogen c-fos {(Fos), como una técnica que
permite hacer mapeos extensivos de la activacién de cascadas de
segundos mensajeros a nivel postsindptico, con la gran ventaja de
tener resclucién celular. Ademas, esta técnica permite la
' identificacién de las neuronas que expresan c-fos, asi como su
localizacién y los neurotransmisores que utilizan, cuando ae
combina para obtener dobles inmunomarcajes (Morgan y Curran,
1891). Otra de las caracteristicas sobresalientes de 1la
inmunohistogquimica para Fos (IF) es su alta correlacién con el
aumento en la utilizacién de glucosa medida a travas de la
autoradiografia con 2-Desoxiglucosa. Sin embargo existen ciertas
excepciones: se ha demostrado que la privar de agua en ratas
induce un aumento en la IF en el nucleo paraventricular
hipotalamico, pero no produce cambios en la utilizacién de
glucosa medida con 2-DG (Sagar y col., 1988). .
Estudios en los que se ha utilizado la IF han demostrado que
esta técnica es extremadamente util, ya gque en algunos de estos
trabajos, se observéd que se podian marcar estructuras cuyo papel
en la regulacion de los fendmenos neurofisjolégicos de interdés se
desconocia. Ejemplos de estos estudios son los experimentos en
los que se observd el efecto de oplaceos y su recambio an el SNC
‘(_Haywa:d Y col, 1990), y las microinyecciones de NGF en 1la
corteza cerebral (Sharp y col, 1989). Dentro de este contexto, la

induccién de IF por estimulacidén luminosa en la retina (Sagar y
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Sharp, 1990) o en el nuicleo supraquiasmatico (Aronin y col, 1990)
asi como la expresién circadica de Fos en el hipocampo y 1la
corteza , son ejemplos de 1la utilidad de la IF en la comprension
de fenémenos como la sincronizacidén de los mecanismos circéddicos
con el medio. Es importante aclarar que la expresién de c-fos
estid ligada generalmente a la activacién neuronal, sin embargo,

la glia puede expresar c-fos d és de tr: tos o lesiones

P

cerebrales (Dragunow y Robertson, 1988).

Como todas 1las técnicas la IF praesenta ciertos
inconvenientes, como son: 1) el Fos existe basalmente en
neuronas, por lo que es posible gque se "enmascaren® lo cambios
relacionados con la activacién de vias especificas (Sagar y col,
1988); 2) se ha observado que los niveles de expresién de c-fos
pueden elevarse de manera inespecifica por el estrés inducido por
las manipulaciones experimentales (Dragunow y Faull, 1989); 3) se
ha demostrado que existen neuronas que' no tienen capacidad de
expresar c-fos, auin cuando hayan sido activadas por diferentes
métodos (Sharp y col, 1989).

En asta tesis he repetido varias veces que el mecanismo de
generacidén y mantenimiento del SMOR parece depender del aumento
en la actividad de varias estructuras del tallo cerebral, que
interactdan entre si para alcanzar un nivel critico de
excitabilidad. Paradéjicamente esta hipétesis es relativamente
reciente (808 y 90s), debido a que .ln investigacién daf suefio
siempre ha sido localizacionista. La busqueda del "centro’
generador del SMOR ocadioné la pérdida de mucho tiempo y trabajo,
por. lo que la investigacién de los proce.sos de interaccisén entre

las estructuras vinculadas con el SMOR apenas ha comenzado.

62



El uso de técnicas como la IF, que permiten el muestrec de
estructuras que se activan simulténeamente en relacién a un
proceso fisioldéglco, es una de la necesidades prioritarias en el
estudio del SMOR, ya que describiran de manera global los cambios

en la actividad de todo el tallo cerebral.

OBJETIVO

con base en estos antecedentes, el objetivo del presente
trabajo es determinar el numero y distribucidn de las células
inmunoreactivas a Fos en el tallo cerebral, en animales que
presentaron periodos de SMOR control y en aguellos que mostraron
un aumento en la dﬁracién del SMOR, ya sea por estimulacién

auditiva o por privacién de suerio.
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Auditory stimulation has been shown to increase REM sleep periods in cats and humans. This elfcct has been attributed 1o an clevation
of the level of excitability in a variety of brain stem neuronal groups. Fos-like immunostaining (FLI1) has been useful in constructing maps of
post-synaptic neuronal activity with single cell resolution, and has been suggested to be tightly correlated with ongoing neuronal activity. This
study used FLI to quantify neurons from struclures expressing c-fos in brain stem areas in animals with normal REMs and compared them
with those showing extended REM periods. The results basically indicated that brain stem areas which in other studies have been described
as having REM-ON cells, showed an increase in FLI, while no FLI changes occurred in arcas described as having REM-OFF cells. These

results arc discussed in teyms of the possibility that REM maintenance is related to a widespread increase in brain stem excitability.

Different manipulations such as sleep deprivation® or
chemical stimulation®™* have been shown to increase
REM slc:p Recently it has been reported that auditory

{AS) initiated at the inning and contin-
ued throughout a REM sleep period produces a very
significant enhancement of each REM sleep period in
both cats® and human subjects'™?®, Animal work has
shown that this increment is not affected by cholinergic
blockade and is unrelated to the increase in PGO spike
density which occurs in conjunction with the REM in-
crease?. On the other hand, kainic acid lesions of pon-
tine reticular formation (PRF) cells, though not prevent-
ing the appearance of REM sleep, does prevent the
duration increase induced by AS'. Finally, the REM
sleep increase induced by AS is accompanied by an in-
crense in single unit activity frequency of PRF cells®.
This latter observation suggests that prolongation of
REM sleep by AS induces augmentation of excitability
of certain neuronal groups, and that this may be caus-
ally related to the maintenance of fonger REM sleep pe-
riods. Morcover, since recent cvidence suggests that
REM sleep is generated by a broadly distributed ncu-
ronal network throughout the brain stem, rather than by
8 particular structure$332.3%, it scemed appropriate to
study Fos-like immunostaining (FLI) which has been
useful in ing maps of,, ynapti 1 ac-
tivity with single cell resolution'® Morcovcr. it has been

ggested that cfos p is tightly
corrclated with ongoing neuronal activity, although there
are some exceptions™™3*, In the present study, there-

fore, we utilized FLI for quantifying the number of neu-
rons and structures which express c-fos in the brain stem
in animals presenting normal REM sleep periods and
compared them with those showing catended REM slecp
periods induced either by AS or sleep deprivation.

" Twenty-three male Wistar rats (180-200 g) were im-
planted for conventional sleep recordings. Screw elec-
trodes were placed in the parietal bone for recording the
EEG and in the left hippocampus (4 mm posterior to
bregma and 3.8 mm lateral). Wire electrodes were ad-
ditionally placed in the neck muscles for recording EMG.
After one week recovery, the animals were habituated
for threc days to the inverted flower pot method for
slecp deprivation® and to the recording system which
consisted of a cage within a sound attenuated soom,
where the animal was then connected to a Grass Model
79 D polygraph.

Four experimental groups were used. A sleep-deprived
group (SD) which was maintained on the inverted flower
pot for 48 h and three other groups: control, auditory
stimulation (AS), and slow wave sleep (SWS) which
were sleep deprived for only 3 h, before the recording
session. At the beginning of the recording session, only
SWS and waking weré recorded during 30-60 min, fol-
lowing which only those animals within the control, AS
and SD groups which presentend 3 REM periods during
the next 30-60 min werc utilized. The AS group re-
ceived an auditory stimulus in the form of a beep (80
dB, 20 ms. 1 kHz) which was applied cvery 20 s through-
oul the three REM periods. For the SWS group only

Collﬂpaudrnu R. Ducker-Colin, Instituto de Fisiologla Celuiar, Universidad Nacional Autdnoma de Mdaivo, Apdo. Postal H-6t0, 04510
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TABLE |

Percent £ 5.E.M. values of the different phases of the sleep-wake cycle for each group, end & S.E.M. duranan of sndis tdual REA periuts

Groups Awake Slow wave xlrrp RF\I ;Ier[-
Control (n = 6) 3896 521 & 77 N vor £ 1
Auditory stimulation (n = 6) 216 £ 9° 61.2 £ 9° 1298 % 3+
Sleep deprivation (n =6) Bx7 4a31x8 JLIE I
Slow wave sleep {n =5) 4339 ST [N

REM duranon (num
L7 20}

242 2 D)

RREIF R

[

*P <005, **P < 0.001.

those animals presenting waking and slow wave sleep
during the recording session were included.

