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“L.a vida es sueilo”

“Sueiia el rey que es rey, y vive
con este engano mandando,
disponiendo y gobemando,

y este aplauso que recibe
prestado en el viento escribe;
y en cenizas le convierte

la muerte !desdicha fuerte!
iQue hay quien intente reinar
viendo que hay que despertar
en el suerio de la muerte!
Suedla el rico en su riqueza
que mas cuidados le ofrece
suenia el pobre que padece

Su miseria y su pobreza

sueiia el que a medrar empieza
suefla el que afana y pretende
suefia el que agravia y ofende
y en el mundo en conclusién,
todos suefian lo que son
aunque ninguno lo entiende.
Yo sueiio que estoy aqui

de estas cadenas cargado,

y sofié que en otro estado
mas lisonjerome vi

¢Qué es la vida? Un frenesi

. Qué es la vida? Una ilusion,
una sombra, una ficcién,

y el mayor bien es pequeiio

| Que toda la vida es sueiio,

y los sueflos, suefios son |

- - Pedro Calderén de la Barca,



La presente tesis se realizé en el Departamento de Fisiologia de la Facuitad de
Medicina y en el Departamento de Neurociencias del Instituto de Fisiologia
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1. RESUREN

La privacion de sueito MOR produce durante el periodo de recuneiacion, un rebo!s: 0
aumenty en el tiempo total de suefo MOR en ratas, gatos y humanos. Asimismo, se ha
obseivado que ta administracion de liquido cefalorraquideo (LG de animales privados de
sueio a animales normales e insomnes pretratados con paracioroierialarna o - propranslol
produce un incremento en esta fase de sueno. Por olra paite, se ha demostrado qua el
polipéptido vasoactivo intestinal (VIP) induce sueiio MOR en animales normales e insomnes y el
bloqueo de sus receptores produce una disminucion del mismo. Adicionalmente, se ha
observado que el VIP se acumula en et LCR de animales privados de sueic MOR (PSMOR), y
que las propiedades inductoras de sueiio del LCR dismirnuyen cuando este es incubado con
anticuerpos anti-VIP. Estas evidencias indican que el VIP es una sustancia inductora y
reguladora del suefio MOR en condiciones normales y en el rebote de suefio, posterior a la
PSMOR. Recientemente, sin embarga, ha sido reportado que los niveles de este neuropéptido
medidos por radioinmunoensayo (RIA) no cambian durante 1a PSMOR en diversas eslructuras
cerebrales. No obstante, tal incapacidad para detectar VIP por RIA en algunos nticleos posterior
a la PSMOR, pudiera estar relacionada c:o‘n el hecho de que a periodos cortos de exposicion al
VIP, ocurre una intemalizacion dei complejo péptido-receptor dentro de vesiculas endosomales
claras con una vida media de minutos. Si este fueré el caso, el RIA, no es una técnica apropiada
para medir los niveles del VIP posterior a ta PSMOR. Por lo que seria entonces necesario
utitizar atros métodas que 'de!ermine.n de manera mas eficiente cuando en el cerebro, la PSMOR
prqduce camblos en la actividad relacionada con el VIP. Con base en eStaé evidencias, los
objetivos del presente trabajo fueron: 1) Determinar la densidad de receptores a VIP después
de la PSMOR por 24 y 72 his y 2 ) Establecer Ié parti_cipaci_én d_el estrés producido por la
PSMOR sobre' la dehsfdad de 'receptorés a VIP. Para tal el_ecto, se realizaron 2 experimemos. :
En el expemhe_nto 1, se utilizaron 5 grupoé de ratas_ (n=12), las cuales_fuefun efstudiadas' hajo las
sig_uien(es condiciones: control, privacion de suefio MOR por 24 y 72 horas, y'conlrol de PSMOR |
por 24 y 72 haras. En el experimento 2, se utilizaron también % g.rupos de Vrétas (n=6), hajo r.as -

mismas condiciones descritas anteriormente, pero con la varante de que anies de someter a los
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animales a la PSMOR o bien a las situaciones control, fueron previamente habituados al método
de privacion por dos horas diarias. Después de los respectivos periodos de privacion de sueio 6
situaciones control, todos los animales fueron sacrificados y sus cerebros fueron répidamente
removidos y congelados a -70 ° C. Posteriormente, los cerebros fueron cortados y procesados
para autorradiografia del VIP. Los resultados mostraron que la PSMOR produjo un incremento
significativo en la densidad de receptores a VIP en diversos nuiclecs fnvolucrados con la
regulacion del ciclo vigilia -suefio y dicho efecto fue disminuido de manera considerable al
habituar a tos animales al método de privacion. Estos resultados sugieren que durante la vigilia
prolongada se producen diversos camblos neuroquimicos, entre ellas el aumento en la denskiad
de receptores a VIP, los cuales posiblemente son en parte responsables de modular e rebote de
sueilo, Asimismo, consideramos que el estrés es una variable inherente a ta PSMOR, que
contribuye de manera importante a modutar el rebote de suedo. Tat vez, el VIP participa en la
homeostasis del suefio y en el rebote posterior a fa privacién de suefio MOR, a través de una
interaccidn con neurotransmisares y segundos mensajeros los cuales inciden sobre diferentes

grupos neurorales involucrados en la regulacién det ciclo vigilia-suefio.



2. INTRODUCCION
El suefio en los mamiferos, implica un enorme espacio temporal pues [a tercera paite de
la vida se ocupa durmiendo. Por otro lado cada noche mientras dormimos experimentamos
involuntariamente episodios de actividad mental, acompaiados de percepciones sensoriales,
que nos evocan vivenclas personales con un tono emaocional y con una sensacion de realidad.
¢Por que necesitamos domir? ¢Para que nos sirve el sofar?. Estas son interrogantes muy
antiguas y segun la época o la cultura, los suefios han sido considerados de diversas maneras.
Las ensofaciones, han interesado a la humanidad desde épocas remotas, e incluso han
sido utilizadas para varios fines. En la Biblia encontramos que José interpreta los sueflos del
Faradn y predice el auge y la desolacidn de Egipto. A finales, del siglo XVIll y principios del XIX,
los sueflos fueron interpretados por adivinos y charlatanes , para predecir la suerte y esta
practica, impulse la publicacion de libros que contenfan series de simbolos esotéricos que
explicaban los significados de los suefos. También, en estos siglos, las ciencias médicas se
ocuparon de la cuantificacion de las variables vegetativas durante el dormir, pero los médicos
consideraron a las ensofiaciones como fendmenos. anormales, producto de un cerebro mal
oxigenado; A través del tiempo, los sueiios también han sido pane de diferentes géneros
literarios, empleandose para resaltar episodios rum'énllcx’:s. pasajes fantasticos, 0 b}én para
hacer_analogias con aspiraciones inalcanzables. Poéterionnente, Sigmund Freud se basé en el
contenido de las ensofiaciones para elaborar su teoria acerca de los procéscs del pensamiento,
que propuso_como atil en el tratamiento de enfermedades nerviosas. |
En esta breve 'nota h_lstbrica. apreclamos que por mq'chos' aios solo se considerd el
aspecto mental de la'_s ensoﬁaciohes sin que hubiera un interés sobre su rél_acién con el estado |
funclonal del cerebro, Esto esté aunado. ala aqse'ncia- de una tecnologia que perfni_tlgra explbrar
el funclonamlento cerebral. S
El esiudio cientifico de Ios:sueﬁos. el asociartos con un Nﬁdo ﬂsio!égico cerebral, es
relativam_ente_ reciente. Adn qUédén por determinar varios éspectoa scbré su ongen y.funclones. |
pero el conoclmi_ento sobre los fendmenos cerebrales que losa_coinpaﬁan. h& ténido un évah_ce .

apreciable, sin embargo hoy en dia el suefio continiia representando un enigma biolégico.



2.1 ASPECTOS FENOMENOL.OGICOS DEL SUENO

En un principio, e} estudio del suefio dnicarnente se limitd a evaluaciones conductuates,
por fo que los resuitados eran poco ctaros. Es hasta el desarrollo det electroencefalograma
(EEG) cuando el estudio del suefio fue mas compielo. Mediante 1a electioencefalogratio
(EEGrafia) se pudo determinar que los estados de vigilia y suefio se acompaiian de cambios
activos en (a actividad eléctrica de {8 corteza cerebral, Posteriormente, Aserinsky y Kleitman
(1953), describieron una fase de sueiio, la cual se acompana de movimientas oculares, a la cuat
llamaron por esta razén suedlo de movimientos oculares rapidos 6 suefio MOR. A esta fase
también se le ha dado el nombre de sueilo paradéjico (SP), debido a que durante esta etapa se
produce una desincronizacion del EEG, semejante a la de 1a vigilia (Jouvet, 1969). Actuaimente,
para analizar el ciclo vigilia-suefio se necesita al menos del registro de los siguientes parametros
eléctricos: EEG o actividad cortical, MORs 6 eleclro-oculograma (EOG) ¥ tono muscular c'>_
electromiugmm# (EMG). Asimismo, pueden registrarse otras variables, como sonlla frecuencia
respiratoria y cardiaca, ési como actividades de regiones _especificas del cerebro, tales como las
andas ponto-geniculo-occipital (PGQOs), las cuales re_ciben esle nombre por que pueden
registrarse en el puente, en el nucleo geniculado lateral y en ia corteza occipital.

Et ciclo vigmafsueﬁ_o del humano consiste de varias etapas las cuales son: Vigilia. Sueﬂo de
ondas lentas (SOL) 1, 11, Il y IV, y suefio MOR; y 50N caracterizadas de la siguiente .f'orméi
1-.) VIGILIA: El EEG presenta frecuencias mezcladas de un ritmo « Yy p (.actividad de bajo
voltaje). Generalmente, el tono muscular esta elevado y hay presencia de movimlentos oculares
t4pidos (MORs). o - |
2-.) SUENO DE ONDAS LENTAS (SOL): Esta dividido en 4 estadios, SOL: 1, II, 1] yIV.

a-.) SOLI: El EEG presenta scl]v{dad de bé]o vollaje de 50 a 75 pv y una frecuencia maydr
de 5 a 7 Hz, aparecen ocasionalmente Ias_llaniadas ondas de! veﬂex. m“, una ampﬁtud mayor
de200pv. | -

b)) SOL 1l: Se presentan los husos de Sugﬁo y los comblej'os K. Los Apdméros, apareceh con

una frecuencia entre 12-14 Hz, con una duraciér: minima de 5 seg y forrﬁados por 6-7 andas.



Los segundos, representan ondas con un complejo negativo seguido por uno positivo con una
duracion mayor de 5 seg.

c-) SOL fit y IV o Suefio Deita: Cada una de estas fases varia de acuerdo a su duracion en (a
época de registro. Cuando existe por lo menos un 20%, pero no mas de un 50% de actividad
lenta de 2 Hz y con una amplitud promedio de 75 pv, se identifica et SOL {li. Mientras que para
determinar la fase de SOL IV, necesita haber un minimo del 50% de dicha actividad. A lo largo
de estas fases de sueilo, el tono muscular y ios MOR decrecen paulatinamente.

d-.) SUENO MOR: E! EEG presenta actividad de bajo voltaje, parecido al de la vigilia, con la
presencia de MOR y atonia muscular. El 80% de la ensoflaciones ocurren en esta fase
(Retschaffen y Kales, 1968). Durante esta fase ocurren también camblos fisiolégicos
importantes, tales como un aumento del flujo sanguineo en dreas visuales asoclativas,
disminucidn del mismo en la corteza frontal inferior y depresidn ¢ estimulacion del ritmo cardio-
respiratorio. Dichos camblos fisiologlcos pudleran estar asoclados con las ensofiaciones
(Madsen y col., 1881), |

Las fases de suefio |, Il, I, IV y suefio MOR se suceden unas a otras en forma cicli‘ca durante
una noche de sueflo. Cada ciclo se Inicia con el SOL 1 y se continia con las siguientes fases, la
sucesion dura aproximadamente 80 min dn el hombre. En una noche puede haber de 4 a 6
ciclos (Hartmann, 1968). | | | |

Por otra parte, en la investigacion bésica del sueflo, el gato y Ia rata, han sido los animales més
utilizados. Las seflales registradas son las mismas que en el humano, pero a’dlhiongimén_fe se
- registran las ond_és ponto-geniﬁuio-ocdpital (PGOs). Las féées del ciclo vigi_lié-’suéﬁo del ga@c} sa
describen de la siguiente forma (FIG. I): La viglli;i"cursa con una adividad;co'rt;i_ca.l répidé'(14440
- Ha)y de ‘bajo vohaje et EMG de. ios mﬂScﬂlos prturales"eSta rﬁuy amNQdO'y el cuerpo

,geniculado lataral (CGL) exhibe potenclales que colnclden con los movimiemos oculanes por lo
| que se denominan po!encnaies relacuonados a movlmlenlos oculares. ,

Conforme 1a aclividad \delv EEG se hage mas lenta se instala el SOL con ia aparicién de los

flamados husos de Sueﬁo. que presehtan una freéuenda de 5-8 Hz y representan el SOL L



VIGILIA e

SUENO LENTO

Wit et i

Fig 1. Registro poligrafico del ciclo vigilia-suefo del. gato. Como puede
observarse la aclividad corical {Cx) durante la vigilia es similar a la que se
presenta en ei suedo MOR. Observése también la pérdida de tono muscular =
(EMG) v la presencia de las PGOs registradas en el CGL, caracteristicos de'esta .
fase de sueno. : :




Después al disminuir su frecuencia (1-3 Hz) y aumentar su amplitud, aparece el SOL |I. Durante
estos estados |a actividad del tono muscular disminuye (Ursin y Sterman, 1981).

£l suefio MOR se caracteriza por la presencia de fendmenos ténicos y fasicos. Los
fenémenos 1énicos comesponden a la desincronizacion cortical, el ritmo theta hipocampal y la
atonia muscular, asi como una reactividad disminuida frente a los estimulos extemos e intemos,
Mientras que los fendmenos fasicos corresponden a: 1) las contracciones muscutares rapidas,
en extremidades, cuelio, cara y musculos oculares. 2) las ondas ponto-geniculo-occipital
(PGOs). En estos animales el ciclo vigilia-suefio es polifasico, a lo largo de las 24 h del dia
estdn durmiendo y despertando. Ademas, {a duracién de cada ciclo es aproximadamente de 27
min, menor a la del hombre (Delorme y col., 1664),

Asimismo, se ha propuesto que el suefio estd regulado por tres procesos: el
homeostético, el circadico y el ultradiano. Estos procesos son independientes, pero operan en
conjunto para determinar cuando y que cantidad de suefio debe presentarse, en condiciones
normales. El proceso homeostitico depende de las cuotas previas de suefio. La presion de
sueilo aumenta o disminuye de manera inversamente proporcional a la cantidad anterior, de tal
forma que cuando un individuo se mantiene més tiempo en vigilia, _rhés presion de suefio tiene y
una vez que empieza a domir esta presién de sueiio disminuye. El proceso circidico es
independiente de la ocumencia de sueilo, aumentando la presién de suefio cada 24 b, sin que la
informacién del medio medifique su apariclon. Por ulimo, el proceso ultradiano feg‘ula la forma
en que se alieman_el SOL y el suefio MOR durante el dia, tnduciehdo qhé_la_disiribut_:l'bn de las
fases de s_ueﬁo no sea homogénea a lo largo de las 2,4 h. La aparicién del SOL o suefio MOR
oburre cuando la presién d.e suefio de los procesos homeostatico, circadiano y iﬂtradlarib liéga al -
méximo (Borbély y Tobler, 1985). En'éste contaxto, se ha demostrado :due_ Iéslones biléterales |
del nicleo supraqulasmatico (N_SQ)'(estmcthra que regula los ritknos_cifcédlcos) abolen la
periodicldad del sueﬁo pei’b ho' modifican la cuota dlada de este fenéineno lndicando que".' los
| procesos circédlcos y homeostéticos son mdepandientes entre si (Borbély y col., 1989)

En resuman con basa en estas parmetros la descnpcién fenomanolégica del suei‘io ha

pennmdo proponer diferentes’ teonas para tratar de explicar los mecanlsmos que subyacen el
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suefo. En la siguienta seccion revisaremos brevemonte la participacion de o3 substrofos

cerebrales en ta modulacion del sueno.

2.2 SUBSTRATOS NEURCANATOMICOS DEL SUENG.

El enfoque neuroanatémico del sueiio ha sido uno de [0S mas antiguos y contintia
utilizéndose con gran frecuencia, debido a que describe ia relacidn de tas diversas regiones
ceragbrales y su conexion con 105 procesos del suefio,

Los estudios iniciales, fueron publicados por Van Economo en 1930, en pacientes que
morian a causa de la epidemia de encefalitis leldrgica que ocurrié en Europa alrededor de 1918,
El observé que aquellos sujetos en quienes la enfermedad cursaba con insormnio marcada,
presentaban lesiones en el hipotdlamo anterior (HA), mientras que los que mostraban
hipersomnia, tenian lesiones en el hipotalamo posterior (HP). Poco después, Ranson en 1931,
confirma que lesiones del HA de monos produce insomnio. No obstante, lesiones en el HP no
mostraron ningun efecto. Ados mas tarde, Nauta en 1946 confirma los resultades oblenidos por
Von Economo al demostrar que lesiones en el HA de ratas producen insormnio y que lesiones a
nivel del mesencéfalo y del HP producen sueito. Estos resultados sugirieron la exis!encia de dos}
centros neuroanatémicos responsables de la generacion delvsueﬁo y 1a vigilia: por un lado el HP
como centro de la vigilia el cudl inhibe activamente el centro del susfio localizado en el HA.

Hess en 1944, reportd que la esﬂmulac_:ib_n eléctrica de la masa'intarmedi_a del tilamo en el
gato produce un animal conductualmente dorm.ldo. Posteriormentég.”qunier y'col.. en 1963,
demostraron qué la estimulacidn eléctrica de los nicleos intrala_mina'fes del talamo, inducen
 sincronizacién del EEG a o que el denomind "suefio ortodoxo"; Estos trab_éjos evidénciafon_ una
participacion impbrtante del tdlamo en la geneméiéh de su_eﬁd. Sin Iembla_rg-o. Andéfsbn en 1938,
demostré_due lesiones en el tdlamo no producian i_nsbmniu por lo que determind due esta
estructura cerebral sélo estaria parﬂcipando en la modulacion del suefio. | |

Paralelamente, se ha vlstqique otras r_egiohes cerebrales también han si'dq relacionada._s.con la
modulacion del ciclo vigilia-suefio. De esta forma, Bremer en 1935 (en Bremer 1.974) realiz6 sus-

estudlios en dos preparaciones hechas en el gato, mediante secciones finas a diferentes niveles
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del cerebro: Por una pante realizo, el cerebro_aisiado, separando fa region anterior del cerebro

del talio cerebral, al seccionar el cerebro a nivel intercolicular, y mediante registro EEGrafico

observé que existia una sincronizacion penmanente, o que él interpretd como un animal

constanternente dormido. Mientras que en la otra preparacion, encéfalo aislada; que consistio en
seccionar a nivel mAs caudal entre médula oblongada y espinal, observd que no se modaiiicaba
el ciclo vigilia-suedo del gato. Por lo que concluyd que el suefio era el producto de la Hlegada
insuficiente de estinpulos sensoriaies capaces de despertar al animal y que la vigilia era ¢l caso
contrario, la cantidad de estimulos recibidos eran importantes para mantener despierio al
animal. Con estos resultados, Bremer suglirid que el sueilo era un estade pasivo que dependia
de la disminucién de ila actividad sensorial. Sin embargo, Moruzzi y Magoun, en 1849,
interpretaron estos resultados con otro enfoque. Ellcs consideraron la existencia de una
estructura intermedia entre ambas secciones responsable de ge'nerar dicho efecto. Con esta
idea, realizaron, en la preparacion aguda del encéfalo_aislado, estimulaciones eléctiicas de la
formacian reticular bulbar, del tegmento mesencefalico y pontino, asi como del talamo y del
subtélamo. Estos investigadores observaron que (a astimulactén de la Formacién Reticular (FR)

producia sincmnizaclén def EEG. y suginieron que la FR a través de un sistema denomihado: :
Sistema Reticular Activador Ascendente (SRAA), ejerce una inﬂuencia aclivadora tonica en

- estructuras subcorticales y corticales, para aumentér y mantener ell estado de vigilia. _Mientras _
que bara que el sueito se presente tiene que disminuir la aclividad de la FR. La exl_s_teﬁpia de
este sistema fue demostrado mediante lesiones de Ia FR las cuales produjeron una disminucion
inmédiata y crénica de la activacion cortical tonica (Lindsley y col., 1950; citadd en Jones, 1091).
Asimism_o. se der_nostré que la innuem_:ia activadoré de la FR después de la esti'mulacién
eléctrica, sobre la cor_téza cerebral es transmitida a pani.r de una via con doé.réievosf una via
dorsal hacia el. iaiamo y una ventral al subtélamo, a h_lpotéiaﬁto y Area Pre_ér_itlca {AP} (Ste_rmank
"y Shouss, '19_85)'. Dentr;odel sistema d_oisai. el "niicleo talamico no-sspecifico” ejerce- una
influencia acﬁv_adoré.difusa sobre la conteza cerebral, como la que es producida por la
e_stimulaciﬁn del niicleo tatamico intralaminar y ventromedial. Sin embéfgo. esta inﬁuencia no es

necesarla para la activacién cortical, ya que fa gstimulacion de la FR puede aumentar fa



activacion cortical, en 1a ausencia del talamo. Por lo que, ef sistema extratalamico ventral €5 el
particulanneate impodante para mantener ta activacion cortical. Asimismo, se ha observado que
estimulaciones eléctricas a bayjas y altas frecuencias del hipatdlamo anterior de gatos produce
sincronizacion del EEG (Sterman y Clemente, 1962).

interesantemente, lns enfoques pasivo y activn de {a regulacion del sueiio consideraban
& la vigilia como un estado opuesto a la condicion del sucio, y el suefo por si mismo fua visto
como un estado homogeneo. El descubrimiento del suefo MOR, realizado por Aserinsky y
Kleitman, en 1953, y su asociacion con el dommir humano, marco el punto de inicio de una seiia
de estudios donds la idea monglitica del suefio fue abandonada, y sustituida por los conceptos
duales de mecanismos activos reguiadores del suefio lento y del suefio MOR,

En cuanto, a los subsiratos responsables de la generacion de sueflo MOR, se ha
evidenciado que se localizan dentro del romboericéfalo, ya que el diencéfalo y telencéfalo no
exhiben ningin patrdn de actividad caracteristico de esla fase cuando son separados del tallo
cerebral. Los signos de sueitio MOR 6 espigas PGOs en asociacién con la atonia muscular
fueron evidentes en el romboencéfalo. Separaciones mayores mostraron qu'e el puente es la
region ‘més imporiante para esta fase, ya qa)e transectos a través 'del mesencéfalo caudal, no
impiden la aparicion periddica de este estado. Mientras que transectos a través de [a médulé_
fostral eliminan ia atonia muscular, pero no impiden la aparicion periddica de la actividad fasica,
como _son._ las espigas PGO y los MORs. Los result_ados de ._estos esi’uldios indicaron la
Importancia del tegmento pontine en la generacién de la activacién fasica y t6nica, asi como de
los procesos inhibitorios del suefio MOR (Jouvet'. 1882). Posteﬂormente,-.se demostrd que
lesion_es eléctricas extensas dei tegm;:nto pontino producen una dls‘minbci_dn_ tolall del estadd'de
;ueﬁo MOR, Ihciuyan'do espigas PGO,' MORs y atonia muscular (Jo_ne.s. 1979). -

En 1_960. Shute y Lewis, establ_eciér_on que un cdnslder_able nﬁme‘r_onde células dentro del
tegmento ponta-mesenceflico eran colinérgicas, ya que conienian_ac’:et'il;oilheéterasa (AChE),
la enzima degradativa para In Acetilcalina (ACh). Asimismo, fueron iéﬁidas con AChE r'ib.ras'
ascéndentés de. la FR a lo largo de la via dorsal del hipotdlamo. En el' drea preéptica (AP), estas

fibras ascendentes se tifieron para AChE y alcanzaron otra poblacién celular hacia la corteza
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cerebral, Con base en estos resultados Shute y Lewis postularon que las neuronas colinergicas
representan el SRAA y que el enlace en el cerebro anterior basal representa el relevo
exlratalamico hacia la corteza cerebral del SRAA. Reclentemente, se ha demaostrado que
durante la vigilia y el suefio MOR, ocurre una influencia activadora de luy nicleos colinérgicos
del tallo cerebral {Nicleo Tegmema! Pedunculopantino y Tegmentai Laterodorsal) y de los
sistemas monoaminérgicos (norepinefrina del Locus Coesruleus y serotonina del nicleo rafe
dorsalis) hacia el tdlamo y la corleza cerebral (Jones, 19891). Estos neurotransmisores
aparentemente aumentan la excitabilidad y reducen o suprimen los procesos inhibitorios a iargo
plazo de las células talamo-corticales (Steriade y col., 1990, McCormick, 1992). Mientras tanto
durante el SOL o al menos durante la presencia de los husos de suefio, ocurre una reduccién de
la influencia de tas proyecciones ascendentes colinérgicas y monoaminérgicas, las cuales
pemmiten por tanto que las células talamocorticales y las reticulo taldmicas oscitan y sincronicen
redes sinapticas "pasivémente’ (Steriade y col.,, 1980). La naturaleza oscilatoria pasiva de las
células taldmicas depende de sus propiedades inlrinsecas y de las diferentes conductancias
fonicas, tales como ta conductancia lenla inactivante de Na', el bajo urnbral de Ia espiga de Ca®*
y la conductancia de Ca® , dependiente de K' (Steriade y Llinds, 1988). Asimismo, estas
propiedades controlan las influencias del nicleo reticular talamico, el dual es de naturaleza
gabaérgica y funciona como un oscilador, que mediante conexiones con el nicleo talamico
sincroniza la actividad de las neuronas talémicas, _induciendo unahiperpoltarizacién coordinadaa
largo plazo. |

 En resumen, los.‘resulta_dos anteriorme_nte descritos hah sido de gran utilidad parﬁ_
establecer fas .conexlones y los substratos Cerebralés,rela'cionadns con 'la'_:g'enefacién y el
mantenimiento de jas. fa;_:es y de los éignos del biclo vlgiiia-&uéﬁo. De esta fonha'podezﬁos_.
concluir que los mecanismos reguladores del SOL rasiden. déntfo de _asiructuras diandefélicas;
_ mien__tras que las que regulan el suéﬁo MOR parecen eni:ont'ratse vpﬂncipaim'e.nte enla formaéién :
reticular pontina. Divérsqs nicleos neuron'ales,lnvolucmdos con la" regulaciéﬁ del sueiio han éido
~identificados que son de namraiezg _col_lnérgicﬁ, noradrenérgica, serotoninérgica y gabaérgica, -

principaimente. Esta relacion represema una interaccidon importante para establecer no
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solamente los substratos, sino también los mediadores quimicos que en conjunto, paiticipan en
la modulacién del ciclo vigilia-suefio. Con base en eslas evidencias, en la siguiente seccion

revisaremos, la participacion de dichos neurolransmisores en la modulacion del sueio.

2.3 NEUROTRANSMISORES Y SUENO

Jouvet en 1988, a partir de diversas evidencias experimentales, propuso la "teoria
monoaminérgica del sueiio®, la cual postula que el SOL se inicla por la liberacion de §-HT de las
neuronas del ndcleo rafe dorsal (RD). Mientras que el suefio MOR, se inicia por la liberacion de
5-HT del nacleo del rafe caudal y la ejecucion depende de las neuronas noradrenéigicas
localizadas en el complejo del LC {Nacleo LC, Subcoeruleus y posiblemente el nlcleo
Parabraquialis Medialis), que ademas se encargan de preservar las diversas manifestaciones de

dicha tase.

2.3.1 SEROTONINA (5-HT)

- Las evidencias expérimentales que apoyan la participacion de la 5-HT en la generacion
de fos mecanismos del SOL y en el disparo del sueﬁo'puedeﬁ resumirse de ]a siguiente. manera:
La adminis_lracién de: serotonina (5-HT) én el éreé postrema de galos (i€oella 'y‘col_. 1968)', 0 bien
de sus precursores inmediatos, tales como el aminodcido L-tﬁpmfano' (L-TRiP) 6 el
5-hidroxitriptofano (5-HTP) (Jouvet, 1969), inducen SOL supri.mie_r'ld'o ot suefio MOR. Mientras
que el bloqueo falmacolégico dg Izj 5-HT medi.a'nle la 'pa'rac{orofenllalanlna»(F'CPA), un inhibiddr '
de la enzima triptofano hidroxilasa, que transforma el TRIP en 5-HT, reduce el SOL y el suefio
MOR, durante un periodo de 46352 horas, produciendo un insomnio casi cdmpleto,‘ acompafado
de la descarga continua de ondas PGOs (Delorma y col,, 1869). El insomnio es re&uéldo con
una sola adm'inis'tra_cic':'n de 5-HTP o 5-MT, respectivamente (Mouret y-coi., 1967; Petitjeﬁn y .col._. "
1985). También, Se_ ha b_bsewado_ que lesionés eleclrol!ilfCas del_' nﬂcleo RD, p.rod.uc_en una
reduccion de los niveles serotoninérgicbs cerebralés y una reduccién dei SOL y de s'ueﬁo MOR.
Dicho efecto depende del tamaiio de la lesion. .De. esta forma, lesiones ae un 80 a 90% de este

nucleo producen un insomnaio continuo durante los ‘prim'eros' 3 a 4 dias, mientras que IeSiones



menares al 15% no modifican el suefo (Jouvet y Renault, 1868). Asimismo, lesiones roslrales
inducen la aparicion de suedo MOR directamente después de la vigitia, semejante a eslados do

narcolepsia (Jouvet, 1989).

2.3.2 NORADRENALINA {NA)

Por otra parte, |a teoria monoaminérgica también sugirid que el sisterna noradrenérgico
det talle cerebral jugaba un papel importante en los mecanismos ejecutivos del suefio MOR
debido a las siguientes evidencias: La administracién del disulfiram (un bloqueador de a sintosis
de NE), induce un decremento en la cantidad de suedo MOR (Dusan-Peyrethon y Forment,
1968). Diversos farmacos antagonistas de los receptores «,, disminuyen el suyeiio MOR
(Matsummoto y Watanabe, 1967). Asimismo, leslones bitaterales electroliticas del LC, suprimen
de manera seiectiva el sueiio MOR e interrumpen la atonia muscular caracteristica de Ia fuse de
sueilo MOR e incluso sl las lesiones destruyen la mayoria de las neuronas noradrenérgicas del
LC, t_arnbién son eliminadas las ondas PGOs (Jouvet y Delorme, 1965). Ademas, se ha
demastrado que ia privacion de sueiio MOR (PSMOR) en la rata, produce un rebote de sueiio
MOR posterior a [a piivacion y dicho rebote esla asociade con un aumento en la concentracion
de NE cerebral (Pujol y col., 1968). | |

Pese a estas evidencias, la teoria moncaminérgica del sueiio fue refutada por diversos
estudios electrofisiolégicos, de lesion y neurcanatémicos. La primera 'evlldencia 'que no apoyod
dicha teoria, fueron los registros de actividad unitaria de los sistemas del rafe.y del L.C, los
cuales mostraron que la frecuencia de disparo disminuye .gra_duélmente, confqrme el animal
transitade ta vigilia (100% de descarga), al SOL (Sd%)hasta'lleg'ar]a! sqeﬁo MQR {10%)
(M.cG_inty y col.'. 1976, Fornal y col., 1985; Mcéinty y col., 1988). Aslmismo, lesiones
neurotoxicas selecti_vas con 6-hidroxidopamina en el LC.(Laguz_zi y col.,, 1972) , o .con '5.6
'dihldroxiiﬁptamina en el RD (Froment y cgl., 1974) no suprim_'i_e}ﬁn el SOL 0 el sueﬁo. MOR,
aunque produjeron la actividad permapente dé espigas PGO a traves del._ciclo.."vignia-slueﬁu.
Ademas, manipulaciones farmacolégicas.han mostrado tjue la administmcién cronica de PCPA'

a gatos produce un efecto temporal, ya qua'el ciclo vigilia-suefio retorna & la normalidad
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despucs del 70, dia de administracion, a pesar de que la 5-HT permaiece disminuida (U4 % de
reduccien) desde el 50, dia (Dement y col., 1973). Asimismo, se ha observado gque diferentes
dosis de PCPA en la rata, reducen ta biodisponitilidad de 5-HT: y qua pese a que ta 5-HT asta
disminuicta no se presentan cambios en el ciclo vigilia-suefio (Retschalfen y col., 1873).
Tambien, se ha visto que of enfriamiento del RD (10 ° C) produce un incramento en la cantidad
de suafo (Cespuglio y col., 1982). La liberacion de 5-HT y las concentraciones del acido
indolacclico (5-HIAA) incrementan durante la vigilia y decrementan durante el suerio, en el
plcleo caudado y coneza (estucturas que reciben terminales nerviosas seroloninérgicas
axonales) (Cespuglio y col., 1988), Por olra parte, bloqueadores de 1a sintesis de NE, tal como ¢!
a-etifparatirosing, no disminuye el sueio MOR (Stern y Morgane, 1873). Asimismo, la
adiministracion de propranolol (antagonista 3 adrenérgico), clonidina (agonista de receptores w-
adrenérgicns presinapticos) o anfetamina {fannaco que aumenta la liberacion de las
concentraciones sinapticas de catecolaminas) inducen una disminucion significativa en el SOL y
sueito MOR, asi como un incremento en la vigilia (Jacobs y Jones, 1978; Hilakivi, 1983),
mientras que Ja inyeccion de fentolamina o prazqcin (antagonistas a-adrenfrgicos) inducen un
incremento en el sueio MOR (Hilakivi y Leppavuari, 1984).