After the recording session, ail the animals were
maintained awake in a sound attenuated room for 30
min, and then deeply anesthetized and perfused with
PBS 0.1 M followed by 4% parafor The brains
were removed and placed in 30% sucrose in 0.1 M phos-
‘phated buffer until they sank. Frozen sections (40 p#m
thick) were washed 3 times (10 min per wash} in 0.01 M
PBS with 0.1% Triton X-100, and then incubated with
10% normal goat serum (Vector Labs.) for 20 min. The

salis tegmental nucleus (LDTG), subcoeruleus nucleus
(SubC), and the pontine reticular formation (PRF). The
data obtained from sicep recordings and FLI quantitics-
tions were evaluated by a onc-way ANOVA and the
Fisher test.

The results showed that groups AS and SD had o sig-
nificant increase in total REM sleep percent and mean

- REM sleep period duration (P < 0.05 and P < 0.001,

respectively), in comparison to control and SWS graups
(sec Table 1). The SWS group had no REM sleep at all,
while the AS and SD groups presented an increment of

slices were then incubated with p 55 c-fos antibody, gen-
erously provided by Tom Curran of Roche Institute for
Molecular Biology, at a dilution of 122000 for 72 h. Af-
ter washmg with PBS the sections were processcd for
ABC i i
The number of nuclei slmncd wuh pp 55 c-fos unuhody
per structure in the brain stem, were quantified with the
aid of an Image Analyzer (MCID). Secnons which cor-

PP ly 60% in mean REM duration with respect
to the control group. In addition, Table I shows a sig-
nificant increasc in slow wave sleep in the AS and SWS
groups (P < 0.05), and a decrease in waking in the AS
group (P < 0.05).

As for the FLI data it was observed that groups AS
and SD which showed an increase in REM sleep also
showed an increment in the FLI ncurens in several brain

responded (rom Bregma to six diffe

levels -12.3, -11.6, -10.3, -9.3, -8.8 and -8. 3" were
analyzed. Within these sections the following structures
were quantified: solitary tract nucleus (NTS), parvocel-
lular nucleus (PCR), magnocellular nucleus (Mc), raphé
paliidus (RP), raphé medialis (RM), raphé dorsalis
{RD}, locus cocruleus (LC), parabrachial nucleus (PB),
pedunculo pontine tegmental nucleus (PPT), laterodor-

TABLE it

stem . Analysis of variance showed that in the
AS and SD groups there was a significant increase in FLI
neurons in PPT (P < 0.001), PB (P < 0.01). SubC (P
< 0.01) and NTS (P < 0.01) (sec Tuble II and Fig. 1).
On the other hand, there were structures such as LC,
RD and RM that presented no changes in FLI between
any of the groups. In addition, Table I1 shuws that there
was an increase in FLI in LDTG (P < (.05} and RP (P

Effects of AS and 5D on the number {2 % S.E.M.) of Fos like-immunoreactive neurons in differens brain siem structures

PCR, parvoceltular nucleus; RP, raphé pallidus; NST, solitary tract nucleus; LC, locus coeruleus: PB, parabrachial nucleus; PPT, pedun-
culo pontine tegmental nucleus; RD, raphé dorsalis: SubC, subcoeruleus nucleus; LDTG, laterodarsalis tcgmental nucleus: RM, raphé
medialis; AS, auditory stimulation; SD. sleep deprivation; SWS, slow wave slecp.

ey

PCR RP NST Lc PB SubC” l Dra KM
Comml (n=16) 7322 4714 19.814 13.624 19.0:8 19.6x6 8123 5921 91215 R6z)
{n=6) 95%2 4Bkl 28.413%* 12023 62.2£16%%¢  4f2%5%* 973 13925 117236 5614
SD (n = 6) 1244 B8.95:3% 35418% 13.655  61.7%12%*  32.6£9°**  12.2:1 IR E LR [ Eh]
SWS (n =5 3422% 6012 1673 11,33 20.6£3 14022 10.723 S.h2l Y0208

441228

" %P <005, <*P < 0.01, ***P < 0.001.



Fig. 1. Photomicrographs showing the Fos-like immunoreactivity of the parabrachial nucleus, in the different experimental groups. Note that
panels D (ruditory stimulation group) and C (sleep deprivation group) present a niotable increasc in immunoreactive cefls, in relation 1o
pancls A (control} and B (stow wave sleep group).

< 0.05) only in the SD group. The PCR was the only
structure where FLI was slightly lower (P < 0.05) in the
SWS group as compared to all other groups. Finally, the
PRF and Mc did not express Fos protein,

‘The results of this study show first of all that auditory

i also prod i in REM sleep period
duration in the rat. Therefore, since auditory stimulation
influences REM duration in rats, cats® and humans'®?%,
it suggests that this phenomenon is not an isolated event
restricted to a particular species,

‘The results further show that there are changes in FLI
in a variety of brain stem structures. These changes can
be divided into those structures which increased FLI,
such as PPT, PB, SubC, NST, and those which showed
no changes such as LC, RD and RM. In addition, there
were structures such as RP and LDTG which increased
only following recovery from 48 h of sleep deprivation.
Moreaver, PCR showed a diminish: p of FLI

in the rats belonging to the SWS group. whose only dif+
ference with the other groups was that they had no REM
sleep periods. Finally, interestingly PRF and Mc did not
show Fos protein expression.

In relation to the nuclei which showed increases in
FLI it is interesting to note that they all have been
shown to contain REM-ON cells'™****! ‘There is one
exception here, the NST, where no one has recorded
from these cells during REM slecp, However, one inter-
esting observation is that NST cells are part of the relay
cclls of vagal afferents, where Puiziflout et at.>? have
shown that stimulation of these afferents induce pro-
longed REM periods.

On the other hand, those nuclei which have been re-
ported to contain REM-OFF cells such ay the LC, RD
and RM™Y*3 showed no changes in FLI. It should be
noted that it is not possible 1o observe a decrease in FLI

pression as a resull of a decrease in neuronal activ-



ity'’. It is therefore conceivable that the absence of

change in FLI reflects a decrease in neuronal activity, A
notable exception were the RP cells, which despite hav-
ing REM-OFF cells®” presented a very small but signif-
|cunl increase in FLI during recovery from 48 h of REM

p ion. This diff e, | . may be artifactual
in view of the very low levels of c-fos expression in all
groups. In relation to the LDTG cells which have
REM-ON cells* they also showed a small increase in
FLI but in the SD group only. We have no current ex-
planation for the RP and LDTG results. However, the
LDTG and coincidentally PPT are also structures shown
to have an increase in glucose uptake in relation to REM
slecp™. Tt should further be noted that FLI and glucase
uptake are tightly correlated, although there are several
exceptions™,

The PCR was the only structure in the entire study in
which the number of FLI neurons was found to be less
in a particular group. This vccurred in the SWS group.
It is possible that PCR which have REM-ON cells™™®
have a specific c-fos expression in relation to REM sleep,
and since the SWS group has no REM ad all, it expressed
less c-fos.

- Finally, extensive work has shown that PRF and Mc
play a regulatory role in REM sleep generation® '
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El material y metodos asi como los resultados obtenidos en
el presente trabajo, han sido parcialmente descritos en el
articulo anexo. Estos temas son revisados en extenso an la

siguiente secciodn.
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MATERIAL Y METODOS

Treinta y ocho ratas macho (180-200 gr) de la cepa Wistar
fueron implantadas para registros convencionales de suefio. Bajo
anestesia con hidrato de cloral (400 mg/kg intra muscular) y en
condiciones de asepsia, fueron colocados electrodos de tornille
de acerc inoxidable, tanto en los huesos parietales para
reglstrar EEG, como a 1 mm posterior de Bregma y 1 mm lateral

- para registrar la actividad hipocampal. Para el registro del EMG

se insertaron alambres de acero inoxidable recubiertos de tefldén
en los musculos de la nuca. Los electrodos se scldaron a un
conectior Winchester modelo SME y, entonces, se fijaron al craneo
con acrilico dental., Los animales fueron tratados con
antibidéticos ( 1,000,000 U/kg de Penicilina G ) al finalizar la
implantacién.