En general, a partir de estas evidencias, se ha propuesto qQue las neuronas
noradranérgicas del LC y las neuronés serotoninérgicas del rafe, juegan un papél ihhibilodd mas
que un papel facilitador, como on'girialmenta se pensaba para la generacion de s_ueﬁq MOR.

| Recientemente, Sallanon y col., 1 985, han é:.tgerido que la 5-HT _es'un_neuromodulador |
que puede ser responsable durante fa Qigiiia de la .‘sintasis._ _fiberacié}n" y élmacenamlento,de
algun factor inductor de suefio en el hipotdlamo, drea que recibe pruyec_clqﬁe_s del nucleo del -
RD. Esta hipdtesis fué,apoyada'por estudios realizados en'gétos pre.lralado_s' Eoﬁ PCPA d'on.de
se mo_stré que la inyeccion locét de 5-HT eon el hipot_élamo réétaura'el SUeﬁo.- Adémés; obseivé '
que l.a_adniinis{racién regional de 5-HT en el hipotéiamo y NSQ admania slgniﬁéatlyamenle la
Ilber_acifm de un pép!idd con- propiedades hipn(’)ticés. el pnlibépﬁdo vasoa_ctiim intestinal (VIP)
(Shimatsu y col., 1982; 1983, Kiss y coi., 1684). Posteriomente, ,r_nedfénle voltametrféz.

Cespug!io y col., 1988, han propuesto que existen dos medalidades diferentes que regulan‘la -
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liberacion de 5-HT del nacleo del RD durante el ciclo vigilia-sueiio. El primero ocurre durante |a
vigilia, a través de las liberacién axonal de S-HT, medida en el hipotalamo y la cual se
comelaciona con los registros de aclividad unitaria del RD. Esta modaiidad de liberacién fue
interpretada como la sefial para la acumulacion de un factor hipotaldmico de suefo. La segunda
modalidad esta dada a través de la liberacién dendritica local de 5-HT, donde un decremento en
la concentracion extracelular de 5-HT ocurre durante el estado de vigilia en este nucleo,
mientras que en el SOL y el suefio MOR, ocurre un incremento. La liberacion local dendritica,
fue interpretada como la responsable de un proceso autoinhibitorio que reduce la adtividad de
neuronas serotoninérgicas durante el sueiio (Cespuglio y col., 1890). Uno de los factores que
han sido propuestos, es el péptido parecido a la corticotropina (CLIP) ya que'tiene un efecto
inductor de sueito junto con un incremento en los niveles de 5-HIAA del nicleo RD (Cespuglio y
col., 1880; Houdoln y col., 1991).

En un esfuerzo por integrar los diversos estudios del LC y la NE en relacién a la
regulacion del suefo. Siegel y Rowaski, 1988; han sugerido que una de las funciones del suefio
MOR es aumentar la sensibilidad de los receptores noradrenérgicos. De tal forma, que el suefio
MOR serviria para sobreegular o prevenir ia regulaciéh decreciente de los receptores
noradrenérgicos cerebrales, dado que la adividad de disparo de las neuronas de_l LCy Ios.'
niveles de NE disminuyen durante esta fase de sueilo. En este sentido, se ha visto, que la
pﬁva_cidn dé sueilo MOR, se ac_ompaﬁa de un decremento en la unidn especifica de la NE al
- receptor beta-adrenérgico (Mogilnicka y col., 1888).

o En resurhen. a pésar del esfuerzo por concillar los hallaigos relativos al papei'd_e la NE
en el suefio MOR, los resultados no son convincentes y actua!fn'ente.'se ha descartado casi pér
completo la posible participacion de la NE en la induccién de suefio MOR aunque se cree que
juega un papel permisivo. | | |

© 2.3.3 ACETILCOLINA (ACh)

Contemporénea a la teoria monominérgica, surgié la teoria oolinémiéa propuesta por

Heméndez-Pedn, basado en estudios de inyecciones discretas de ACh en diversos nﬂci_eds
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cerebraies. Esta teoria propuso que el ciclo vigilia-suedo esta regulado por dos sistemas
antaganistas colinérgicos: el de suefio y el de vigilia. El sistema de suefo estaba compuesto por
dos componentes: el descendente y el ascendente. E| primero seguia la trayectoria del haz
medial del cerebro anterior desde el AP a través del hipotalamo laterat y hasta el area del
cerebro medial limbico. Al respecto mostraron que inyecciones locales de microcristales de ACh
dentro de este circuito aumentan el SOL, mientras que lesiones o inyecciones de atropina- un
antagonista muscarinico- caudal a la inyeccién de ACh suprimen el efecto inductor de suefio
(Velluti y Heméandez-Pedn, 1983). Por otra parie, el componente descendente 5@ unia a nivel
pontino con uno ascendente originado de la sustancia gris de la médula espinal (Hernéndez-
Pedn y col., 1963; 1965). En este sentido, se ha visio, que inyecciones de ACh en la médula
caudalk producen una sincronizacién regular del EEG, mientras que su administracién a nivel
dorsal aumenta con una jatencia corta, todos {os signos del suefio (Rojas-Ramirez y Drucker-
Calin, 1873), La teoria de Hemandez-Pedn sugirid, que el suefio es un proceso unitario, donde
el SOL y el suefio MOR, no son entidades separadas, sino diferentes manifestaciones de los |
mismos procesos bdsicos.

Por otra parte, el sistema colinérgico de vigilia correspondié al SRAA colinérgico
descrito por Shute y Lewis, en 1968. Se ha visto, que a estimulacion local oolinérglca de esle
sistema produce vigilia (Morgane, 1969). No obstante, ambos sistemas de_sueﬁo y v_igilia sSon
topogréficamente intenﬁezciados en el haz medial del cerebro anterior y en el érea‘hiholalémlca
lateral, donde las inyecciones de ACh en nicleos reslringidos producen letargia 0 suefio
conductual (Bandler, 1969). | |

La teoria de Heméndez-Pedn no ha sido aceptada debido al consenso casl universal de

| la naiuraléza independiente del SOL y el sue.ﬁo MOR, a. nivet heuroﬂstolbgicﬁ.' neuroquimico y

funcional. No qbstént’e, el papel de las neuranas mllnémicas en ¢l tallo qerebrall y en el cerebro
anterior basal en la regulacin del suefio M_OR; ha sido complelam’éMe édnf_irrnado. |

- Se ha mostradd, que la administrécié_n‘ sistémica de atropina-sir'u':mnizé el EEG, al

2 ‘mismo tiempo que aumenta de dos a tres .ve'cas la Illberaciéﬁ de'ACh t:ortit;al (Celesia y Jasper,

1_966).- Mientras que en la corteza, cuerpo estriado y el FTG ocurren los maybfes picos de |
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liberacion de ACh durante el sueio MOR, comparada con la vigilia y el SOL (Jasper y Tessier,
1871, Gadea-Ciria y col., 1973; Kodama y cot., 1990). A su vez, la lesion electrolitica del AP
impide que dicho efeclo se presente,

En estudios farmacolégicos, se ha observado que el hemicolinio-3, un inhibidor de la
sintesis de ACh bloques la desincronizacién del EEG (Slater, 1968) y disminuye la duracién de
sueilo MOR en el ciclo vigilia-sueiio del gato (Hazra, 1970; Domino y Stawisky, 1971); mientras
que la atropina sistémica disminuye el suefto MOR, sin afectar el SOL, en el gato pontino
(Jouvet y col,, 1973). Inyecciones regionales de agonistas colinérgicos en la FRP aumentan ta
cantidad de sueito MOR. De esta forma, se ha observado que la ACh, o la eserina un inhibidor
de la acetii colinesterasa inducen suefio MOR con una latencia de 20 segundos y una duracion
aproximada de 3 h. Dicho efecto es potenciado con la administracién simultanea de tales
compuestos (Baghdoyan y col., 1984).La estimulacion colinérgica de la FRP con betanecol
(Hobson y col., 1883), carbacal (Gnadt y Pegram, 1888), neostigmina (Baghdoyan y col., 1984)
o fisostigmina (Sitaram y col., 1978), aumentan la cantidad de suefio MOR, a pattir de un
incrementa en la frecuencia y de una reduccion en ia latencia. Dicho efecto es bioqueado por la
administracion de diversos antagonistas. De tal forma, que la atroplna y la escopolamina,
retrasan la aparicion y reducen la duracidn de los pen'odds de suefio MOR en gatos (Baghdoyan
y col,, 1985) y sujetos normales. Adidonalmente. la administracidn endovenosa de ﬁéo_stlgmina
o arecolina, en los primeros periodos de sueflo MOR. aumentan el tiempo total de esta fase
(Sﬂarém y Gillin, 1880). La fisostigmina y agonistas muscarinicos Inducen lnmediatamente un
estado de SMOR, Iincluyendo tam_bién eventos fasicos (esﬁigas PGOs y MORs}_ y ténicos
(inhibiclén motora), mientras que la atropina prb'duce el efecto contraﬁo._Adic}dhalmenia.' se ha
evidenciado, que en et puente exlste un gradiente neufoanatdmico de coiinocépcién para inducir |
sueﬂo MOR, de tél forma que el tegmento pontino dorsalls es el mis sensible é la esﬁmulacién :
colinérgica para aumentar esta fasa de suefio (Baghdoyan y col., 1987) En paniculer. s ha
cbsewado que la administracién del carbacol en la regién penbraqulal del tailo cerabral produce
un aumenlo en la cantidad de sueﬂo MOR y de SOL con PGOs de 2 a 4 dias v hasta una

semana posterior a la Inyeccién (Datta y col., 1891). Ademds, se ha visto que la cepa de ratas
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Flinders, las cuales presentan hipersensibilidad a la ACh, presentan mayor cantidad de suefio
MOR en relacién a otras cepas (Shiromani y col., 1988 b).

Estos resultados claramente apoyan la participacion de la ACh en la regufacién y
mantenimiento de la fase de suefio MOR. Sin embargo, consideramos que la accion de este
neurotransmisor en el efecto inductor de suefo parece depender también de su capacidad para
estimular otros sistemas, principalmente el hormonal. Sobre este aspecto, se ha involuciado a ta
hormona de crecimiento (GH), en la generacion de suefio MOR (Takahashi, 1968), ademas de
que su liberacién sucede principalmente durante el suefo delta, el cual ocurre al inicio Ia primera
mitad del ciclo de suefo del humano (Sassin, 1989). También, se ha observado que la
administracién de farmacos colinérgicos aumantan la liberacion de l1a GH (Leveston y Cryer.
1980). y que farmacos anticolinérgicos, tales como |la metescopolarnina (Mendslson y col.,
1978); ia atropina (Taylor y col., 1985) y la pirenzepina (Peters y col., 1986}, reducen la

liberacion de la GH asociada al sueiio delta en hurmnanos,

2.4 MODELO DE INTERACCION RECIPROCA
A partir de algunos trabajos anteriormente mencionados, Hobson y McCarley, en 1975,

relacionaron la teoria monoamfnérgica y colinérgica del suefio, para proponer su modelo de
interaccion reciproca. Este modelo relaciona la oscilacién de dos pablaciones neuroﬁales. _Pof
un lado, las células Iocalizadas en la FRP responsables de ia generacion de sueﬁo_MOR. que se
sugieren sean coIInérgIcas»ylo colinoceptivas (céiulas REM-ON) y por otro, las neuronas del L.C
ydel RD de nétumléza aminérgica, las cuales, decrecen su aclividad para pefmitif la activacion |
de las células pontinas (células REM-OFF). Este mode_lo fue apoyado pbr expeh‘mentos de
inyecciones con agonistas collnéfglcas. las cuales mostraron due pos_térior ala _microiﬁyeccién
de carbacol en la FRP ocurre un incremento importante en la cantidad de suefio .M'(.)R” |
(Baghdoyan y col., 1987). Estudios adicionales han mostrade que Ia. actividad de las neuronas
del TG aumentan su frecuencia'de d!sparb unos sagundds anies y d.urante_ el suefio MOR (EI

Mansari y col., 1983; Sterfade y col., 1990).
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La version original del modelo de interaccion reciproca postulé que fa FRP era el centro
controlador de la fase de suefio MOR. No obstante, registros electrofisiolégicos realizados en
animales en libre movimiento han mostrado que las neuronas de la FRP las cuales descargan
durante el sueiio MOR, también lo hacen durante los movimientos producidos durante fa vigilia
(Siegel y McGinty, 1977). Ademés, se ha demostrado que lesiones con écido kainica del campo
tegmental gigantocelular (FTG), no afectan los niveles basales de suefic MOR del gato,
suglriendo que dicha estructura participa anicamente en la facilitacion de suefio MOR, pero no
en su generacidn (Sastre y col., 1981; Drucker-Colin y Bernal-Pedraza, 1983). No obstante, en
tales condiclones, el carbacol fue incapaz de incrementar el sueiio MOR (Drucker-Colin y
Prospero-Garcia, 1988).

Debido a que las céluias colinérgicas estan localizadas en 103 nicleos del PPT y del
LDT, y no en el FTG (Shiromani y col,, 1988), se ha huscado caraclerizar una potencial
interaccién entre estos nucleos, para la modulacion del suefio MOR. Finalmente, evidencias
recientes sugieren que el sueiio MOR es generado por una amplia distribucidn neuronal a lo
largo del tailo cerebral, mas que por una estructura en particular (Vertes, 1984; Hobson y col.,

1986; McCarley y Massaguo, 1992).

2.5 PRIVACION DE SUERO

Una de las herramientas m_és utllizadas para tratar de entender fos mecanismos |
reguladores y las fundones del dormir_. ha sido sﬁ privacién, es decir, mantenef_dgspieno an
individuo durante periodos prolongados y determinar que efectos tiene dicha privacién sobre el
organisfno. De esta forma, se ha observado q;.e' la privac'ldn total de sueflo produce un déficit
general que se manifiesta pn‘ncfpalmenta_ por-la dificultad para sosiener'la atencion de manera |
continua y la irrupcién de p_edueﬁos lapsos _de suefio (mibmsuaﬁos) durénte_ié vigilla. Aderriés,
desaparece el ritmo « y aumentan las ondas lentas cerebrales. Témbi'én ocume un deterioro en
los mecanlsmbs de produccién anefgétlca y de las respuestas.vegelati\)as ante el estrés , .
Aumenta el consumo de alimento, aunque disminuye el peso cofporél. (Nailo .y col., 1971)..

Tados estos cambios son reversibies, cuando al organismo se le pennite dormir.
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Por {a diferente naturaleza hioquimica y funcional de una y otra fase de suefio, y debido
a que la privacion total de suefo involucra a ambas fases, se han desarroltado diversas técnicas
para privar selectivamente de sueiio MOR (PSMOR). Una de las mas utilizadas en muchos
laboratorios, por su bajo costo y fdcil instalacién, ha sido el método del florero invertido ¢ del
tanque, desarrollada inicialmente para gatos (Jouvet y col., 1984). Actuaimente, también ha sido
utilizado para ratas. Brevemente, este método consiste en colocar al animal en una plataforma,
con un diametro de 8 cm de ancho por 11 de lamyo, la cudl se encuentra rodeada de agua en un
bote, La privacién de sueiio MOR consiste en que cada vez que el animal presenta relajacion
muscular total, la cual ocure segundos antes de entrar a la fase de sueilo MOR, el animal
pierde el tono muscular cae al agua, y de esta forma se mantiene desplerto por periodos
prolongados. Cabe mencionar que esto solo sucede durante los primeros episodios de sueio
MOR, después el animal aprende a que el solo desbalance corporal lo despiefta sin que
necesariamente tenga que caer af agua.

Durante la PSMOR aumentan los niveles de RNA m para la tirosina hidroxilasa (TH) en
el LC, ast como la concentracion local de NE. Ademas, dichos cambios no estén asociados con
efectos de estrés, ya que los nivelas de corticosterona no fueron diferentas entre los grupos con
plataforma pequeila y grande (Porkka-Heiskanen y col., 1895), |

Sin embargo, el método del tangue presenta ciertas desventajas pués no es tan
selectivo para el sueilo MOR, ya que también reduce entre el 10 y 40 % del SOL (Mark y col.,
.1969'). ad'emé.s de que provoca estrés por el confinamiento. Gran parte ‘de' Ios'. efectos del estrés
estan asoclados con la dlsru}pcién del sueflo. Para controlar esta variable se han utilqudo.
pIatafdrmas grandeé (PG), de tal manera que le pérmite a los animales una relajacion total, .plor
1o que en_tonces pueden dormir libremente y tfansitar de una fase a otra, pero en condiciones de
confinamiento. | - |

* Recientemente se han desarrollado métodos séleclivo_s de .p'riv'acidn de SMOR menos
estresanle_s_. Tales como, 'I'a iécnica de multlplatafo:maé, en las que el ahimal' pu_ede .desplazérée
evilando los efectos del conﬁnan'liento.y la inmowlida_d (Van Hulzen y Coenen. 19'81);-y la del

péndulo, en la cuél los animales son_colbcadus en una plataforma mévil donde la posicion del
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desbalance produce la PSMOR (Van Hulzen y Coenen, 1980). Estos dos sistemas de privacion,
con respecto al método del tanque, muestran una disminucién de estrés con base en los indices
clasicos de Selye: presencla de Ulceras gastricas, atrofia del timo y suprarrenales, y pérdida del
peso corporal (Coenen y Van Luitjelaar, 1885). También se ha observado que el estrés per_se,
provoca un aumento en la cantidad de sueiio MOR (Rampin y col, 1891).

La PSMOR, produce una serie de cambios en e! organismo, tales como incremento en
la ingestién de alimento, en la actividad motora, asi como en la agresividad y conducta sexual
(Dement, 1965), y disminucién en la capacidad de aprendizaje (Smith, 1885).

Posterior, a la PSMOR se ha observado que ocurre un aumento 6 rebote de suefio MOR
(Jouvet y col., 1964). Dicho rebote se caracteriza por acortamiento en la latencia, aumento en la
frecuencia y duracion de los periodos de suefio MOR. Asimismo se ha observado que aumentan
los movimientos oculares y las espigas PGOs (Dement y col., 1969). El rebote de suefio MOR
es proporcional al tiempo de privacion, de tal forma que se ha observado que posterior a72
horas de PSMOR, ocurre un Incremento limite en fa cantidad de sueilo MOR del 80 %, a
tiempos posteriores se ha visto que ya no hay compensa_cién (Stegel y Gordon, 1865).

Por otra parte, se ha sugerido que el rebote de sueito MOR esta modulade por un
incremento en los niveles de excitabilldad de diQemas estructuras del tallo cerebral (Dnucker-

Colin y Valverde, 1970).

2.8 ESTRES Y SUENO

Generalmente la PSMOR produce durante el periodo de recuperacién‘unjincremento en la |
duracién de suefio (Voge! y col., 1870). Diferenies grupos de invéstigaclén se hén cuestionado si
ol rebole de suefio es el resuliado de la privacién de suaﬂc_i o si el estrés prpifut;iqo "
principalmente por la dlsmpcién del sueﬁo. modula d__lcho efecto. Al tespecid se ha demoétrado.
que algunos parémettos Involucrad_os en la respuesta del estrés,'tales‘ como los hlve_lesde.
ACTH, codlcoéteroides. 'E y NE, no muestran va.rlac;ion_es con Ia PSMOR (Eversony col., 1989)..
Ahnque recientemente, Idlversos grupos de irivestiga'cién han mostrado que el estrés ﬁor si

mismo induce camblos Importantes en la neuroquim_ica cerebral (Gray, 1991).



Evidencias experimentales recientes han maostrado que el estrés intenso inducido por
dos horas de inmovilizacion, al inicio del periodo de obscuridad, produce un incremento en 1a
duracion de suefio MOR. Asimismo, si la inmovilizacién se repite diariamente, la cantidad se
sueilo MOR disminuye con respecto al control (Rampin y col., 1891). Estos resultados ponen de
manifiesto que el aumento del SMOR puede ser dependiente del estrés.

E| efecto del estrés ha sido atribuido a un complejo circuito de retroalimentacion, donde
se han involucrado a la 5-HT, ACh, NE, propiomelanocortina (POMC) y la hormmona
adrenocorticotropica (ACTH), los cuales ademas de modular el sueio, han sido involuerados con
la respuesta del estrés (Smelick y col., 1982). En este sentido, se ha demostrado que durante la
inmovilizacién, ocurre un aumento en 1a liberacién de 5-HT en el hipotdlamo basal (Cespuglio y
col., 1995). Estos resultados han sugerido que posiblemente fa 5-HT paricipa de manera
secundaria, en el rebote de sueiloc MOR posterior a la maniobra de inmovilizacién, en la sintesis
y/o liberacién de algunas sustancias hipnogénicas (Cespuglio y col., 1985). Aunque tamblén se
ha observado, que el sistema noradrenérgico locatizado en el LC participa en la respuesia del
estrés (Brady, 1994) y en el rebote de suefio, que ocurre posterior a 10 h de privacién mediante
el método del tanque, ya que una sola inyeccion del DSP-4, una éustancia neurotéxica' que
destruye las fibras noradrenérgicas provenientes del LC, dismlnuya el. mbote de sueiio
| (Gonzalez y col., 1983). Asimismo. obser_v'arbn que el rebote de sueito MOR prbducido por una

hora de inmovilizacién, disminuye dasbhés de Ia admlnistracién del DSP-4 (Gonzélez y col.,
1995), Estos hallazgos sugleren que durante la mmovllizaclén el mcmmento de sueﬁo inducldo
por {al estresor es mediado al menos an parle por neuronas semtononérgicas del nucleo del RD
.y noradrenérgicas del LC. Adiclonalment_e. sa ha visto mediante estuqios de inmunoraactlvidad |
‘para el c-qu. que una hora de'inmovllizaéién producé un 'In_crel.nen_to' .iknp_ortan_te en su .expreslén

en diversos nucleos cerebrales, tales como el LC y diversas dreas de proyeccion, como el

septum lateral, el drea predptica lateral, el area hlpotalém!ca Idteral el nucteo paravént,ricul_ar. la - |

amigdala medial y diversas estmcturas del tallo cerebral (Tononi y col., 1994).
| En cuanto a la relacidn de la ACh y el estrés, diversos estudlos han mostrado que la

aclividad de la enzima de sintesis de la ACh. la Colina Aceliﬂransfemsa. mcremenla su
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actividad después del estrés agudo y crénico en el cerebro, en regiones tales como: la corteza,
hipotdlamo, hipocampo, cerebelo y médula suprarrenal. El incremento en dicha enzima, puede
traducirse en una mayor disponibilidad de ACh y quizds en un aumento en la liberacion, Este
hallazgo checa con los irabajos de privacion de sueilo y estrés, en los cuales se ha reportado un
incremento en los niveles de ACh (Wahba y Sohman, 1992).

A partir de estas evidencias podemos sedalar que el estrés aumenta el sueflo MOR
mediante |a interaccion de diversos nicleos cerebrales y algunos sistemas de neurotransmision.

Por otra parte, se ha evidenciado que existen compuestos de naturaleza proteinica, las
denominadas susiancias inductoras de suefio, que también participan tanto en la modulacion del

suefio MOR, como del SOL.

2.7 REGULACION NEUROHUMORAL DEL SUENO.

Las primeras observaciones al respecto fueron obtenidas a priﬁcipios de siglo, por
Pleron en 1913, En sus experimentos este investigador mostrd que el LCR obtenido de animales
PS era capaz de inducir suefio cuando se administraba a la cistema magna de animales
normales. Esias observaclones sugireron que durante la vigilia prolongada se acumulaban
sustancias inductoras de sual'io en al LCR, por lo que las denomlnb *hipnotoxinas”. A pesar de
estos resultados, esta teoria fue retomada de manera formal hasta la década de los 60"5, por
~ diversos grupos de Investigadores. A partir de entonces, se ha postulado la exlstehcla de varias
“sustanclas 6 factores Inductoreé para el SOL y el suelo MOIR.: presentes eh el plasn"la.. LCR,

orina y ceréb_ro. | |
~ Lanueva era en la investigacién de las diferentes sustancias de sueilo, fue Iniclada por
Monnier y col., en 1963, quienes sugirieron la existencia de una sustancia Induclor_a de Suaﬁo en
el plasma, €n sus 'éxpeﬂmamos" utilizaron pa_re].as de conejos que t_e_nia'n' clrculacld_n cmzada.
mediante. ia- anastomosis de las venas yUgu_Igr'es..Adl_cionalmqnte, g" unu_de' los anlr_rialés__lé )
estimularon eléctricaments los nucleos Inlralaminar’_as del talamo, lo que produjo s'lncronizédbh |
del EEG y a los pocos minutos el animal no e_stimulad_q tacﬁbiéﬁ s_eivdunnié. _E_sle éxperiménto

suglrid, que el cerebro del animél estimulado liberd alguna sustancia hiﬁnogéni_ca. via ol torrenie -
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circulatorio, 1a cual llegd al cerebro del animal receptor y produjo suefo. Evidencias posteriores
mastraron que el dializado obtenido de las muesiras de sangre de los animales estimulados,
inducia suefto en conejos despientos por via endovenosa o intracerebroventricular (Monnier y
Hosli, 1864; 1965; Monnier y Hatt, 1971). Poco después, se determiné que el principio activo del
dializado era un nonapéptido, el cual cuando se administra en el 3er. ventriculo, induce SOL
(Monnler y col., 1972). Debido a! efecto de esta sustancia sobre el suefio deita le denominaron
péptida inductor de suefo delta (DSIP). Recientemente, se ha visto que el DSIP se localiza en el
cerebro de la rata (Kastin y col, 1988), en el intefor de neuronas serotoninérgicas,
catecolaminérgicas y productoras de somatostatina (Emst y Schoenenberger, 1988), asf como
en el suero (Kastin y col., 1878) y en el LCR de humanos (Kato y col., 1985). A pesar de que
existen esludios que no apoyan la participacién del DSIP en ia Induccidn de sueflo (Tobler y
Borbély, 1980; Mendeison y col., 1980), acluaimente este péptido se utiliza con fines
terapéuticos, para tratar de corvegir disfunciones del sueilo, tales como el Insomnio y la
narcolepsia sin que los resuitados sean atin ccn'cluyemes (Schneider -Helmen, 1988).
Pappenheimer y col., en 1967, reto_mamn los experimentos de Pieron y propusieron la
existencia de una sustancia inductora de sueﬁov presente én el LCR de cabras PS. Ellos privaron
de sueflo a cabras durante 24, 48 y 72 h, y despuss les extrajeron LCR. Pasteriormente, el LCR
fue administrado a ratas. Los resultadas mostraron que el LCR indujo suefio conductual y un
decremento en la activldéd motara conforme més brolongddo fue el tiempo de privacion. Debido
a que esta sustancia o factor Inducia sueilo, Pabpenhelme_r; le de.nomlnb factor 8. Poco después
fue camcteﬂ_iado como un oligopéptido de mehos.da 500 daltoﬁes 'r_:apaz_ de Inducir suéﬁo
(Fencl y col., 1971). Post'eﬁonnénte.'se demostrd i;u_e 'el'favdor S, es'.un proteoglibano.. el
_mufamll dipéptido (MDP) (Krﬁeger’ y col,, 19858), el cu#l se ha s@geﬁdo,' aé.ébbrtado_ ala
economia del organismo por las bacterias del tracto d_lges_ﬁv'o. Ader_hés,' se ha obsefyado_ qué el
MDP es el mis potente de los pépud_os_ muramil, p&ra la induccién de! SOL (Kmegér y col,, 1085
b), aunque tamblén su efecto inductor de sueito ésta acompanado por un incr'emehto'en la
temberatura corporal y é_stlmula la resmigsta inmune (Kmegé;"y col., ‘1985). P’esé-'é estas'

desventajas, estudios de microlnyeccion del MDP en diversas regiones cerebrales, han sugerido
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que el sitio de accion del MDP esta en el AP, hipotdlamo y subtdiaimo (Garcia-Arraras vy
Pappenheimer, 1983).

Debido a ias limitantes del factor S o MDP para la induccion de suefio y a los efectos
producidos scbre la temperatura corporal, actualmente, Krueger y col., 1987, han postulada la
teoria inmunoidgica para la reguiacion del ciclo vigiliu-suedlo, en la cual han involucrado a la
interleucina-1 y al interferén- a-2 como factores inductores del SOL (Krueger y Kamovsky, 1987.
Sin embargo, la paricipacion de dichos factores en la regulacion del sueio continua siendo
controvertida.

Por otra parte, el inicio del estudio de las sustancias inductoras de suefio en el cerebro
de animales PSMOR fueron iniciadas por Nagasaky y col., en 1974; quienes demostraron que
extractos detl tallo cerabral de ratas PS por 24 nrs, administrados a ratas controles promueve la
aparicion de SOL y suefio MOR. Debido a estos efectos le nombraron sustancia. promotora de
sueilo (SPS) (Nagasaky y coi., 1980). La administracién intracerebroventricular (i.c.v.) de la SPS
prdvoca un aumento del SOL en el pericdo de obscuridad durante el primero y segundo dia,
pero no produce cambios duranie los periodos de tuz. Mientras que el sueﬁb 'MOR.I aumento
solo durante el perfodo de obscuridad del 20. dia (lnoué y col. 1983). Asimlsfno. la
administracién ip de ia SPS induce SOL y thmblén se observa un Aefecto tati_:lio So_bre ¢l suefo
MOR (Nagasaki y col;' 1980). La caracterizacién  bloquimica de la‘_ SPS: nﬁostré que es una
molécuta de 500 daltones, 1a cuél prdduce-lhhibiclén de .la déécarga @&spbnténe_a del ganglio
abdominal del cangrejo de rio (acocil) (Nggasaki y col. 1976). .Po'r l6 _ﬁue éugin‘e_r:_ih, _qu_é la .S.PS.
| _eé una sustancia de fndole' pm{elnica con pdderosas propi'edades inhibltdriaé Pufiﬂbadiunos
posteriores de Ia SPS han |dent|ﬁcado tres pnnclplos acuvos demostrando que uno de ellos es
la Undma y que es la mas potente de Ios tres para inducir SOL (Honda y col., 1984) |