Daspués de una semana de recuperacién las ratas fueron
habituadas durante tres difas al método del florero invertido para
la privacidn selectiva de suefio MOR ( Vogel, 1975) y al sistema
de regiastro pclisoml;mgrat.lco. El método del florero invertido
consiste en poner a la rata en un pedestal de 5 cm de didmetro y
20 cm de alto. Este pedestal est3d colocado en un tanque de 3
galones de capacidad con un nivel de'agua de 4 cm, en el cual
los animales tienen libre acceso a comida y agua. Por otro lado,
el sistema de registro consta de una camara sonoamortiguada y
ta;adizada, que se encuentra conectada a un poligrafo Grass
modelo 79 D. En esta c4dmara hay ventilacidn e iluminacidn
constante. Adicionalmente, la conducta de las ratas puede ser

observada a través de un sistema de espejos durante el registro.
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Una vez terminada la habituacién, los animales fueron
divididos en cinco grupos experimentales. Los grupos Contgol,
Estimulacién Auditiva (EA) y Suefio Lento (SL) fueron privados de
suefio durante tres horas antes del registro. Los oéros dos
grupos: Privacién de Suedio (PS) y Vigilia (V) fueron privados por
48 horas (ver figura 12).

La sesién de registro comenzé a las 14:30 hr en todos los
grupos, a excepcién del grupo V (n=6) donde los animales no
fueron registrados después de la privacién. Durante la sesién de
registro solamente fueron utilizados los animales de los grupos
Control (n=8), EA (n=8) y PS (n=8), que presentaron vigilia y
suefio lento durante un primer intervalo de 30~60 min, pero gue
ademds presentaron tres periodos de SMOR a lo largo de un segundo
intervalo de 30~60 min. El grupo EA recibié un estimulo
auditivo en forma de "bip" (80 4AB, 20 ms', 1 kHz) que fue aplicado
cada 20 s, a lo largo de los tres periodos de SMOR registrados.
Para el grupo SL (n=8) los animales que solamente presentaron
vigilia y sueiio lento, de manera espontdnea, durante la sesién de
regigtroe (60-120 min) fueron incluides,

al tinall;.ar la sesién de registro, y en el caso de las
ratas del grupo V después de la privacién de sueiio, todos los
aninales fueron mantenidos despiertos en una céamara
sonoamortiguada por 30 min: tiempo de sobrevivencia (ver figura
12).

Las longitudes de’ 10s dos intervalos de registro (30-60 min)
fueron definidas para minimizar las valriaclones intra e inter

grupo en los valores del ciclo vigilia-suefio. Ademds, en el caso
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Figura 12. Representacién gréfica del disefic experimental seguido
en el presente estudio, Obsérvese que cada grupo experimental pre-
senta un perfodo de privaci6n de suefio y uno o dos intervalos de
registro. En el Gltimo intervalo se deben registrar 3 periodos de
SMOR en los grupos control, estimulacién auditiva y privaci6n de
suefio MOR, Existe un periodo de sobrevivencia de 30 min, posterior

al registro polisomnogréfice. ;3



de la duracién del segundo intervalo y del tiempo de
gobreviviencia (30 min), sa contempléd la capacidad temporal de
traduccién de Fos en el cerebro in vivo: se ha observado que el
nimero de células IRF alcanza su maximo 30 minutos después de
producida una convulsién con metrazole (ver figura 13). Este pico
en la IF se mantiene durante 90 min, de tal forma que
potencialmente los tres periodos de SMOR registrados pudieron
haber tenido una influencia maxima en 1la expresién de c-fos
analizada posteriormente.

Una vez concluido el tiempo de sobrevivencia, los animales
fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital y
perfundidos con 300 ml de PBS 0.1 M seguidos de 200 ml de
paraformaldehido al 4% en PBS. Los cerebros fueron removidos y
colocados en una solucidén de sacarosa al 30 % durante 48 hr.
Posteriormente se hicieron cortes sagitales de 40 um de grosor
en un cridéstato (Scientific Instrumenté), a temperaturas entre
los -13 y los —-18 C. Los cortes fueron lavados 3 veces ( 10 min
por lavado) en 0.01 M PBS con 0.1 % de triton X-100, y
posteriormente incubados 20 min en 10 % de suero normal de cabra
{Vector Laboratories). Los cortes entonces, fueron incubados con
el anticuerpo ;nti Fos p 55, donado por el Dr. Tom cCurran del
Roche Institute for Molecular Biology, a una dilucién 1/2000 por
72 hr a 4 C. Después de 3 lavados, de 10 min cada uno, los
cortes fueron procesadeos para la té;:nica inmunohistoquil;lca de
ABC. En breve, ésta técnica consiste en incubar los cortes por 2
horas con un anticuérpo anti IgG de conejo (1/200) en una
solucién PBSGT: PBS 0.01 M con 0.3 % d;_ tritén y 1 % de suero

normal de cabra. Después los cortes son lavados por 30 min e
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CURVA TEMPORAL DE EXPRESION DE c¢-fos
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Figura 13. En la parte superior de esta figura se muestra la cinética de
expresién de 1a proteina Fos en 1a corteza cerebral, después de una con-
vulsidn inducida por metrazole (tomada de Morgan y col., 1986) En la por-
cibn inferior se muestran los dos intervalos de registro del presente es-
tudio.  Obsérvese como posiblemente los 3 perfodos de SMOR registrados en el
segundo intérvalo que tiene un minimo de 30 min y un miximo de 60 min, pueden
inducir el nimero miximo de células inmunoreactivas a Fos, como se indita con

1fneas punteadas.
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incubados por 2 horas en PBSGT con avidina y biotina a una
dilucién 1/60. Nuevamente los cortes son lavados 3 veces e
incubados por 5 min en 0.1 M de trizma (ph 7.4) con Diamino
Benzidina. Se agrega entonces H202 (0.7 % final) y se espera a
que la reaccién especifica sea evidente. Al final, los cortes son
lavados 3 veces, colocados en portaobjetos con una capa de
gelatina, deshidratados y montados con Permount. '

El numero de nicleos inmunoreactivos al Fos (IF) por
estructura fue cuantificado con la ayuda de un analizador de
imdgenes (MCID). Los cortes gue correspondieron a ocho diferentes
niveles en el plano antero-posterior fueron analizados de acuerdo
al atlas de Paxinos y Watson, 1985. ILa tabla 1 muestra las
estructuras ¥ los niveles que fueron cuantificados. En esta tabla
se puede observar que existen 3 niveles de muestreo por
estructura: Anterior, Medial y Posterior. Sin embargo, hay varias
excepciones: el nicleo latercdersal tegmental (LDTG) con 2
niveles , el rafe magnus (RMAG) con 4 niveles , el parvocelular
{PCR) con 4 niveles, el rafe obscuro (RO) con 2 niveles, el rafe
pontis (RPON) con 1 nivel, el rafe medial (RM) con 1 nivel y el
pedunculo pontino (PPT} con 1 nivel. Ademas, para cada animal se
calculéd el promedio de células IF por estructura, a partir de los
datos de los diferentes niveles analizados. También fueron
analizadas varias estructuras del tallo cerebral que forman parte
de la via auditiva, como son: el ndicleo coclear dorsal, el
.coclear ventral anterior, el nicleo del trapecio y dal
leminscolateral, y el coliculo inferior (ver tabla 2).

Es importante sefialar gue el &4rea analizada para cada

estructura por nivel antero-posterior fue constante gracias a la
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dafinicién de limites espaciales de muestreo gue permite hacer el
MCID.

Los datos de los registros polisonmograficos fueron
calificados visualmente (Takegushi, 1979). Se calculd al
porcentaje de cada fase del ciclo vigilia-sueio y la media de los
periodos de SMOR. Estos datos, junto con los del andlisis de la
expresidén de c-fos fueron evaluados a t"ravés de un ANOVA de una
via. Ademas se aplicd la prueba de Fisher para determinar donde
se aencontraban las diferencias. También fue calculada la media y
el error estandar de la longitud de los dos intervalos de
registro previamente mencionados, en cada grupo experimental. Por
Ultimo, se calculd el numero de células IF por Area analizada en
cada estructura, a partir del promedio de neuronas que expresaron
c~fos por estructura y del valor en milimetros de los limites

espaciales de muestreo.