De todas las sustanclas inducioras de sueﬁo ciladas antenormente la BPS presanta una “
ventaja a dlferenma del DSIP y del factor S, ya que es el pnmer factor mductor de sueno que se
~ obliene de una regién especifica de! parénquima cerebral por lo que puede sugerirse su sma de
accion. Sin embargo, al igual que las otras._su efecto es preferencialmente sobre el SOl y casi

sin ningun efecto sobre et suefio MOR.
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Bl estudio de las sustancias promotoras de sueno, obtenidas del tejido cerebral fue
evidenciada por nuestro grupo, quienes demostramos que los perfusados obtenidos de 1a
formacion relicular mesencefalica (FRM) de gatos PSMOR son capaces de inducir suefo
cuando éslos son administrados a la zona homdloga de galos sin privar (Drucker-Colin y col,,
1970). Asimismo, observaron que la concentracion de proteinas de estos perfusados varia en
forma ciclica y los picos de mayor amplitud se presentan durante el suefioc MOR (Drucker-Colin
y col., 1975). En cuanto a la caracterizacion bioquimica de dichos perfusadas durante et suefio
MOR, se demostrd que conltenian dos proteinas con un peso molecular de 75,000 y 45,000
daltones exclusivos de esta fase de sueiio (Spanis y col,, 1978). Adicionalimente, se mostré que
la administracion de anticuerpos contra dichos perfusados inhiben la cantidad de sueiio MOR en
gatos nonmales (Orucker-Colin y col, 1980) y que leslones del AP producen insomnio e impiden
la liberacion ciclica de las proteinas de la FRM (Drucker-Colin y Guliérrez, 1876). A padir de
estas evidencias se muestra claramente que las proteinas estan involucradas en la regulacién
del sueito MOR. | |

Los primeros estudios que ihfe_rian la participacién de las prot'einas'dur.ante el sueflo
fueron realizados por Oswald en 1969, El sugirié que posteriord la PSMOR ocurre una intensa ,
restauracion neuronal, la cual es mediada por un incremento en la sintesis de i)mle(nas
cerebrales. Paco después, diversas e\?iden_cias apoyardh esta hipbtesis. TakahaShl y ._c_ol.. en
1868, mostraron que existe una' alta correlacion amré ld_s picds de liberacién de fa hormona de
crecimiento (GH) vy el .SOL.- Asimisma, s'é ha demostrado que en nir’_'\‘os‘ -que presentan
deficieﬁci;as en la-liberécién de la GH existe una reduccléh'en la camidad. de su’eﬁd MOR,
aundue el sueﬁo )della no se afecta (Orr :y col., 1977). Dado que la GH es una harmona
anabéhca es probabie que fa liberacion de dncha hormona ocurra duranle el SOL para producn"
en el suefio MOR un mcremento en la sintesis de proteinas Esto ha s:do lndlrectamame
confirmado, ya que la administracion de 1a GH Int.remenla ia cantndad de sueﬁo MOR en gatos
(Stern y col., 1975) ratas {Drucker—Colm y col 1975) y humancs (Mendelson y coi 1980) sin. -

afectar el SOL y di cho efecto fue doss—dependmnte
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Diferemes inhibidores de la sintesis de proteinas, tales como {a anisomicina y el
cloranfenicol (CAP), reducen la cantidad de suefo MOR, sin afectar la fase del SOL (Rojas-
Ramirez y col., 1977). Asimismo, el CAP también impide el rebote de sueiio MOR que se
observa después det lratamiento con anfetamina (Drucker-Caolin y Benitez, 1977).

El rebote de suefic MOR posterior a la privacién instrumentai de suefio e¢s abolido por fa
administracién de CAP (Espejel, 1980)

A partir de estas evidencias se demuestra claramente que las proteinas estan
involucradas en 1a modulacidn de sueflo MOR. Sin embargo, se desconaoce cuaies son tos tipos
de proteinas responsables de la regulacién del sueilo MOR, Recientemente, sin embargo,

diferentes neuropéptidos han sido involucrados en la regulacion del ciclo vigilia-suedo,

2.8 NEUROPEPTIDOS Y SUENO
Neuropéptidos tales como la angiotensina I, la renina, sustancia P y la
arginina-vasotocina disminuyen el sueiio MOR a expensas de un aumento en el SQL (Riou y
col., 1882a). Mientras que la neurotensina, | la | met y leu-encefating, | y la
coleclstocinina-octapéptido (CCK-8) no madifican el ciclo vigilia-suefie de ratas normales (Riou y
col., 1982 b). Par otra parte, el polipéptido vasoactivoiritestinal (VIP) es un potente inductor de
suefio MOR en'ralas rnantenidas en cdndiciones normales y de insemnio (Riod y col., 1982 6)
En tanto que la administracion i.c.v. de la hormona aduenocartucotropina (ACTRH) aumenta el
tiempo tolal de vigma mientras que péptidos derivados de la hormona esumulanle de los
melanocitos (MSH) y el péptido pare_cido ala corticotropina (CLIP), aumenmn Qi SOL y el SMOR
(Chastrette y Cespleto. 1985). Sin embargo, 1a « y la § endorfinas no producen cambios en el
suefto. Tamblén se havobservado qué inyecclones i.c.v o l.p. de arﬁinina vasotocina, inddcen un
incrémento en el SOL 'y una supresldn det sueflo MCR. Estos efectos fuerdn prevenidos p'or. '
leslones del RD (Galdstein y Pratta, 1984) | |
Ademés 5e ha demostrado que la- admimstracaon L.p. de un anélogo de la hormona'

liberadara de la tirotrapina (TRH) (piroglutamu-senl-fenilalaninamida), aumenta e_! SOL profundo :



en ratas (Sidreva y col., 1988) No obslante, dicho efecto aun es controversial, existen estudios
que muestran una reduccién en el sueito (Borhély y Tabler, 1989).

Como puede apreciarse, estos trabajos indican que el VIP es uno de los pocos
neuropéplidos hasta ahora analizados que incrementa la fase de suefio MOR. Como
revisaremos a conlinuacion, evidencias posteriores, han apoyado la participacion del VIP como

un factor hipnogénico.

2.8.1 VIP Y SUENO
Diferentes estudios han demostrado que el VIP aumenta el sueido MOR en galos
{Drucker-Colin y col., 1984), ratas (Obal y col., 1986) y conejos (Ohal y col, 1989) en
condiciones normales; y que su efecto inductor de sueiio no depende de cambios en Ia
temperatura cerebral (Ob4l, 1988 a). No obstante, en humanos (Steiger y col., 1994) Ademas,
Kruisbrink y col., 1987, demostraron que la administracién constante de VIP (200 ng/ dia) a
ratas, incremenia la cantidad de suedto MOR de manera significativa durante el perfodo de luz y
el de obscuridad. También, se ha observado que el VIP induce suefio MOR en ratas (Riou y cal.,
1982 c) y gatos insomnes por la PCPA (Prosperd_-c;arcia y col., 1986; Prospero-Garcia y col.,
1992) o bien en animales con lesiones bilaterales del AP (Pacheco-Cano y'col., 1990). Ademas,
se ha demostrado, que la administracién de un antagonista se_lectlvo para los receptores de V_IP
disminuye de manera significativa la cantldéd de suefio MOR (Mirmiran y col., 1989). Asimismo,
se ha visto que el VIP presenta un efecto Inductor de suefio MOR més potente que el factor
Iiberador. delaGHy qué la CCK-8, en ratas normales (Obél . 1986__ b). o |
- Por otra parte, en nuestro |aboratdgid demoslramos que las propi_edades-inductoras de
suefio del LCR de animales PSMOR disminuyen cuando -es_te és incubado con anticuerpos anti-
VIP (Drucker-Colin y col., 1988). Lo que sugirié que el VIP o una mqlécula_-_inmdnolégicameme
parecida, podria ser uno de los factoreé ‘in’du_ctores de sueﬁo MOR presente eh el LCR durante la
vigilia prolongada. Al respecto, hemaos demostrado Que 'e'lv' VIP se acumula en el LCR de-
anlmalés PSMOR y que tal vez mediante esta \fia' pudlése estar partidipa_ndo en el rebote de

suefio (Jiménez-Angulano y col., 1'993).
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Adicionaimente, se ha observado que el efecto inductor del VIP sobre el suefio esla
mediado a nivel hormonal. Se sabe que el VIP estimula Ia liberacion de prolacting hipofisiaria y
que panicipa en la requlacion de la secrecion de esta hormona (Abe y col., 1285), la cudl
también aumenta la cantidad de sueio MOR (Roky y col., 19893). Por el contrario, ia
administracion de anticuerpos anti-profactina disminuye ios niveles de VIP y 1a cantidad de
sueito (Obdl y col,, 1994). Eslos hallazgos sugieren que la prolactina media la actividad
promotora de sueiio del VIP. |

El VIP presenta cierta homologia estruclural con otros péptidos, ademads de que se
Iocallzan en diversas regiones cerebralés asociadas con la regulacion del suedio. Investigaciones
recientes, han mostrado que aigunos péptidos de esta familia modifican también la cantidad de
sueilo, tales como el péptido histidina metionina (PHM) y el péptido estimulador de {a adenilato
ciclasa (PACAP). los cuales aumentan selectivamente el suefio MOR en conejos (Obdl y col.,
1094) y ratas (Fang y col., 1995) Aunque, el factor libara’dnr- de la hormona de crecimiento
(GHRH), solo aumenta el SOL en ratas conejos y humanos (Obél y cal,, 1988) Estos resultados
indican que probablemente algin dominio que companen Bstos pépﬂdos partimpa de manera
importante en modular el incremento de suefio MOR. |

Aslinismo. se hé demostrado que el VIP yf‘la' ACh, adémés de presentar un efecto
inductor de sueito MOR. coexisten en varias regiones oafébmles inv’olucr&&as en la ‘regulacién
. de éste (Suttln.y col 1988). En cuanto ala interacclén ue\ VIP, ACh y diversas estructuras
- cerebrales en la modulacidn del sueﬁo hemos ewdenciado que la admm:stracién slmultanea de
carbacol en el FTG y de VIP en el 4 ventriculo, producen un decremento del 50 % en relacion al
efecto observado cdn. la inyeccion Gnica de VIP (Druéker-Colin }y col,, 1987). En cbn_trapaﬂ_e, la
‘ admihlstracién sim‘ulténéa de 'atropina y del VIP en animaies pratratadds con"PCPA aumema
aun mas |a cantidad de sueﬂo MOR en retacién a la myecuén unica de VIP (Proapero-Gama Y

col., 1992) Con base en estcs resu!tados sugenmos que la ACh bloquea los efectos inductores
de sueﬁo del VIP en antmales con e! s:stema semtonmérglco dismmuido. Probablemente, {a
ggnerécién de sueilo MOR dependa. "d_e un balance en los difé'rgntes' sistemas de

neurotransmisores, neuropéptidos y diversos nicleos cerebralés. En. este sentido, se ha

32



observade que lus niveles del VIP muestran variaciones circddicas en diversas estiucluras
cerebrales, en especial en el NSQ (Morin y col., 1990). Dicho nacleo participa de mancra
importante en 1a regutacion de los ritmos circidices y del ciclo vigilia sueio (Borbély y col.,
1985). Estas evidencias apuntan a que posiblemente el VIP interactia con el sistema circadico
de suefio, para {a modulacidn de éste.

En los Gftimos afios un gran nOmero de sustancias, han sido propuestas como
reguladoras del ciclo viglia-suefio (Tabla I). Sin embargo, en la mayoria de los casos el efecto
de dichas sustancias es‘faciiltar mas que inducir la aparicién de suefo, por lo que Jouvet en
1984, propuse una scrde de condiciones para identificar a una sustancia dada comae un factor
inductor de suefio, La mayoria de estos requisitos no han sido investigados de manera profunda
en muchas sustancias, por fo que los resultados descritos anteriormente no son concluyentes.
Ademas, el término factor Inductor de sueiio resuita estar mal emple'ado. debido a que muchas
de esta sustancias, mas que inducir, facllitan la aparicién del suefio, por lo que a la mayoria se
le han denominado factores facilitadores de sueiio,

Finalimente, a lo largo de esta revision, sob(e las diferentes sustancias inductoras de
sueile, podernos concluir que a pesar de las diversas evidencias experimentales, se ‘d.esconoce
la cinética y el mecanismo de accion de dichas sustancias. Sobre esle‘punt‘o. coné.ideramos que
~una sustancia inductora de sueﬂo puede actuar de manera indirecta, sobre un_b_é mas sus._tra’tos
tleuronaies, que pueden ser parecidos funcionalmenteé para aumenttar el sueilo y donde los .
niveles de excitabilidad neurbnal son indlépensables pafa el manleﬁimient_o_ de este.prbceso
(Dmcker-Colin. 1995). Es poéible que'tales redes pudieran actuar a. lr.avé's de un mecén_isniq de
retroalimentacibn. donde la alteracion de eventos con'duciuélés y biqqulmicos de'-eslaélcélulas
asocladas, afecten el sueiio Qg;,g . Las numer’o§as sustancias bioquimicas y los 'tipds celulafes
invdlucrados en la regulacion del'sueﬁo, nos of;eden un cuadro tebrié'o dificil, para tralar de
explicar los mecanismos que subyacen al suefio, en el cuél_maniplés variahles fisiolégicas

pueden alterar este evento.



Tabla |. Substancias involucradas en la regulacion del suefo.

SUBSTANCIAS SOL SUENO MOR
ViP + No cambia )

. No cambia 4
CCK-8 + T )
Endorfinas, Encefalinas * No cambpia No cambia
Arginina-Vasotocina + i No cambia
Angiotensina + t No cambia
Renina + No cambia 4
Dsip + t No cambia
interleucina-1 + t No cambia
Interferon 2 + T No cambia
Muramil dipéptidos + T No cambia
Substancia P + No cambia 4
Hormonas y derivados de la HC + No cambia 1T
Factor liberador de ia HC. + -t T
CLIP + No cambia T
Somatostatina + No cambia o
o - MSH + T No cambia
tnsulina + L) T
ACTH + ) 4
LCR de animales PS + No cambia T

- No cambia l
Prostaglandinas D2 + I No Eambia
Uridina + T No cambia
Adenosina + 1 No cambia
Prolactina 4 No cambia St
TRH + T No cambia- -

- { v
GHRH + 1)

No cambia
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EFECTOS BIOLOGICOS DEL VIP

I‘ABLA 2

SITIO

ACCION

- . a—_—

1.- SISTEMA CARDIOVASCULAR

" Vasoditatacion de vasos penfutms esplacmcoq COrgnarias,
extracraneales, cerebiales, pulmonares y genilaies. Ek.cto
cronolropico e inolrdpico

2.- BISTEMA DIGESTIVO

ESOFAGO:
Retajacidn del esfinler menor.
ESTOMAGO:
~ Relajacion del misculo liso, antral y fundica.
INTESTINO DELGADRO:
- Relajacidn seguida por contracclones del musculo circular.
- Contraccion del misculo jongitudinal.
- Estimulacion de secrecidon de iones y agua.
~  Estimulacion en la secrecion de {a glandula de Brunner.
INTESTINO GRUESO:
- Relajacion del miscuto liso.
~ Secrecion de agua y cloro.
VESICULA BILIAR:
- Relajacién del musculo liso
- inhibicién de flidos y absorcion de NaCl.
HIGADO:
-~ Eslimulacion de 1a secrscidn biliar.
PANCREAS:

3.- FUNCION ENDOCRINA Y METABOLISMO

- _Eslimulacian de secrecion de agua y HCO,,

METABOLISMO;

- Lipolisis.

- Glicogenalisis.

PANCREAS:

- Liberacidn de insulina, glucagdn, somatostatina y polipéplido
pancreético.

TIROIDES:

- Estimulacion de la secrecién de hormonas

- Estimuiacion de la esteroidugenesus adrenal

RINON;

- Estimulacién de la secrecién de renlna

PITUITARIA/HIPOTALAMO: :

- Liberacnén de prolaclina, oxitocina y vasopresma

OVARIOS: ' _

~ Estimulacién de estemldggenesls -

4.- SISTEMA UROGENITAL

- Inhiblcidn de la actividad mloeléctnca y del muasculo Ilso

RINON:

- Estimulacién  de
_Yuxiagiomerulares.

renina jiberada por ‘ la_s células

- Broncoditatacion '
~_Estimulacion en la secrecidn do la glanduln submucosa.

5.- SISTEMA RESPIRATORIO

8.- SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

- Excltacion de neuronas de la conteza carebral y méeduia
espinal. _
- Hipertermia

I~ Estimulacian de glicogendlisis y de utilizacion de gfucosn

~ _Efecto hipnogénico.

7.- SISTEMA INMUNE

-~ inhibicion de fa !ransfoumaciun mitogénica inducida - por
. linfocitos-T. _

- Estimulacion de la sinfesis de lg, '




en el intestino, el corazdén, pulmones, en fa pituitaria, en la glandula pineal, tiroides, estructuras
intraoculares, drganos genitales masculinus y femeninos, piel, oildo medio, riién y médula
adrenal.