RESULTADOS

1) REGISTRO POLISOMNOGRAFICO

los result‘ados de los registros ( ver figura 14) mostraron
un aumento en el porcentaje (F= 28) y la duracién (F=37.9) de los
periodos de SMOR en los grupos EA y PS, en comparacién a los
grupos control y SL (p < 0.01 y p < 0.001 respectivamense). El
grupo SL no presentd SKOR, mientras que los grupos EA y PS
mostraron un lncrementlo aproximado del 60% en la duracisdn media

de los periodos de SMOR., En la figura 14 se observa ademds, un

inc en el p je de SL (F=8.14 y p < 0.05) en el grupo

EA y una disminucién en la Vvigilia (F=6.8 y p < 0.01) en el mismo
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Figura 14, En esta figura se indican 'I-os porcentajes de las diferentes
fases del ciclo vigilia-suefip: y 1a duracion media de Tos periodos de
suefio P}OR. en Tos diferentes grupos experimentales. En los grupos E
(Estimlacin Auditiva) y P (Privacién de SMOR) se observa un aumento en
1a duracién media y el porcentaje de SMOR.

C = Control St = Suefio Lento
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grupo. De manera paraddjica el grupo de SL no presentd cambios en
los porcentajes de estas dos fases. Adicionalmente, en la figura
14 se muestra la media y el error estandar de los dos intervalos

de registro en cada grupo experimental.

2) INMUNOREACTIVIDAD A Fos: POR NIVEL ANTERO-POSTERIOR

En el caso de los datos de la IF se observé que los grupos
EA y PS, que mostraron un aumento en el SMOR, también presentan
un incremento en el niumero de células IF en varias estructuras
{(ver tabla 1). El analisis de varianza mostré gue en los grupos
EA y PS hubo un aumento significativo en los nucleos del tracto
solitario (TS0L), subcoerulous' dorsal (SUBCD), parabraquial
lateral (PB) y laterodorsal tegmental (LDTG) en cada nivel
antero-posterior analizado. sin embargo, los nicleos

subcoeruleus ventral (SUBCV) y parvocelular (PCR), si bilen

pr ron un incr da células IF en los grupos EA y PS5,
este aumento no se encontré en todos los niveles analizados:
Posterior (B -9.68 m?l) y anterior (B -10.0 mm) respectivamente.

En los micleos RO, RM y rafe palido (RPAL) no se
observaron diferencias en el numero de neuronas IRF entre los
cinco grupos, aunque en 1la ultimq estructura mencionada, el
grupo SIL presentd un aumento significativo en el nivel anterior
(B ~11.8) (ver tabla 1).

Por otro lado, el anAlisis estadistico mostré que dos
estructuras presentaron cambios heterogéneos en 1la 1IF,
‘dependiendo del nivel antero-posterior y del grupo experimental:
1) El lLoctus Coaruleus (IC) mostrd una disminucién significativa

en el grupo V en los niveles Posterior (B -10.0 mm) y Anterjor (B
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TABLA 1la.

ANTERIOR
(B-11.6 om)

HEDIAL
(B-12.3 om)

%x + ES DEL NUMERO DE CELULAS INMUNOREACTIVAS AL c-fos

POSTERIOR
(B-13.3 wm)

1) RUCLEO DEL TRACTO SOLITARIO

F1+1+H 141+
~ D

OV T
-

ANTERIOR
{B-10.0 wm)

MEDIAL ANTERIOR
(B-11.6 mm)

ANTERIOR
(B~11.6 mm)

MEDIAL POSTERIOR
(B~12,3 )
HEDIAL
(B-12.3 mm)

NUCLEC PARVOCELULAR

POSTERIOR
{B-13.3 mm)
RAFE PALIDO
POSTERIOR
(B~13.3 wm)

2)
»

MmO

ocococo
Eaiatat bl

ANTERIOR
(B-12.3 ma)

RAFE 0BSCURO

POSTERIOR
(B-13.3 mm)

4)

F1FIHFIHL
D
- -

X-2-X-7-1

-
OG>

* p € 0.001
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1b.

TABLA
ANTERIOR
(B-9.3 rm)

n}

ANTERIOR
(B~9,3 mm)
ANTERIOR
(B~8.3 mm)

HMEDIAL~ANTERIOR
(B~9.68

MEDIAL~POSTERIOR
(8-10.0 wm)
MEDIAL
(B-9.68 nm)
MEDIAL
(B~9.3 mm)

NUCLEO SUBCOERULEUS DORSAL

RAFE MAGNUS
POSTERIOR
(B-11.6 wm)
LOCUS COERULEUS
POSTERIOR
(B-10.0 mm)
POSTERIOR
(B-~9.68 mm)

5)
6)
n

hkk
ik

-
R g
+HHIHH

~n o

~N N
pagen

I
N~

moown
=1

a2 ow
~8~do
+1+1+HFIH

ANTERTOR
(B-B.8 mm)

NUCLEO SUBCOCRULEUS VENTRAL
MEDIAL
(B-9.68 mm) (B-9.3 mm)

POSTERIOR

8)

+_+_+_u.._ﬂ_
O @D

onsoo

* p ¢ 0.001
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9)  NUCLEO PARABRAQUIAL

POSTERIOR
(B-9.68 mm)

€ 25+1

E 5.7 F 0.6 *rw

P 6.7 F L oA

SL 1.5% 0.6

v 2.8%0.6

10) RAFE DORSAL

POSTERIOR
{B-9.3 mm)

[ 13.6 + 2
E 15.8 + 3
P 23.8 + 3 *x%
SL 1.5 +3
v 6.2 +1

ki

11+

11) NUCLEOG LATERODORSAL TEGMENTAL

POSTERIOR
(B-9,3 m}
c 9.7+ 1
E  14.5%2 %
P 15.6 F 1 a#
SL 7.8%1
v 43F 1.8

12) RAFE PONTIS

(B~8.8 wm)
c 9 +1
E llaF2
P16 FL
sL 12,1 %1
v 2 Flom
*kk p ¢ 0,05
TABLA 1.

a Fos (X t ES), por nivel antero-posterior analizado en diferentes es-

tructuras del tallo cerebral.

TABLA lc.

MEDIAL ANTERIOR
(8-9.3 mm (B-8.8 mm)
17.3 # 3 20.6 + 3
60.3 & B * 56.6 ¥ 9 *
48 T 7« 61.5 % 6 *
17.1 % 1 18.3% 4
it xs.ag 17.1 %3
MEDIAL ANTERIOR
(B-8.8 mm) (B~8.3 wm)
5.6 + 1 4.1 40,9
6.8 F 0.9 4.5% 0.8
10,3 F3 *%% 4.6 % 0.6
6.2 ¥ 0.7 5.8 * 0.8
4.1 F 0.6 4.1 % 0.6
AUTERIOR
(B-8.8 mm}
9.5 + 0.9
12,8 £ 2
14,2 71 #ax
6.7 %1
4.3 F 1,9 *Ak
13) RAFE MEDIAL 14) NUCLEQ
PEDUNCULO
PONTINO
(8-8.3 ma) (B-8.3 um)
6.1 % 1 18.1 + 1
7.3% 2 34,8 F 4 *
12 %4 31.5 %1 %
6.6 F 2 12.5 ¥ 1
5.1 %2 7.6 ¥ 4.2
*% p ¢ 0,01 * p ¢ 0.001
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-9.3 mm). No se observaron cambios en el nivel Medial (B -9.68
mm}) .

2) El Rafe Dorsal (RD} presentd un aumento significativo en el
grupo PS en los niveles medial (B - 8.8 mm) y Posterior (B -9.3
mm). En el ultimo nivel citado, el grupo V mostré decremento en
relacidén a los otro grupos. Por ultimo, como se observa en 1la
tabla 1, no se presentaron diferencias entre 1los grupos

experimentales en el nivel anterior (B -8.3 mm).