Mediante estudios de inmunoreactividad y de unidn especifica se ha demostrado que el
VIP se localiza en las siguienies estruciuras cerebraies, presentando un gradiente de
concentracion en el cerebro de diferentes mamiferos, Se ha demostraclo, que las mayores
concentraciones de VIP se localizan en la Cx en una poblacién homogénea de interneuronas
bipolares, radialmente orientadas y en diferentes estructuras del cerebro anterior basal: el
septum, estria medularis, amigdala, nicleo acumbens, hipolalamo, hipocampoe, cuerpo estriado
y e NSQ (Said y Rosenberg, 1978, Giachetti y col,, 1977, Besson y col., 1979; Said y
Rosenbery, 1972). De todas estas estructuras, el NSQ es el que presenta las mayores
concentraciones de sintesis de VIP en el SNC (Card y cot., 1988), Mientras que concentraciones
moderadas (1 ng/mg de proteina) de VIP han sido localizadas en los nucleos hipotalamicos peri
y paraventriculares (Eiden y col., 1882}, en la sustancia gris periacueductal y estructuras
ventrales al 4- ventriculo (Obata- Tsuto y col., 1983; \Wany y col., 1983; Besson y col., 1979}.
Concentraclones bajas (0.8 ng/mg de protelna) estan localizadas en el area postiema, RD, LC y
el nucleo tegmental dorsal (Sutin'y Jacobowitz, 1988). El VvIP tambnén se locallza en estructuras _
periven_tnculares -(Besson y co#.. 1679) y en el LCR de gatos (Wang y col., 1983). ratas (Ka_jr y |
col., 1983)_. perro, mono (Ebeid y col., _1978) y humanos (Ebeid ycol 1_'979; f-"ghrenkrug y c_ol.,_
1977). | -

Estos resullédos séﬁal_an que el VIP- presenta una distribucién regional 'discret_a_ y que su
concehiracién v'arih de acuerdo a la esiruclura cerebrél._ auhqué, las_r'nayore's goncentmcionés se
Iocaiiian en el cerebro anterior. Por olra parte, se ha demOSIrado qué exfstén_yariaciones
' ontogenéticas de la :t:onceuilracién' de VIP en el cefebrb de lé rata. De esta forina's'é ha vtsto.
: que al feto de 16 dias de gestacion no tiene VIP. Sin embargo el neonato que Ileva horas da
nacldo ya presenta VIP en diversas areas del cerebro que mcluyen el mpotélamo el tallo y la

Cx, entre otras. A los 42 dias postnatales, la concentrac:on del VIP se estabiliza y se encuentra
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en las mismas concentraciones en el adulto. Esto no ocurre asi en el duodeno, ya que en esla
estructura sigue aumemtando su concentracion adn en el aduito (Emson y col., 1979).

Las cancentraciones de VIP en el adulto disminuyen conforme la edad del animal
aumenta. De esta manera se ha observado, mediante estudios de inmunocitoquimica, que
existe un decremento del 36% de neuronas VIPérgicas en el NSQ de ralas viejas en relacion
con ralas jovenss. Sin embargo, en tas ratas viejas el tamafio promedio de estas neuronas
aumenta, lo que sugiere un proceso compensatorio en la disminucion del nimero de dichas
neuronas (Chee y col., 1988). Asimismo, el NSQ esta involucrado en regular los ciclos de luz
medioambientales, actuando como un reloj circadico responsable de {a orquestacion de los
ritmos circadianos enddgenos (Van den Pol y Powley, 1978), lo que sugiere una estrecha
relacion funcional entre este péptido y dicho subsirato neuronal. En este sentido, se ha
demostrado que las concentraciones del VIP en el NSQ dependen de las condiciones de
luz-ohscuridad, ya que cuando los animales son expuestos a condiciones constantes de luz la
concentracién de VIP disminuye. Estos resultados sugieren gue las neuronas que contienen VIP
en el NSQ estan involucradas en mediar la informacion fotica dentro de este nicleo. Por otra
parte, se sabe que |a expresion del acido desoximibonucleico (RNA) mensajero para VIP
(VIP-mRNA) en la rata, disminﬁye durante el periodo de fuz y aumenta durante el periodo
obscuro (Gozes y col., 1888). Estos resultados suglerén' gue la maquina‘ria de SInteSis para.VIP
- ocurre durante el periodo obscuro, faée durante la cudl se presenta el periodo de actividad 6 de
vigilia en la rata y en consecdencla durante el periodo de lﬁz el VIP sintetizado es utilizado
cuantio el animal duerme, bajo condiclones normales. Estos ‘rés:ultados Sugieren que
posiblémente el NSQ es una estructura Importante para mediar el efecto In_duct_or.de suefio del

VIP.

2.9.3 ACCIONES BIOLOGICAS
Las acciones bloldgicas del VIP son miiltiples dependiendo del sitio de accion. Por
ejemplo, se ha demos_tré_do que en el sistema cardiovascular aclt'ui faciiitando la Vasbdilala_tid_n.'- '

en el sistema respiratorio aumenta la broncodilatacion, la. ventilacion y la v'_asbdillalacién -
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putmonar, mientras que en of sistema digestivo padicipa en la relajacion de la unidn entre el
esofago y el estdmago (esfinler esofagal). y del musculo tiso. En e higade y el pancreas
eslimula la secrecion de agua y bicarhonalo e incrementa el flujo biliar. Asimismo presenta
diversos efectos metabadlicos y bioquimicos, ya que se ha visto que el VIP aestimula la actividad
de la adenilato ciclasa, la glicogendlisis, lipolisis e hiperglicemia. Ademads, presenia funciones
endocrinas en diversos sistemas, de esta manera se ha observado que en el pancreas estimula
la liberacién de insuling, glucagén y somatostatina, mientras que en el sistema hipotalamo-
hipéfisis, estimuia la liberacion de diversas hormonas entre ellas la prolactina (PRL), la hormona
de crecimiento (GH) y la hormona iuteinizante (LH). En la médula adrenal parlicipa en una
accion parecida a la adrenocosticotropina (ACTH). En el ritién estimula la liberacidn de renina

por las céluias yuxiaglomerulares (Gozes y Breneman, 1989; Magistretti, 1990).

En el SNC participa en |a excilacién de neuronas corlicales,y de la médula espinal,
también se ha demostrado que produce hipertermia, estimula la glucogenolisis y 12 utilizacion de
glucosa, ademas de producir efectds hipnogénicos. Ademas, se ha demostrado que el VIP esta
involucrado en la maduracién. crecimiento y mantenimiento de neuronas (Gozes y col., 1993).
El contenido de VIP en diversas regiones cereb;ales cambia en forma Importa_nte con el
desarrollo {Said, 1982), de esta manera é.e ha observado, que durante el proceso embrionario no |
se detectan concentraciones significantes de VIP (MCGregdr.y col., 1982). Mientras que desde el
nacimiento hasta los 14 dias de edad el RNAm para VIP incrementa en la corteza frontal en un -
30% , y a los 30 dfas de edad. el RNA VIPm dismihuye en un 60% (Gozes, 1986).'
ﬁosteriormente. 5e hé demostrado-que el bloqueo dé la acti\fidad del VIP in_vive produce
déﬁciencias n'euroldglcés'-e impedihl'entb del desarrol.lo neurﬂna’l. adquisiclén dé .reﬂejos',. asi R
como disminucion del apfendizaje y Ié memoria (Gozes y co‘l,, 1990). Tamblén este péptido ha -
sido ‘in\':oltmrado en participar -en los _d_esérdenes. co.r_wu'lsi.\}os. En' :un_a cepa .dé'frélones
epilépticos se ha visto qué existe un incremento en ia inhunoreadiv__idad de VlP en los cuemos_ |
celuléres de la region supén'or dél Sg'ratum radiatum, en relacion a animales de la m_lsmz.a.cépa
~ pero no epilépticos (King y col., 1988). En _humanos con epilepsia‘del lbbulo'lemporal._se,ha'

~ observado que en el hipocampo se produce un Incremento en el pegado-dé [ l:ViP].
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principalimente en fa capa del giro dentado con niveles bajos en los campos de las cuernos de
Ammon, Estos resultados indican que posiblemente dicho aumento en el numero de receplores
en el foco epiléptico sea relacionado con la magnitud de [a pérdida de las neuronas principales

(neuronas piramidalas y céulas granulares) (Lanerolle y col.. 1985).

2.9.4 RECEPTORES

Se ha demostrado que existen 2 receptores para VIP: VIP, y VIP; (Lutz y cot.,, 1993) EI
receptor conocido como VIP, se localiza en el pulmén, el intestino y en ciertas regiones del
cerebro, tales como, 1a corleza (en las capas H y IV ), el amigdala, el hipocampo (giro dentado y
en los campos CA1-CA3) y el bulbo olfatorio (capa plexiforme externa) (Staun- Olsen y col.,
19886). El receptor VIP,, ha sido también localizado en la corteza (capa V1) y bulbo olfatorio
(capa granular interna). Ademas, ha sido localizado en el tdlamo {(cuerpo geniculado lateral y
nucleos anteroventrales), el nicleo supraquiasmatico y el hipotdlamo (De Souza y col., 1985,
Besson, 1988), asi como en el tallo cerebral, donde se ha observado que las mayores
densidades se distribuyen preferencialmente en el LC, #rea postrema, en los drganos
subcomisurales y en la capa subependimal de los ventriculos (Martin y col., 1987). La
distribucion de los sitios de pegado dei VIP en el SNC, ha sido determinado por aulorradiografia,
y e5 consistente con las distribuciones del RNA mensajero para los dos receptores de VIP (Usdin
y col., 1994). |

La caraclerizacion y distribucién de los sitios de pegado del"\‘llP han side también
investigados en ei cerebro hu'méno donde se ha obselﬁado qué con la ed.ad exis.te.n. diferéncias
eh las densidades de Ios_silios de union del VIP, de tal forma que en el_cé:ebro adulto, el AF.'_ y
:Ios_naéleos hipotalamicos anterior, ventral, posterior y supramamilar preséntan un 'incramento en
la densidad de receptores del VIP, en retacién alos cerebros de hednalgs 8 infantes...Aunque en'
el hipotalamo mediobasal no se registraron cambios (Sarrieau y col,, 1994).

Alhbos receplores de VIP e§tén positivamente acoplados ala adenilato ciclasa (Gozés y
Brennemal.}‘,, 1'9_89). lo cual produgé un incremento en la br_oduccién de AMPc intracelular. El vip

también incrernenta el calcio intracelular (Wahl y col., 1893} y el inositol trifosfato (IP5) (Auidigier
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y col., 1986). El receptor para VIP, ha sido caracierizado en diversos tejidos y lineas celulares.
Se ha evidenciado que es una glicoproteina con un peso molecular de 46 a 73 k Da, y conslituye
un miembro de una nueva familia de receplores asociados a las proteinas G, a las cuales
pertenecen también la calcitonina, 1a hormona paratiroidea y la secretina (Harmar y Lutz, 1994),
dependiendo det tejido y la especie (Laburthe y Couvineua, 1988). El pegado dei VIP a su
receptor es modulado por proteinas G y fosfolipidos (Paul y Said, 1987). Asimismo, se ha
evidenciado que el VIP, as rapidamente internalizado por endocitosis después de pegarse a la
superficie del receptor y que el VIP en relativamente altas concentraciones, incrementa la
hidrolisis de fosfoinositidos a inositol trifosfato (IP3) incrementando la movilizacion de Ca’".

La liberaciéon del VIP en cortes neocoricales, puede provocarse a través de estimulos
despolarizantes de una manera dependiente de Ca’. El K' también produce una liberacidn de
VIP y esta liberacién es insensible a bloqueadores de canates de Ca'’, tales como las
~ dihidropiridinas. EI VIP también puede sef liberado por la 4-aminopiridina. Dicha liberacién es de
naturaleza transinéptica, dado que es sensible a la tetrodotoxina, ain mas este Involucra la
formacién de metabolitos del acido araquidénico, via lipoxigenasa. Estas observaciones
sugieren que la 4-aminopiridina provoca la liberacidn de uno 6 mas tleurolranSmisores.' el cual
en tumo modula la liberacién de VIP, via la cascada de acido araquidonico (M,a(‘;istrettt. 1990).

Es_tudios_ in viyo en la neocorteza del'gato indican que la liberacion de' VIP es regulada por
varios sistemas de neurotransmisores. E| GABA y la NE'('via los «-2 adrgnocép_tores) inhiben su
Iiberacidn. m'!entra_s ‘que agonistas .colinérgicos y el gIULamalo estimulan la llberacién de VIP
. (Harty y col., 1986). | | o
Por ofra pérte,.el VIP aparte de tener sus propias neuroha$ que lo liberan, interacciona y

coexiste con diversos neurotransmisores, tales como la ACh, NE y 5-HT, principalmente. -

2.9.5 INTERACCION VIP - ACh.
En el caso de la ACh, se ha mostrado que existe una fuerte interaccion entre ol VIP y ia ACh,

~Seha observado que el 80 % de las neuronas colinérgicas de la ;iorteza Iiberén VIP (Peters y

40



Harriman, 1988). Asimismo, el VIP aparentemente facilita la actividad de fa ACh para liberar
saliva de la glandula submaxilar del gato (Lundberg y col., 1982) 6 catecolaminas de la médula
suprarrenal (Mathotra y col., 1988), para despolarizar neuronas del ganglio vesical de gato
(Kawatani y col., 1985) y del ganglio mesentérico de cohayo (Mo y Dun, 1984). Aun mas, e} VIP
auinenta la actividad de la CAT, sugiriendo que facilita la sintesis de ACh, en el hipotalamo y el
hipocampo (Luine y col., 1984). El VIP también esta presente en estructuras donde se localizan
neuronas inmunoireactivas para colina acelil transferasa, tales como el hipocampo, asi comoe en
areas de! tallo cerebral que reciben proyecciones del sistema tegmental mesopontino (Woolf y

Batcher, 1989). También aumenta la union de ACh a los receptores muscarinicos y modula su

liberacion (Lundberg, 1982) y el recambio (Eva y col., 1985) de ACh. Asimismo, estudios in vivo
demuestran que agonistas colinérgicos y el glutamato estimulan fa liberacion de VIP en la
neocorteza del gato (Wang y col., 1883). En forma correspondiente, la ACh facilita la liberacion
de VIP al LCR de una manera dependiente de la dosis (Kaji y col., 1983). Eslos hallazgos

sugieren una estrecha relacion, entre la ACh y el VIP.