3) INMUNOREACTIVIDAD AL Fos: POR ESTRUCTURA

La evaluacion estadistica del promedio de células IF por
estructura, calculado a partir de los datos de cada nivel antero-
posterior, mostraron cambios en la expresidén de c-fos en varias
estructuras del tallo cerebral. Estos cambios pueden ser
agrupados en:
1) Las estructuras gue mostraron un aumento significativo en 1la
IF en los grupos EA y PS, como son los niicleos PCR ( F=10.8 y p <
0.01 ), TSOL (F=1l y p < 0.001 ), SUBCD (F=8.4 y p < 0.01), SUBCV
(F=11.3 y p < 0.001), PB (F=23 y p < 0.001), LDTG (F=9.9 y p <
0.02) y PPT (F=12 ¥ p < 0.001) (ver figuras 15 y 16).
2) Las estructuras que no manifestaron cambios como en el caso de
los nmicleos RO Y RM (ver figura 17).
3) Las estructuras que presentaron una disminucidén significativa
en el grupo V, como son las estructuras LC (F=2.2 y p <
0.05), RPAL(F=3 y p < 0.05), RD (F=4.2 y p < 0.01), RMAG (F=2.7 y
p < 0.05) y RPON (F=6.9 y p < 0.01) (ver fiqura 18).
4) Las estructuras en las que no se observé IRF: FRP y Mc.

Finalmente, el calculo del numero de neuronas IRF por &rea

83
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NUCLEO SUBCOERULEUS DORSAL NUCLEO SUBCOERULEUS VENTRAL

Figura 15. En esta figura se indica el aumento en el nimero de células
inmunoreactivas a Fos en los grupos E {Estimulacién Auditiva) y P (Pri-
vacifn de SMOR), en los nficleos Parvocelular, del tracto solitario, y del

subcoeruleus dorsal y ventral.

C = Control, SL = Suefio lento, V = vigilia
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NUCLEQ PARABRAQUIAL LATERAL

X4 3 8 CRLUAS SAINIICTNG
SENNNNEAD
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NUCLED LATERODORSAL TEGMENTAL
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epcom

NUCLEO PEDUNCULO PONTINO

Figura 16. En estas grificas se muestra el nGmero de células fhamuno-
reactivas a Fos (X + ES) en varias estructuras de la transicibn puente-
mesencéfalo. Obsérvese que' los grupos E {Estimulacién Auditiva) y P
(Privacitn de SMOR) presentan un aumento en 13 inmunoreactividad a Fos
en las 3 estructuras mostradas.
C = Control St = Suefio Lento V = Vigilia
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Figura 17. En estas graficas se muestran el nGmero de c&lulas
inmunoreactivas-Fos (¥ + ES) en el rafé obscuro y el rafé medial.
En estas dos estructuras, como se puede observar, no se indujeron

cambios en los diferentes grupos experimentales.
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RAFE PALIDO RAFE MAGNUS
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»
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figura 18. Gréificas que representan el nimero de células inmunoreactivas
a Fos (X + ES) en el Locus Coeruleus y el rate pilido, magnus, pantis y
dorsal. Nétese como él grupo V {vigilia) syfre una "disminucidn" signifi-
cativa en 1a expresién de c-fos en estas estructuras.

C = Control E = Estimulaci6n Auditiva P - Privaci6n de SMOR

SL = Suefio lento
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DIFERENCIAS AMPLIAS
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Figura 19, Represcntacifn grifica de la densidad (X 4 ES) de las neuronas inmuno-
reactivas a Fos en las ®structuras que mostrdron un aumento en la expresién de
c-fos en los grupos EA (Estimulacifn Auditiva) y PS (Privacién de Suefo MOR )} con
respecto al control. Las estructuras fueron divididas en 2 grupos: diferencias
amplias y diferencias moderadas, segiin 1a magnitud del cambio producide por la EA

o la PS.
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analizada, indica que los nicleos TSOL, PB y PPT presentaron una
mayor capacidad para expresar c-fos en los grupos EA y PS5 (ver

figura 19).

4) INMUNOREACTIVIDAD AL Fos: VIA AUDITIVA

El analisis estadistico del ninero de células
inmunoreactivas en las estructuras de la via audit}.va no mostré
cambios entre los grupos experimentales. En la tabla 2 se puede
observar que en los nucleos coclear d"orsnl, coclear ventral
anterior, del trapecjio y del lemnisco lateral 1a IF no presentd
diferencias significativas. Sin embargo, el Ccoliculo inferior
mostré un decremento significativo en el grupo V.

Por otra parte, en los micleos lateral y posterior de 1la

oliva superior no se observé IF.
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Tabla 2
X + ES DEL NUMERO DE CELULAS
INMUNOREACTIVAS AL c-fos EN LA VIA AUDITIVA
NUCLEO COCLEAR  NUCLEO COCLEAR NUCLEO DEL TRAPECIO NUCLEO DEL LEMNISCO COLICULO INFERIOR

DORSAL VENTRAL ANTERIOR LATERAL
(B-11.6 ©m) (B-10.0 y -9.68 mm) (B-9.68,-9.3 y -8.8mm} (B-8.3 y -8.8mm) (B-8.3 y -8.8mm}

C  21.2+8 5.4+ 4.8 6.3+ 1.0 M.+ 2.5 6l.1+ 9.0
E 29.3%7 8.7 % 6.4 7.5+ 1.6 15.5 + 3.0 2.1+ 9.0
Po16.2%7 2.7+ 2.5 7.5+ 0.8 10,1+ 1.5 61.5 + 12,0
SL 2.0+5 3.5+ 3.2 7.0% 1.1 10.4 + 1.7 8.5+ 7.0
Vo 23.0%9 2.8 % 2.0 4.0+ 1.3 7.6 + 2.8 19.5 + 4.0%

Los nicleos Lateral y Superior de la 0liva superior
no expresan c-fos

*p 0.0

TASLA 2. Tabla donde se indica el ndmero de c&lulas inmunoreactivas a Fos en los relevos de la via
auditiva del tallo cerebral. Notese que los niicleos de 1a oliva superior no tienen la capacidad de

expresar el prato-oncogen c-fos.



DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran una relacidn
entre el aumento en la guracisén del SMOR, inducido por la EA o la
PS, y el incremento en la expresién del proto-oncogen c-fos en
varias estructuras del tallo cerebral, cuyo papel activo en la
regulacién del SMOR ha sido demostrado a través de diferentes
aproximaciones experimentales. Los resultados indican, ademas,
que la privacidén selectiva de SMOR induce las condiciones minimas
de inmunoreactividad al Fos en las estructuras monoaminérgicas
del tallo cerebral, las cuales no presentan cambios en la
expresién del c-fos en relacldén a la duracisdn del SMOR. El
presente estudic sugiere que el aumento en la duracién del SMOR
estA regulado por un incremento en el numero de células activas,
en varias estructuras del talle cerebral, muestreadas de manera
simultanea. Adicionalmente, los resultados obtenidos sugieren que
la privacién selectiva de SMOR produce una disminucién en 1la
reactividad del sistema monoaminérgico del tallo cerebral,
fendmeno ~que Jjuega un papel importante en el rebote de sueflo.
Por ultimo, los resultados indican que el sistema monoaminérgico
del tallo cerebral no estia involucrado en el mecanismo de
mantenimiento del SMOR.

Para mayor sistematizacién, la discusién sera dividida en

secciones:

REGISTRO POLIGRAFICO
ElL analisis de los regilstros polisomnograficos muestra
diferentes resultados. Entre estos, uno de los mas interesantes

es el hecho de que la estimulacidn auditiva en la rata también
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produce un aumento en la duracién media de los periodos de SMOR ¥y
en el porcentaje de esta fase. Debido a que este efecto ha sddo
demostrado en el gato (Drucker-Colin y col., 1983) y en el humano
{Mouze-aAmadi y col, 1987; Salin-Pascual y col, 19390), se sugiere
que el incremento del SMOR por la aplicacién de estimulos
auditivos no es un fendmeno aislado o restringido a una sola
especie.

Dentro de este contexto se éﬁede proponer que la
estimulacidén sensorial aplicada durante el suefio es una
herramienta que puede ser utilizada en el estudio de 1la
neurofisiologia del SMOR, ya que permite incrementar la duracién
de esta fase y resaltar los procesos involucrados en el SMOR, en
los animales de laboratorio mas utilizados. Ademis, esta
manipulacion es econémica, sencilla y produce un aumento en el
SMOR mediante un procesc fisioldégico. Adicionalmente, la
estimulacién sensorial también puede ser un elementoc terapéutico
que induzca, de forma no invasiva, la disminucién de algunos
aspectos patolégicos en los transtornos de suefio (Salin-Pascual y
col, 1990).

Por otro lado, la estimulacidén auditiva en la rata no sdélo
induce cambios sobre el SMOR, también produce un aumento en el
5L y una dismincién en 1la vigilia. Es probable que 1la
inespecificidad de efecto observado se deba al corto intervalo de
registro utilizado. Existe una tendencia a la disminucidén de 1la
frecuencia de periodos ,SMOR estimulados auditivamente, a expensas
de un aumento en el SL, a lo largo de ocho horas de registro en

el gato (Drucker-Colin y col, 1990). Por lo tanto, se sugiere que
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el aumento del SL y 1la disminucion de la vigilia en el grupo EA
son significativas, debido a que el registro fue interrumpido
antes de que se presentara el reajuste observade en el ciclo
vigilia~suefio, cuando se aplica la EA durante periodos minimos
de ocho horas de registro (Merchant-Nancy, 1990).

Asimismo, el grupo EA muestra un aumento en el tiempo de
registro necesaric para obtener los tres perlodos de SMOR
requeridos, comparado con el grupo control. Es posible que este
fenémeno se deba también a que la frecuencia de los periodos de
SMOR estimulados auditivamente tiende a disminuir durante ocho
horas de registro (Drucker-Colin,y col, 1890), y al importante
aumento en el SL observado en este grupo.

Los resultados muestran, ademias, que la duracién media de
los periodos de SMOR, asi como el porcentaje de esta fase,
aumenta de manera significativa, 1lo que ratifica estudios
anteriores (Vogel, 1975). Asimismo, los resultados muestran que
el intervalo de registro del grupo PS disminuye, indicando un
decremento en la latencia al SMOR y un aumento en la frecuencia
de esta fase, lo que también corrobora estudios previos (Dement
y Coenen, 1970).

Por ultimo, el andlisis de los registros de suefio en el
grupo SL no muestra un aumento significativo en el SL. Se sugiere

que dicho fendmeno se debe a gue en el grupo SL, tanto 1la

vigilia como el SL tienden a r simulta te, lo que
impide que el incremento de cada una de estas dos fases sea

significativo, aun cuando no se haya registrado SMOR.
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INMUNOREACTIVIDAD AL Fos POR ESTRUCTURA

En el caso del andlisis por estructura de la IF los
resultados muestran que existen cambios heterogenecs, aen una
gran cantidad de nucleos del tallo cerebral, que dependen del
grupo experimental. Estos cambios pueden ser dividides en:

1)s Las estructuras que aumentaron el nimero de células IF en los
q:\'upos EA y PS como son los niucleos PPT, PB, SUBCD, SUBCV, TSOL y
LDTG.

2) Las estructuras que mostraron una disminucién en el grupo V
como el IC, el RPAL, el RMAG y el RPON.

3) Las estructuras que no mostraron cambios en la IF como son los
nicleos RO y RMED.

4) Las estructuras que simplemente no mostraron IF como la FRP y
el nicleo Mc.

En relacidén al primer punto, se sugiere que las estructuras
que muestran un aumento en el numero de células IF en los grupos
EA y PS, son estructuras que presentan una mayor activacién
postsinadptica ligada a cascadas de segundos mensajeros. Es
interesante sefalar que estas estructuras contienen células REM-
ON que, como se menciond en la introduccidén, son neuronas gque
presentan una actividad fasica alta durante algunas conductas
motoras de la vigilia, tienen una frecuencia de disparo baja
durante el SL y presentan una actividad tdénica alta a lo largo
del SMOR (Sakai, 1988). Se ha demostrado gque los nucleos
colinérgicos PPT, LDTG y PB poseen neuronas REM-ON (El Mansari y
col, 1989; Steriade y col, 1989; Saito y col, 1977). Ademas, los
nicleos LDTG y PB tienen células PGO-ON, es decir, neuronas gque

disparan poco antes de la aparicidn de una espiga PGO (Steriade
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y col, 1989; Sakai, 1980). Asimismo, se ha demostrado que en el
micleo SUBC existe una compleja interaccion de células
colinérgicas REM-ON involucradas en la atonia muscular (Sakai,
1980) y de neuronas REM-OFF noradrenérgicas, cuyo papel permisivo
en la generacién del SMOR ha sido ampliamente discutido (Sakai,
1985; Jones y Webster, 1988). Adicionalmente se ha indicado la
presencia de neuronas REM-ON en el miclec PCR que, ademas, estan
involucradas en la regulacién de los> cambios fasicos en la
frecuencla respiratoria durante esta fase (Netick y col, 1977).

Dentro de este contexto, se ha demostrade que la lesidén con
dcido kainico del PPT y el LDTG produce una disminucion en el
SMOR, que es proporcional a el numerc de células colinérgicas
destruidas (Webster y Jones, 1988). Ademas, la lesidén con acido
kalnico del SUBC produce MOR sin atonia y la microinyeccidén de
carbacol en el SUBC o en el PB produce . un aumento significative
en el SMOR (Sakai, 19807 rai y Siegel, 1990; Datta y col,,
1991).

Los trabajos mencionados son evidencias de la participacién
de estos nucleos en la regulacién del SMOR. Sin embargo, existe
una excepcién an éste grupo de estructuras: el nuclec TSOL cuyo
registro unitario mostré la presencia de células SL-ON, perc no
de REM-ON (Eguchi y Satoh, 1980). Considerando que el nimerc de
neuronas registradas fue muy pequeiio y gque el TSOL. tiene
dimensiones muy amplias, no es dificil pensar que los resultados
del estudio de Eguchi y Satoh (1980) sean parciales y que
realmente existan células REM-ON en -esta estructura. Esta

hipétesis tiene apoyo en los estudios donde se observé que la
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estimulacién de aferentes vagales, gque hacen relevo en el TSOL,
induce un aumento significativo en la duracién o la frecuencia
del SMOR, dependiendo del paradigma de estimulacién (Puizzil{uot
Yy col, 1976). Ademas, la deaferentacidén serotoninérgica del
micleo TSOL, con 5,7 hidroxitriptamina, produce un aumentc en la
cuota diaria de SMOR gue se mantiene durante semanas (Nosjean y
col, 1387).

Por otro lado, el hecho de gue los micleos PPT, TSOL y PB
presenten, en los grupos EA y PS, diferencias drasticas en 1la
densidad de neuronas IF por &rea de muestreo, posiblemente indica
una participacién miés amplia de estas estructuras en la
regulacién del SMOR, en relacidén a la participacidén de los
nicleos SUBC, LODTG ¥ PCR, donde las diferencias en densidad con
respecto al control son  moderadas. Los registros
electrofisiolégicos en el nucleo PRC muestran un numero bajo de
neuronas REM-ON en esta estructura, lo gque confirma de cilerta
manera nuestros resultados (Netick y col, 1977; Sakai, 1988). Sin
embargo, no hay evidencias de lo anterior en los otros 2 nicleos
(SUBC y LDTG), por lo que una hipdétesis alternativa podria ser la
mayor capacidad de expresar c-fos en las neuronas del PPT, TSOL y
PB, sin que realmente exista en estas estructuras un papel

funcional mas importante en la regulacién del SMOR.

Por otro lado, las estructuras que mostraron una disminucidn
significativa en el grupo V son estructuras monoaminérgicas que
presentan células REM-QFF (Chu y Bloom, 1974; McGinty y Harper,
1977: Sakai y col, 1983). Es importante aclarar gue no es posible

observar una disminucidén en la IF como resultado de un decremento
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en la actividad neuronal, pero lo que si se puede determinar son
las condiciones minimas de expresioén de c~fos en una estructura
(Morgan y col, 1987; Morgan y Curran, 1990) . Por lo tanto, lo
que se observa en el presente estudio son las condiciones
basales minimas de IF en el Lc, RD, RPAL, RMAG Yy RPON, que
corresponden al grupo V. En el caso de los demas grupos
experimentales, la expresién de c-fos en estas estructuras no es
significativamente diferente, lo cual indica que no existe un
aumento en la IF en las estructuras con células REM OFF que se
correlacione con el aumento del SMOR producido por la EA o la PS,