RECAPITULACION

A padir de la informacion revisada hasta aqui podemosA sugerir que el sueio esta
modulado por un sistemzj complejo, altarnente organizado de naturaleza neurohumoral. En la
facilitacion del suefio parece intervenir un sistema hbtmohal en el que d_estaca of VIP y Otros'
péptidos cuya oscilacién acﬁvidad—lnaciivlﬂad‘de'pende de esifuduras que regulan los riﬁnos
circadicos. Dicha actmdad a su vez tambnen facmtarfa la smtesis de otros neumpaptidus que
actuanan como faclores mductores para que se presentara el SOL. y!o el sueﬁo MOR, Estos
probablemente inciden sobre la actwidad de dwersps sistemas de neumtransmisores, Ios que se
'enqargérian'de modular ta duracién de las fases. En partiéula’r. cmei_nos que ef ViF"és un -
neuropéptido con propiedades inductoras de sueﬁo MOR, y que su mecaniémo de accidn‘para la
induccién de suedo depende probablemenle de su capacndad para mcrementar los n!veles de
excﬂablhdad de clenos ndcleos cerebraies y estimular cascadas de eventos secundarios, para

que ep mnsacuencla se presenle el suefo.
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2,10 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Diferentes trabajos indican que durante la fase de recuperacion, post-privacién, ocurre un rebote
de suefo en la rata, gato y humano (Borbély y Tobler, 1989). Asimismo, se ha demostrado que
{a administracién de LCR de animales PS a animaies nommales induce suefio o bien revierte
parcialmente el insomnio farmacoldgico inducido por la PCPA y el propranolof {(Sallanon y col.,
1982; Prospero-Garcia y col., 1886; Adrien y Dugovic, 1984). Estos resultados svgirieron la
posibilidad de que diversas sustancias podian acumularse en a8l LCR de los animeles PSMOR.
En este sentido se ha demostrado, que el VIP induce sueiio MOR en condiclones nonnales y de
insomnlo, en gatos (Drucker-Colin y col., 1884; Prospero-Garcia y col,, 19861 993), ratas (Riou y
col., 1982, dbét y col,, 1988) y conejos (Obal y col., 1988). 'Asimismo. se ha observado que el
bloqueo de sus receptores mediante un antagonista competitivo disminuye la cantidad de suefio
MOR (Mlnniran y col., 1989). Ademas, hémos demostrado que el VIP se acumula en el LCR de
animales PSMOR y las propiedades inductoras de suefto del LCR disminuyen cuando este es
incubado con anticuerpos anti-ViP (Drucker~Coim y col., 1989; Jiménez-Angulano y col,, 1993)
Estas evidencias lndicaron que el VIP es posiblemente una sustancia inductora de susfio MOR
Invo!ucmda on la regulacién de sueflo MOR en condiciones nonna;es y en el rebote de s_uaﬁo.
posterior a la PSMOR, Recientemente, sin embargo, ha sido rep»orta‘db'qua' los riiveles de este
neuropéplido medidos por radiolnmunoensayo (RIA) no Cambian duranta’ la PSMOR en diversas
estruduras carebrales (Morin y col., 1692). No obstanta tal incapacidnd para datectar VIP por’ |
RIA en algunos nucleos posterior a la PSMOR pudiera estar reiaclonada con el hecho de que a B
periodos cortos de exposiclén al VIP, ocunv una intemahzacién dal oomplejo pépudo-receptor :
dentro de vesiculas endosomales con una vida media de minutos Si este fuera el caso, el RIA _
no es una técnica apropiada para medir los nl_v_eles del VlP. Por_ lo que ser_ia nacesa_no utlllzar
otros métodos que mas evﬂden!erhente determinen 'cﬁandd en el cerebro, "Ia. PSMdR’ .pfbduce
cambios en Ia actividad relac!onada con el VIP Con base en estas ewdencuas el objetivo del
‘ experlmento 1 fue, detennmar por automidlugraﬂa Ia densidad de receptores a VlP en el '

diencéfa!o y ta!lo cerebral de ratas PSMOR por 24 y 72 horas Adicionalmente se ha reponado
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que el rebote de sueiio MOR, esta asociado no solamente a la PSMOR sino también a un
componente de estrés. Con base en estas evidencias, en el experimento 2 decidimos entonces
habituar & los animales al método de privacion durante 2 horas diarias mediante la utilizacién de
plataformas grandes, para después determinar la densidad de receptores a VIP por

autorradiografia en diversos nucleos cerebrales involucrados con la regulacion del sueiio MOR.
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Abstract

Vasoactive intestinal peptide (VIP) has been shown to increase rapid eye movement (REM) sleep in normnal and insomniac animals,
while the administration of anti-VIP antibodies or an antagonist of VIP receptors decreases REM sleep. In addition, recently, it has been
suggested that a VIP-like substance eccumulates in the CSF during waking and that it may be involved in the production of the REM
rebound normally scen following REM sleep deprivation, This evidence suggests that VIP may be important in modulating REM sleep in
normal conditions and during REM sleep rebound. To determine whether VIP is involved in REM sleep homeostasis, VIP receptors of
discrete brain areas was determined by autoradiography after 24 and 72 h of REM slecp deprivation (REM SD) by the water tank
technique. Since this procedure has been suggested to produce some stress, an additional group adapted for 7 days to the steep deprivation
situation was tested. The results showed that REM SD produces an increase in the density of VIP receptors in several brainstem and
forebrain structures at 24 h of REM SD and more so at 72 h of REM SD. Inte r-.slmgly resulls showed that habituation to the REM SD
procedure decreases the density of VIP receptors in some areas of the brain of the REM sleep-deprived rats. The results are discussed in
terms of the possibility that waking induces en increase of VIP receptors in_ several structures, which in m are tesponsible for

modulating REM slccp. but that stress contributes in part to VIP receptor Lhmges

Keywords: Vasoactive intestinal pcpnde; VIP tecepior; REM sleep deprivalion; Stress; Brainstemn; Diencephalon

1. Introduction

Several endogenous sleep-promoting substances have
been proposed to influence sleep, Nevertheless, most such

substances seem to preferentially affect slow-wave-sleep,” -

with litle, if any, effects on rapid-eye-movement (REM)
-~ sleep (4,17,45). In the past few years, it has been reported
through different studies that intracerebroventricular (i.c.v.)
administration of vasoactive intestinal polypeptide (VIP)
-induces REM sleep in normal [8,30,32,33] and insomniac
animals [36,37,40}, and that this effect is independent of
temperature [31]. Furthermore, it has been shown that
endogenous cerebral VIP could be involved in the induc-
tion of REM sleep, since i.c.v. administration of anti-VIP
.mubod:es [40] or of (4 Cl-D-Phe-Leu) VIP, an antagonist
of VIP-t receplors. blocks REM sleep [27). In addltwn. it

' Comesponding author. Fax: +525 - 623-2241; e-unil:
drucker@servidor.unam.mx o '
0006-8993 /96,/$15.00 Published by Elsevier Science BV.
Pil 30006-8993(96)00374-5

has been shown that cerebrospinal fluid (CSF) obtained

from REM sleep-deprived (REM SD) cats, as well as VIP,
induce REM sleep ' when uadministered “i.c.v. to
parachlorophenylalanine (PCPA) insomniac animals {36},
Moreover, the administration of such CSF incubated with
VIP antibodies prevents this CSF from inducing REM
sleep [9). These results have led to she suggestion that one

- of the possible CSF hypnogenic factors could be a VIP-like
substance [9,21}. Subsequently, it has been demonstrated

that a VIP-like substance accumulates in the cerebrospinal

- fluid (CSF) during prolonged wakefulness and that this -

substance may be involved in regulating the REM rebound
which omurs after REM SD [I8). The findings summa-

‘rized above indicate that VIP qualifies as a REM-promo-
ting factor involved in the normal regulation of REM sleep

and in its recovery after its deprivation, Interestmgly.
although co-existence of VIP with serotonin and acetyl-

‘choline has been reported [22,24,34,44), it appears. that

none “of ‘these transmitter Systems are involved in the
mediation of the effects of VIP on REM sleep, since VIP
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adiministered in combination with atropine still increases
REM sleep in PCPA-pretreated animals [37]. These results
clearly suggest that VIP may be essential in producing and
maintaining REM sleep and that prolonged wakefulness
induces an accumulation of VIP in the brain. Recently,
however, it was reperted that REM SD daes not induce
radioimmunoassayable VIP increases in any of a number
of brain structures [28]. However, the inability to detect
VIP by radicimmunoassay (RIA} in brain tissue after REM
SD could be related to the fact that short-term exposures o
VIP results in the internalization of the pepuide-receptor
complex into clear endosomal vesicles with a hatf-time of
minutes [2]. If this were the case, the RIA would not be an
appropriate technique to measure VIP content following
REM sleep deprivation. Perhaps it is necessary 1o use other
techniques to more efficiently determine where in the brain
REM 8D produces changes in ViP-related activity, The
purpose of this study, therefore, was to determine with
autoradiography, the distribution of VIP receptors through-
out the brain, following variable periods of REM sleep
deprivation.

2. Materlals and methods

Ninety Male Wistar cats (180-200 g) were used in these
experiments. All animals were kept ona 12:12 & light /dark
cycle. Two different experiments were performed on these
animals, In the first one, 60 rats (referred to as non-
habitated group) were divided into five groups of 12
subjects as follows: Group 1 were Controls with no manip-
ulations; Groups 2 and 3 were REM SD either for 24 or 72
h by placing them inside a container on a small platform

~(SP) measuring 4 cm in diameter surrounded by water, and
Groups 4 and § were placed in the same environment, but
on platforms whose diameter was 12 cm (LP) and on
which they were easily able to sleep. In the second experi-
ment, 30 rats (referred to as habituated group), were
divided into five groups of 6 subjects cach, under the same
conditions described above, except that before being sub-
jected 10 REM SD or placed on the large plaifosmns (LP),
each animal was habituated to the environment during 7
~days by placing them on the LP for 2 h every day.
fmmediately after the end. of the experiments, all animals
were decapitated and the brains removed and frozen in
isopentane at ~30°C. Coronal sections (20 pm) of dien-
cephalon and brainstemy were cul in a cryostat, mounted
onto gelatin-coated slides and stored at — 70°C until used.
Slide-mougted brain sections were brought up to room
temperasiure and premcubaled in Tris buffer (Tris-HCI 50
mM, pH 74, containing 5 mM MgCl,, 2 mM EGTA,
- 0.2% bovine serum albumin and 0.1 mM bacitracim). The
sections were then incubated for 90 min in Tris buffer
containing 100 pM {3-iodotyrosil-'**1JVIP (Amershani),
Non-specific binding was determined tn the presence of |
#M unlabeled VIP. These experiments were carried out

under equilibrium conditions. Following incubation with
("3 1VIP, the tissue sections were washed twice in Tris
buffer at 4°C during § min and then rinsed in distlled
water at 4°C during § min for 10 s. The slides were
air-dried and stored for 3 h in a desiccator containing stlica
gel. Autoradmgrams were obtained by exposing the slides,
together with L standards (Microscale, Amersham) to
hyperfitm H' for at least 5 days. The film was then
processed with Kodak HC-110 developers and fixers. Fi-
nally, the autoradiograms were analyzed with a computer-
ized imaging analysis system (MCID System Imaging
Research). Sections which cerresponded from bregma to
six different anteroposterior levels —-10.04, 9.8, ~9.3,
- 5.8, ~3.3, and — 1.4 [35) were analyzed. Within these
seclions the following 33 structures were separated into
two groups; brainstem structures and areas found in the
diencephalon and forebrain. The brainstem structures were;
subcoeruleus nucleus alpha, laterodorsal tegmental ny-
cleus, raphe pontis nucleus, lateral superior olive, cerebel-
lar iobule 2, choroid plexus of IV ventricle;, lateral
parabrachial nucleus, locus coeruleus, A5 noradrenaline
cells, lateral recess of the IV ventricle, raphe magnus
nucleus, posterodorsal egmental nucleus and Jateroventral
periolivary nucleus; whereas the diencephalon and fore-
brain structures were: cortex, suprachiasmatic nucleus, par-
aventriculur thalamic nucleus, anteroventral thalamic nu-
clens, cingulum, globus pallidus, candate putamen, field
CAl of Ammon's hom, basolateral amygdalotd nucleus,
veutral posterolatersl thalamic nucleus, ventral posterome-
disl thalamic nucleus, entopeduncular nucleus, dentate
gyrus, medial geniculate nucleus, central gray medial,
rophe rostral, mammillary peduncle, interpeduncular nu-
cleus, hippocampal fissure and superior colliculus [35)
The data obtained were siatistically analyzed with a one-
way ANOVA and the Fisher test,

3. Results
3.1 Nan-lmbimamd‘ :

3.1.1. Diencephalon and forebrain

Table | summarizes the results obtained from the non-
habiwated group on VIP receptors density following 24 ar
72 h of REM SD. After 24 h of REM SD the structures
that presented inereases in receplor density as compared to
controls were: suprachiasmatic. nucleus (F =87, P <
0.01), paraventricular thalamic nucleus (F=59; P<
0.01), anteroventral thalamic nucleus (F = 4.3; £ < 0.03),
field CAL of Ammon's hom (F = 9.9; P <0.01), basolal-
eral amygduloid nucléus (F=7.01; P <0.01), ventral
posterolateral thalmnic nucleus (F = 6.5, P < .05), ven-
tral posteromedial thalamic nucleus (F == 11.44; £ <0.01),

“medial geniculate nucleus (F=5.94; P <0.05), central

gray medial (F = 4.47; P < 0.05), and mammillary pedun-
cle (F = 4.4, P<0.05). After 72 h of REM SD ihe
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Table 1

ay

Effects of REM sleep deprivation (REM S} og the deasity of YIPaeceptors (nCh/mp) insoveral suctures of basal forebras of gon-habinaated animnle

{tn=12) (¥ £ SEM)

Brain strucrure

REM S 24 h

Narmal L. P 24 Iz KEM S0 72 h I I‘ 7

{Group 1} fC}"unp 7 [ mlup 11 f('irimp 3 {| mmr )
Cottex (Cx} 6.2 0.8 h(lj(j‘) ?0- 0 )hﬁ«_!., v HU - "
Suprachiasmatic nuclvus (SCN) 12408 134+ 1.3 BG4 13 Tt T8+ 13
Parsventiculin thalasic nueleus {PVA) 54404 AN B R [N N gl a 18
Anteraventral thalamie mucteus (AVDM) 67108 I8 S T Es5y12 341" 93421
Cingulum tCgd 6.6+ £ 97«23 TR | 03436 4320
Globus pallidus (GP) 3802 h 10 264013 44401 4.4 =08
Caudare putamen ACPu} 1A 0K AR ST 1 LR Sty
Field CA) of Ammon's horn (CA L) T3z L5 177422 " 1 i 160300 7.2 4: 0.4
Hasolateral amygdaloid nuclens (BLA) 92+1.1 M6 4527 9 ¢ !.4 FYR I (W B 92+ 1.2
Veniral posterolateral thalamic pucleus (VPL) 7.0+06 143 +26° 15411 PRSI I N 1409
Ventral posteromedial thalamic nucleus (VPM) §4110 94 150" 133428 27445 (IR AN
Eutopenduncular nucleus (EP) 78410 135412 60208 42+20 1.7 +0.7
Dentate gyrus (DG) 54104 §81.08 6.7+14 8707 Bl 404
Medial geniculitte nucleus (MGM) 125 +43 56+68°7 174+ 18 252145 ° 122416
Central gray medial (CGM) N9+ 1.5 6454 1816 182425 ° 97414
Raphe rostral (RLi) 188 ¢4 230 145 157424 3234640 19.9 + LS
Mammillary penducle (MP) 15+23 155433 712114 133%55 61425
Interpeduncitlar nucteus (IP) 163 4238 212446 134422 220+ 45 14.0 + 2.1
ippocampal fissure (Hif) 19.2 £ 4.0 06+ 4.4 4.5+ 20 236450 1600 x 2.2
Superior volliculus (882) St 1.6 MR +38 120 +1.2 140+ 3.3 924+ 1.1

P00 P<0OS,

structures that presented increases in receptor density as
compared to conirols were: cortex (F=6.94; P <0.01),
suprachiasmatic nucleus (F =87, P <0.001), paraven-
tricular thalamic nucleus (F = 5.9; P <0.05), anteraven-
tral thalamic nucleus (F =4.3; P <0.05), field CAl of
Ammon’s horn (F=9.9; P <001), basolateral amyg-
daloid nucleus (F=7.01; P <0.01), ventral posterolateral
thalamic nuclens (F = 8.49; P < 0.01), ventral posterome-
dial thalamic nucleus (F = 1144; P <0.01), medial
geniculate nucleus (F = 5.94; P <0.05), central gray me-
dial (F=4.47; P <005} and raphe rostral (F = 4.99;

Table 2

P < 0.05). Only one structure, the cortex, showed differ-
ences at 72 h of REM SD without having effects at 24 h of
REM S§D. Similarly, only two structures,  central gray
medial and mammillary peduncle, showed increases at 24
h but not at 72 h of REM SD. Interestingly, not one
structure showed greater itcreases at 72 h of REM SD,
when they already had effects at 24 h, In contast, no
significant differences were observed in any of the struc-
tures analyzed when animals were placed on LP cither for
24 and 72 by, except for the paraventricular thalamic nu-
cleus after 24 h (P < 0.05). '

Effects of REM sleep deprivation (REM 8D) on the dcns:ty of Vll’-tcupmrs (n(.|/mg) in seseral structures of hr.un-.:cm (rl‘ non- ll.!hlltlxlll!d animals

(= ]2} (X £ SEM)