Resulta contradictorio gque estructuras con células
noradrenérgicas comc el LC o serotoninérgicas como el RD, RMAG y
RPON, cuya actividad se encuentra al maximo durante la vigilia,
presenten las condiciones minimas de expresién de c-fos en el
grupo V, donde los animales fueron mantenidos practicamente
despiertos durante 48 horas. Este fendémeno puede ser explicado
a la luz de dos evidencias independientes. Por un lado se ha
sugerido que el sistema noradrenérgico tiende a perder su nivel
de excitabilidad después de periodos largos de vigilfia. Se ha
demostrado en gatos privados de SMOR que la frecuencia de disparo
de las neurcnas del LC presenta una disminucidén proporcional al
tiempo de privacidén, llegande al minimo de actividad después de
48 hr (Mallick y col, 1989). Ademds, se ha observado una
disminucién en la respuesta a la estimulacién noradrenérgica de
las neuronas dorsolaterales de la transicidén pontomesencefilica,
ligada a la privacién de SMOR (Mallick y col, 1991). Por otro
lado, es necesario mencionar que el estrés provocado por diversas

manipulaciones induce un aumento en la expresién de c-fos
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{Dragqunow y Robertson, 1989), por lo tanto es probable que ol
estrés asociado a la privacién de SMOR pueda inducir un aumento,
moderado pero generalizado, en 1la IF cerebral en todos los
grupos experimentales. Se propone gque, por lo menos en el caso
del 1C, el estrdés inducidec por la privacidn de SMOR no tiene la
capacidad de estimular la expresién de c-fos en el grupo V,
debido a que el sistema noradrenérgico sufre una disminucion en
- la capacidad de respuesta después de periodos prolongados de
vigilia. Para que esta hipdtesis sea valida es necesario
determinar si la disminucién de la reactividad, ligada a periodos
largos de vigilia, es exclusiva'del LC o también se aplica al
sistema serotoninérglco del rafe, lo gque explicaria los
resultados de la IF en el RD, RMAG, RPAL y RPON.

Los nicleos RM y RO también poseen células serotoninérgicas
REM-OFF (Trulson y col,1984), sin embargo el analisis de la
expresién de c-fos en estos nicleos no mostré cambios entre los
grupos experimentales. El RMED y el RO no presentaron una
disminucién en la IF.en el grupo V, como en los otros ntcleos
del rafe analizados debido, probablemente, a gue los niveles de
expresién de c-fos en estos dos nucleos son muy bajos. Esto
ultimo se fundamenta en los estudios én los que se ha determinado
que es imposible observar cambios tan sutiles con la utilizacién
de la IF como marcador de activacién neuronal (Dragunow y

Robertson, 1989).

Por otra parte, numerosos estudios de actividad unitaria,
de estimulacidén eléctrica y farmacoldgica, y de 2-Desoxi-Glucosa

{2DG) han demostrado el papel activo de la FRP y el nicleo Mc en
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la regulacién del SMOR (Hobson y col, 1975 y 1986:; Sakai, 1980 y
1988; Steriade y col, 1984; Siegel y col,1979; Ito y MacCarley,
1984; Lydic y col, 1991). Sin embargo, los resultados del
andlisis de la IF muestran gque estas estructuras no tienen la
capacidad de expresar c-fos. Se ha indicado que existen ciertas
situaciones en las que la IF no refleja la activagién funcional
de vias neurales, debido a que hay neuronas que no tienen 1la
capacidad de expresar c-fos, bajo Eiertas condiciones da
estimulacién (Hunt y col, 1988; Dragunow y Roberson, 1989). Es
probable que las condiciones experimentales usadas en el presente
estudio no estimularan la expresidén de c—fos, aun cuando las
neuronas de la PRF y/o del Mc hubieran estado activas durante el
experimento. Dentro de este contexto, cabe mencionar que la EA
durante SMOR induce un aumento en la actividad neuronal del 24%
de las células de 1la FRP registradas, lo que indica 1la
participacidén de esta estructura pontina en el incremento del
SMOR (Drucker=Colin y col, 1990). Es imﬁortante puntualizar
que en todas las estructuras analizadas, los cambios en 1la IF de
los grupos EA y PS son muy semejantes y estdn relaclionados con
el aumento del SMOR y no con otros factores ligados a 1la
manipulacién utilizada para incrementar la duracién del SMOR.
Esta afirmaéién encuentra soporte en dos hechos adlcionales: 1)

en el grupo EA no existen cambios en la IF de la via auditiva con
respecto a los demas drupos, sugiriendo gque los cambios en 1la
expresién del c-fos ep este grupo son un efecto especifico
relacionado con el aumneto del SMOR, y no con un proceso

colateral ligado a la estimulacién sensorial; 2) todos los grupos
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experimentales fueron privados de suefio por al método del tanque,
indicande gque los cambios en la IF observados en el grupo PS
estidn ligados al mecanismo de rebote de suefio Y no al estrds
producido por la privacién selectiva del SMOR.

En un estudio reciente se demostrd que la microinyeccién de
carbacol en la FRP induce un aumento en el SMOR, que estd
relacionado con un aumento en la expresién de c-fos, en los
nicleos LDTG, PPT y PB, semejante al observado en el presente
estudio (shifumnni y col, 1992)., Por lo tanto, este estudio
también sugiere que la longitud de los periodos de SMOR depende
del numero de células activas en estructuras que presentan
células REM-ON y no de la manipulacién utilizada para
incrementar esta fase. Sin embargo, en el estudio de Shiromani y
col (1992), se demostrd un aumento en la IF en la FRP ligado al
aumento de SMOR, que es un fendmeno que como ya se discutié, no

se observa en el presente estudio.

CONSIDERACIONES SOBRE EL MECANISMO ﬁEUROFISIOmGICO DEL SMOR
En términos generales los resultados muestran:

1) El aumento en el SMOR inducido por la EA o la PS esta
relacionado con un 1ncremen€o en el numero de células IF, en
aquellas estructuras del tallo cerebral que poseen 'células REM~
ON.

2) Los miclecs monoaminérgicos que contienen células -REM-OFF
presentan cambios en la IF gque no estian relacionados con el
aumento del SMOR sino,con la privacién selectiva de SMOR en el
grupo V, la cual induce una disminucién' en la reactividad de las

estructuras monoaminérgicas.
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En relacidén al primer punto, se ha sugerido gque el
incremento del SMOR depende de un nivel critico de actividad
neuronal, gque es regulado por un aumento en la excitabilidad de
varias estructuras del tallo cerebral. La aparicién de periodos
abortivos de SMOR (periodos muy breves de esta fase ) en gatos a
los que se les administrd cloranfenicol, estd relacionada con la
falta del incremento gradual en la actividad neuronal de la FRP
|y FRM cuando se pasa de SL a un periodo de SMOR normal (Drucker-
Colin, 21979). De manera inversa, se ha demostrado que el
incremento en el SMOR inducido por EA, PS o por la administracién
de carbacol, se acompafia de un, aumento en la frecuencia de
disparo de las neuronas de la FRP (Drucker-Colin y col, 1990;
Yamamoto y col, 1990), del PPT y el LDTG (Mallick y col, 1989) o
del PB (Gilbert y Lydic, 1990). A partir de estos experimentos de
actividad unitaria, se ha sugerido que el nivel de actividaa
neuronal en el tallo cerebral no se alcanza en periodos de SMOR
abortivos, en cambio durante periodos de esta fase alargados por
diversas manipulaciones, la actividad es aun mis alta que en
periodos MOR normales (Drucker-Colin y col, 1990). La expresién
de c~fos en ralacién al aumento en el SMOR sugiere un elemento
adicional en esta hipétesis: el aumento de células activas
durante periodos MOR de duracién prolongada. Esto implica que el
SMOR posiblemente depende de un aumento en la excitabilidad de
varias estructuras del tallo cerebral, que no sdlo se traduce en
un incremento de la actividad de las neuronas REM-ON, sino
también en el reclutamiento de neuronas activas en el sistema.

El reclutamiento neuronal en el talle cerebral, involucrado

con la regulacién del mecanismo de mantenimiento del SMOR, es un
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fendmeno que puede ser explicado a partir de la existencia de un
sistema distribuido autoexcitatorio. El sistema distribuido debe
estar intimamente conectado y formar circuitos reverberantes
excitatorios, gue aumenten el numero de células activas, entre
las estructuras que componen el sistema. Existen varias
evidencias que apoyan esta idea. Por un lado, se han determinado
conexiones mutuas entre los nuiclevs PPT y LDTG con: la FRP
" (Quattrochi y col, 1990; ), los nicleos PB (Saper y Loewy, 1980)
Yy SUBC (Sakai y col, 1979); entre la FRP con los nuicleos Mc y PCR
(Mitani y col, 1988); entre el nucleo TSOL y los nicleos Mc, PCR
y PB (Ricarde y Tongju, 1978); y entre el nuicleo Mc con los
micleos SUBC, PCR, PB, PPT y LDTG (Sakai y col, 1979). Por lo
tanto los estudios neurocanatémicos, de marcaje retrogrado o
anterogrado, indican que 1las estructuras REM-ON que presentan un
aumento en la expresion de c-fos relacionado con el incremento
del SMOR, se encuentran formando una red o sistema distribuido a
lo largo del tallo cerebral. Por otro lado, se ha sugerido que
las conexiones entre varios de estos nucleos forman circuitos
excitatorios, como en el caso de los nucleos LDTG y PPT con 1a
FRP ( Greene Y col, 1989), de la FRP con el Mc y el PCR (Mitani y
col, 1988), y del SUBC con el Mc (Sakai, 1988). Sin embargo, es
necesario comprobar de manera sistemdtica, con técnicas de
microestimulacién y registro electrofisioldgico, que las
conexiones entre todos estos nucleos sean excitatorias y

estimulen el reclutamiento neuronal.

Como se mencionéd en la introduccidn, no es posible observar

una disminucién en la expresién del proto-oncogen c-fos
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relacionado a un decremento en la actividad neuronal (Morgan y
col, 1987). En contraste, la ausencia de cambios en la IF en una
estructura puede indicar dos cosas: que no se presentaron cambios
en la actividad neuronal o que hubo una disminucién en 1a
actividad. Por lo tanto, el hecho de que 1la IF en los nucleos
monoaminérgicos no esté relacionada con el aumento del SMOR
inducido por la EA ¥y 1la PS, corrobora los estudlos
electrofisiolégicos en donde se sugiere el papel permisivo de las
estructuras REM-OFF (el LC y el sistema del rafe) en 1la
generacién del SMOR (Hobson y col, 1975; McGinty y Harper, 1977;
Cespuglio, 1990).

Los resultados del presente trabajoc apoyan la existencia de
un sistema activador, que depende de la actividad y del nuimero de
neuronas REM-ON, asi como de un sistema permisivo que depende de
la actividad de las neuronas REM-OFF. Estos resultados han sido
parcialmente contemplados en el modelo de la interaccidn
reciproca, que propone un mecanismo de comunicacién entre
estructuras antagér;icas (activadoras y permisivas) para 1la
generacién del SMOR (Hobson y McCarley, 1975; Hobson y col, 1986;
MacCarley y Massaquoi, 1992). En breve este modelo postula que,

la aparicién de un periodo de SMOR d de del decr o de la

actividad neuronal del ILC, el RD Yy de otros nicleos
moncaminérgices. La disminucién de la influencia moncaminérgica
produce la desinhibicidén de la FRP, que recibe gran cantidad de
fibras moncaminérgicas (Quattrochi y col, 1989). La FRP gue es
una estructura REM-ON glutamatérgica, forma un circuito

excitatorio con los nucleos colinérgicos LDTG, PPT y consigo
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misma, a través de colaterales autcexcitatorias: de tal forma
que, cuando estas tres estructuras alcanzan el nivel de
excitabilidad necesario el SMOR se presenta. Adicionalmente 1la
activacién el sistema glutamatérgico-colinérgico (Gln-Aco) induce
un aumento en la actividad del sistema monoaminérgico. El sistema
monoaminérico produce, por un 1lado, una autoinhibicién y por
otro, una inhibicién sobre el sistema activador Glu-Aco, que al
llegar a determinado nivel marca el fin de un periodo de SMOR
{(Hobson y col, 1986; MacCarley y Massaquol, 1992).

Fl modelo de la interaccidén reciproca es una aproximacion
tesdrica, gque permite integrar mucha de la informacidén recabada en
la investigacidén sobre 1la neurofisiologia del SMOR. Sin embargo,
este modelo solo contempla parte de las estructuras pontinas y
mesencefalicas involucradas en el SMOR, como son el PPT el LDTG y
la FRP. No se toma encuenta al nucleo SUBC del puente, ni a las
estructuras bulbares RENH-ON que participan en el SMOR (Sakai,
1980 y 1988; Siegel y col, 1984). :

UN NUEVO MODELO DE REGULACION DEL SMOR

En un intento de integrar estos antecedentes con Jlos

resultados del.pr te trabajo propongo un modelo de interaccidén
entre dos sistemas distribuidos antagénicos. Por un lado, se
considera un sistema permisivo, constituido por los nicleos del
sistema del rafe (RPAL, RO, RMAG, RD, RPON y RM} y el LG, cuyas
conexiones entre si son autoinhibidoras. El sistema permisivo
esta intimamente conegtado con el sistema activador, gque es el
otro sistema distribuido de este modelo. El sistema activador

esta constituido por los nicleos Mc, PCR, TSOL, SUBC, FRP, PB,
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LDTG, PPT. Considerando gue el sistema permisivo inhibe al
sistema activador, ‘es necesario el decremento de 1la influencia
monoaminérgica sobre el sistema activador para que se presente el
SMOR. Una vez desinhibido, el sistema activador tiene la
capacidad de autoexcitarse, lo cual no sélo implica un aumento en
la actividad de las neuronas sino también el reclutamiento de
células activas en las diferentes estructuras que conforman este
sistema. adicionalmente, el sistema activador tiene conexiones
excitadoras con el sistema permisive, de tal forma que, un
periodo de SMOR termina cuando la interaccién activador-permisive
llega a un nivel critico.

La generacién del SMOR depende del decremento en la
actividad del sistema permisivo, pero el mantenimiento de esta
fase depende del aumento en la excitabilidad de las estructuras
del sistema activador, que permite el aumento en la actividad y
el reclutamiento neuronal.

El modelo de la interaccién entre sistemas distribuidos
explica, entre otras cosas, el fenémeno de reclutamiento
observado en el presente trabajo. Ademas, contempla una
autoinhibicién del sistema monoaminérgico en el tallo cerebral,
lo cual explic; por qué en el grupo V, después de 48 horas de
privacisén selecti_va de SMOR, existe una disminucién en 1la
reactividad del C.sist:enm monoaminérgico. Probablemente, la
disminucién en la capacidad de respuesta del sistema pe“.r‘.mislvo
después de la privacién, desempedia un papel importante en el

rebote de sueiio.

Por ultimo, es facil observar. que el modelo de la

.
Lodd
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interaccién de sistemas distribuidos pretende explicar al SMOR
como un proceso multifactorial, regulado por gran cantidad-de
estructuras interconectadas en el tallo cerebral. Sin emba;gn,
es necesario demostrar la interaccidn de los sistemas permisive
Yy activador, con otro tipo de técnicas que contemplen, en
relacién a la regulacidén del SMOR: las conexiones entre nicleos,
los cambios en la actividad y excitabilidad de las estructuras,
las propiedades intrincecas de las neuronas, la participacién de
neurotransmisores y neuropéptidos en los dos sistemas, y la

sintesis de proteinas de novo.
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CONCLUSIONES

1) La estimulacidén auditiva aplicada durante SMOR es capaz de
aumentar esta fase de suefioc en la rata, asi como en el gato y an

el humano.

2) Existe una relacién entre la duracién del SMOR incrementada
por la aplicacién de estimulacién auditiva o durante el rebote de
' SMOR, y el aumento en el numero de neuronas Jue expresan Fos en
los nucleos: Pedunculo Pontino, Laterodorsal Tegmental,
Parabragquial Lateral, Subcoeruleus Dorsal y Ventral, y en el

nicleo del tracto Solitario.

3) Los animales que son mantenidos durante largos periodos en
vigilia, presentan el nivel basal minimo de Inmunoreactividad a
Fos (IF), asociado a una disminucién en la capacidad de respuesta
en los nicleos Locus Coeruleus, Rafe Dorsal, Rafe PAlido, Rafe

Magnus y Rafe Pontis.

4) No existen cambios en la expresién de Fos en los nucleos
monoaminérgicos del tallo cerebral, en relacién al aumento del
SMOR inducido por Estimulacién Auditiva o durante el Rebote de

Suefio.

Se sugiere gue la duracion del SMOR no sdélo depende de la
actividad de las neuronas REM-ON, sino también del numero de
células activas en una amplia red de estructuras del tallo
cerebral, que probablemente interactuen entre si para formar

circuitos excitadores que provoquen el reclutamiento neuronal.
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