Brain structure Normal REM SD 24 h LB24 0 REM SD 720 LIP72h
' (Group 1} (Group 1} (Croup 4) (Group 3) {Group 5)
" Subcoeruletis nucleus alpha (SubC A} 153410 (94420 133 309 S 2s430 0 128 4:0.7
Laterodorsal teprental pucleus (LDTE) 13.24:26 CIaE22 0 25428 2BE S ERE R B
Raphe pontis nucleus (RPn) 1631442 -S54 4S8 la6 + 2.1 216542 124423
Lateral superior olive (LSO) W2446 WAr42! 115 +28 R T 194335
Cerelllar lobule 2 (CbL 7} BN B X R "() O 1.7 34218 240436 % 188 4+ 4.3
Choraid plexus of IV ventricls (1V V) 15412 231+£33° 150418 404 34" 152420
Lateral parabrachial nucleus (LEH) 165+ 18 178308 {72416 A0+)5° 17.0 0.6
Locus cocralens (L.C) 127410 43+ 16 Hog2 185410 ° 134 133
AS Noradrenaline cells (A3} 9.1 +03 15740135 " 95 404 203434 10,2 4: 0.5
Lateral recess of dth venprivle (LR} [EXVE R B 160 5 1.3 S0 188403 ° 125G
Raphne magnus nucleus (RMy) 116 3 0.6 o+ Ll 4 0.5 nEE22 13,5407
Posterodorsal tegmental micleas (PDTyR) S ILE 04 bLL 4 06 H1403 lC- 4420 104 0%
Laterovenirad perioflvary nuclens (LVPO)Y 174 £ 25 145+ 1. ! 133408 2.2 .t 40 14.5 4 0.5

RNt P00
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Table 3
Effects of REM sleep deprivation (REM SD) on the density of VIP-receplors (nCi/mg) in several structures of basal forebrain of habituated animals
(nw6) (X £ SEM)
Brain structure Normal REM SD 24 h LP24h REMSD 72h LP72h
(Group t} {Group 2) (Group 4} (Group 3) (Group 5)
Corzx (Cx) 76413 168406 °° 68405 190408 *° 4.5'.:1:/0.3
Suprachissmatic nucieus (SCN} 5841058 9007 "" 57+04 42410 " Alr02
Paraventricular thalamic nucleus (PYA) 414058 52103 40403 IEES VN 35+ 04
Anteroventral thalamic nucleus (AVDM) 4.7; 4.0 9513 " 7.0£02 1L7+16 " 17404
Cingulum (Cg) 10+03 42408 4.1 %03 46+038 15403
Globus pallidus (GP) 27102 313405 24+02 28 +04 271402
Caudate putanen (CPu) 2.8+£02 l4t03 22101 004 22404
Field CAL of Ammon's hom (CA1) 36407 27423 " 10+ 04 BR1i14*? In403
Basolateral amygdaloid nucleus (BLA) 38106 78403 °° 25+02 88416 °" 44405
Venuwal posterolateral thalamic nucleus (VPL) 43407 We420°"" 50+086 L3420 484 11
Ventral posteromedial thalymic nucleus (VPM) 150409 02409 " 140+ 038 198+1.1 " 135404
Entopenduncular nucleus (EP) 8.3+08 105420 62405 10.34: 1.8 78+05
Dentale gyrus (DG) 34105 50+038 38404 55108 50+04
Medial geniculate nucleus (MGM) 0712 21456° 15216 163110 o414
Central gray medial (CGM) 62406 121426 ° 53404 1Il+1s5° 55401
Raphe rostral (RLi) 63103 104+16°° 64t 11 124 £06 *° 55407
Mammillary penducle (MP) 54+06 108 £2.7° 74+ 13 1004+0.7 ** 54412
Interpeduncular nucleus (IP) 7108 114 £2.7 TI+12 11608 52408
Rippocampal fissure (Hif) 80108 1.1 £2.0 51406 43104 53406
Superior coiliculus (SC) 87109 1054 2.0 16410 92+ 10 13420

POl PCOS.

3.1.2. Brainstem

Table 2 summarizes the results obtained from the non-
habituated group on VIP receptors density lollowing 24 or
72 h of REM SD. After 24 h of REM SD the structures
that presented increases in receptor density as compared to
controls were! laterodorsal tegmental nucleus (F = 5.52;
P <005), lateral superior olive (F=5.17; P <0.05),

choroid plexus of IV ventricle (F =4.64; P <0.05), and

AS noradrenaline cells {(F = 5.1; P <0.05), After 72 h of
REM SD the structures that presented increases in receptor
density as compared to controls were: subcoeruleus nu-
cleus alpha (F =4.02; P <0.01), laterodorsal ‘tegmeital

nucleus (F = 6.64; P < 0.01), choroid plexus of 1V ventri-
cle (F=4.64; P <0.05), lateral parabrachial nucleus (F
= 5.64; P <0.01), locus coeruleus (F == §.26; P < 0.05),
A5 noradrenaline cells (F = 8.03; P <0.01), raphe mag-
nus nucleus (F==13.3; P <0.01), posterodorsal tegmental
nucleus (F=7.93; P <0.01), raphe pontis nucleus (F =
5.64; P <0,05), cerebellar lobule 2 (F = 5.79; P <0.01),
lateral superior olive (F=5.17; P<0.05), and laicral
recess of 1V ventricle (¥ =4.52; P <005). Only eight
structures, Subcoeruleus nucleus alpha, Raphe pontis nu-
cleus, cerebellar lobule 2, lateral parabrachial nucleus,
locus coeruleus, lateral recess of 1V ventricle, raphie mag-

Table 4 .- ' S : o
:iffecu of R;‘.M slecp deprivation (REM 5D} on the density of VIP-receptors (NCi /mg) in several structures of brainstem of habituated animals (n = )
T SEM. Lo . S

 Braist structure Normal - REM SD 24h LP24h "REMSD72h LP12h -

: {Group 1) (Group 2) (Group 4) {Group 1) {Group 8) .
Subcoeruleus nucleus alpha (SubCA) 215 +04 M1 406 218¢03 264 £20 " 204108
Laserodorsal tegmental nucleus (LDTy) 16.4 0.3 18.74: 1.6 161 04 243101 138407
Raphe pontis nucteus (RPn) 208+02 243t 10 222402 26218 °° 03 +08
Lateral superior olive (L.SO) © 10003 137420 95+05 13.0£09 - 0.6 4 0.7
Cerebellar lobule 2 (CbL 2) 112403 15018" L1404 160£1.7° 120 + 0.8
Chorofd plexus of IV ventricle (IV V) 175 £04 192408 17.1 404 202405 " 178 3 0.6
Lateral parabrachial nucleus {LPB) 103407 6.1 £20%° 105 +08 18310 18406
Locus coeruleus (L.C) 91404 127216 13 £04 M1£04 " 984 0.7
A5 Noradrenaline cells (AS) 140418 160 £ 1.4 135618 . 188%13° 1254 1.6
Lateral recess of 4th ventricle (LR) 9.0 1 04 i0.2+08 22404 102406 8.7+06
Raphne magnus nucleus (RMg) 16+07 110409 10.1 £05 06+22°° 133107
Posterodorsal tegmental nucleus (PDTg) 1424 1.1 160 £ 06 13.8 +0.7 187428 " 131 4£08
Lateroventral periolivary nucleus (LYPO) 187421 146 £ 1.1 133+038 202430 145+ 05

"t p<OnL;t P<00S.
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nus nucleus and Posterodorsal tegmental nuclens showed
differences at 72 h of REM SD without having effects at
24 h of REM SD. Here again, no structure showed greater
increases at 72 h of REM SD when effects were already
scen at 24 h. Equally, no significant differences were
observed in any of the structures analyzed, when animals
were placed on LP either for 24 and 72 h.

3.2. Habituared

J.2.1. Diencephalon and forebrain

Table 3 summarizes the results obtained from the habit-
uated group on VIP receptors density following 24 or 72 h
of REM SD. After 24 h of REM SD the structures that
presented increases in receptor density as compared to
controls were: cortex (F = 9.8; P <0.01), suprachiasmatic
nucleus (F=82; P <0.01), anteroventral thalamic nu-
cleus (F = 5.85; P <0.05), field CAl of Ammon’s hom
(F = 6.03; P <0.01), basolateral amygdaloid nucleus (F

=10.9, P <0.01), ventral posterolateral thalamic nucleus
(F =565, P<0.0l), ventral posteromedial thalamic nu-
cleus (F == 5.85; P <0.01), medial geniculate nucleus (F
=494, P <0.05), cemral gray medial (F=4.82; P<
0.05), raphe rostral (F = 9.37; £ <0.01), and mammillary
peduncie (F = 4.72; P < 0.05). After 72 h of REM SD the
structures that presented increases in receptor density as
compared to controls were: coriex (F=9.8; P<0.001),
suprachiasmatic nucleus (F=8.2; P <0.01), paraventric-
ular thalamic nucleus (F=4.7, P <0.01), anteroventral
thalamic nucleus {F = 5.85, P < 0.05), ficld CA} of Am-
mon's hom (F = 6.03; P <001}, basolateral’ amygdaloid
nucleus (F=10.9; P < 0.01), ventral posterolateral thala-
mic nucleus (F = 5.65; P <0.01), ventral posteromedial
thalamic nucleus (F = 5.85; P < 0.01), medial geniculate
nucleus (F=4.94; P <0.05), central gray medial (F =
5.2, P <0.0!), raphe rostral (F =937, P <0.05) and
mammillary peduncle (F=5.72; P <0.01). Here, only
one structure, the paraventricular thalamic nucleus, showed
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Fig. 1. This bar graph illustrales the effects of REM SD on VIP receptors in diencephalic und brainstem struciures through a comparison belween
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differences at 72 h of REM SD without having effects o
24 h of REM SD. Again, no structure showed greater
increases at 72 h of REM SD when cffects were already
seen al 24 h. As before. no significant differences were
observed in any of the structures analyzed when animals
were placed on LP either for 24 and 72 h.

3.2.2. Brainstem

Table 4 summarizes the results obtained from the habit-
nated eroup on VIP receptors density following 24 or 72 b
of REM 8D. After 24 h of REM SD the structures that
presented increases in receplor density as compared 10
conirols were: cerebellar lobule 2 (F= 3.42;

72 h of REM 8D the structures that presented increases in
receptor density as compared to controls were: sub-
coeruleus nuclens alpha (F = 6.33; P <0.01), laierodorsal
tegmental nucleus (F=1223; P <0.01), raphe pontis
nucleus (F=13.3; P <0.0!), cerebellar lobule 2 (F=
4.42; P <0.05), choroid plexus of 1V ventricle (F =5.6;
P < 0.05), lateral parabrachial nucleus (¥ = 9.7; P < 0.01).
locus coerulens (F=8.04; P <0.05), A5 noradrenaline
cells (F=6.64 P <0.085), raphe magnus ruclens (F =
6.54; P <0.01) and posterodorsal tegmental nucleus (F =
5.62; P <0.01). Only cight structures, subcoerlens nu-

P <005) -
and lateral parabrachial nucleus (F = 9.7, P <005). After

cleus alpha, laterodorsal tegmental nucleus, raphe pontis
nucleus, cerebellar lobule 2, choroid plexus of 1V ventri-
cle, locus coeruleus, AS noradrenaline cells, raphe magnus
nuclews and posterodorsal tegmental nucleus showed dif-
ferences at 72 h of REM SD without having effects at 24 h
of REM SD. In addition again, no structure showed greater
increases at 72 h of REM SD when already having effects
at 24 h. No differences were observed in any of the
structires analyzed when anbnals were placed on LP either
for 24 and 72 h.

3.3. Habitared vs. non-habituared d:'encephafcm

In Fig. | comparison between the two experimental
groups showed that at 24 h of REM SD, the cortex
(F =104, P<00!l), the ventral posterolateral thalamic
nucleus (F = 5.2; P <0.05) and the raphe rostral (F = 6.6;
P < 0.05) increased VIP receptor density following habitu-
ation while the paraventricular thalamic nucleus (F = 9.8;
P <0.01), the basolateral amygdaloid nucleus (F = 8.3;
P < 0.01) and the ventral posteromedial thalamic nueleus
(F = 15.0; P <0.01) showed decreases. However, at 72 h
there were only decreases in VIP receptor density which
recurred in the basolateral amygdaloid nucleus (F = 6.2,
P < 0.05), the ventral posterolateral thalamic nucleus (F =

NON-HABITUATED
REM SD 24nr

REM 8D 72hr

RMge

* "
RPnT®
T?LPB

HABITUATED

REM SD 24 hr

REM SD 72 hr

Fig. 3. This graph illusirates the distribution of areas within the diencephalon and brainstem where increases in VIP receplor density were observed in
comparison to controls, The black dots indicate the struciures where the changes occurred and the size of the dols purtrays areas where hrge changes were

abscrved, while small dols poriray smaller changes.
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5.8, P <0.03), the ventral posteromedial thalamic nucieus
(F=145 P <00 and the medial geniculate nucieus
(F=46;, P <0.05)

3.4, Habituared vs. non-habitwared brainstem

In Fig. 1, comparison besween the two experimental
groups showed that at 24 h of REM SDmthe latcral
parabrachind nucleus (F =79, P <00I} increased VIP
receptor following habituation, while the Taerodorsal
tegmental nucleus (F = 4.6, P < 0.05), choroid plexus of
IV ventricle (F=4.23; P <0.05) and A5 noradrenaline
cells (F=6.34; P <0.035) showed decreases, At 72 b,
there were only decteases in VIP receptor density which
were seen in the choroid plexus of IV ventricle (F = 5.2,
P < 0.05) and AS noradrenaline cells (F =9.8; P <0.01).

Fig. 2 iHustrates, through actual photomicrographs, some
examples of VIP autoradiography of some areas of the
diencephalon and bruinstem. In this particular figure, an
attempt is made to show the effects of habitating animals
to the SD procedure (see Fig. 2A, B, Cand D3 vs A, B, C,
and D2).

Fig. 3, on the other hand, swnmarizes by caricature
illustration the distribution and intensity of VIP receplor
density changes observed in the non-habituated and habitu-
ated groups following REM SD or in LP for 24 and 72 h.
Clearly more robust effects are seen after 72 h of REM 3D
and these became evidently attenvated by habituation, No
effects are seen by placing animals on LP.

4. Dlscussion

 The resubts of these experiments not only corroborate
previous reports about the regional distribution of VIP
{10,12,25], but also clearly show that after 24 or 72 h of
REM 8D there is a noticeable increase in the density of
Vip receptors in a variety of brainstem and diencephalic
structures. It is also shown that the increase in VIP recep-
tors in the diencephalic structures occurred at short times
after REM SD (24 h) and continued until after 72 I of
depn‘valion. In contrast, in brainstem structures the in-
creases in the density of VIP receptors UCCUI'rLd principally
at 72 h'of REM SD with only some changes at 24 h. These
" observations show that there is a time differential in the

increase of VIP receptors between brainstem and dien-

cephalic structures which is dependent on the length of

forced wakefulness. It is also worth noting that once VIP

receptors density thcreases 24 h after REM SD, no further
additional increases are seen after 72 h of REM SD. It
would appear as though a ceiling effect occurs in VIP
teceplor density, once an early ch.mgc has been csmb
lished.

It is well known that REM sleep rebound is not only
related to REM sicep suppression, but is dependent o the:
stress induced by the situation produced by the water tank

method as used here [20,38,39,47). For this reason we
habituated the animals 10 the situation during one week. As
a result of this habituation, the density of VIP receptors
changed in some areas, as can be seen in Fig. 1. However,
it 1% interesting 1o note that habituating rats to the environ-
ment produced varying effects depending on whether ani-
mals were SD 24 or 72 . With 24 b of SD, 3 of the 6
diencephalic structures (cortex, ventra) posterolateral thala-
mic nuclews and raphe rostral) and 1 of the 4 brainstem
structures  Qaweral  parabrachial nucleus) that  showed
changes in activity, fvreased VIP receptor density, the
others decreased. On the other hand, with 72 h of SD, none
showed increases, but 4 diencephatic (basolateral amyg-
daloid nucleus, ventral posterolateral thalamic nucleus,
ventral posteromedial thalamic nucleus, medial geniculate
nucleus) and 2 brainsiem structures (choroid plexus of 1V
ventricle, AS noradrenaling cells) decreased it. In this
context, it has been demonstrated that stress induced by
immobilization produces an increase in ¢-fos expression in
certain neuronal groups, such as basolateral amygdaloid
nucleus, paraventricular thalamic nucleus and  locus
coeruleus and that this effect decreases as a result of
adaptation 1o repeated stress {6]. In the present study, there
are changes depending on the time of SD, showing thal
habituation to the situation modifies the response of the
brain (as can be seen in Figh 2). This suggests that some of
the results obtained by sleep deprivation with the waer
tank method appear to get contaminated by stress, and this
may be removed by merely giving a period of habituation
to the situation,

The increase ol VIP receplors oceurred mainty in sev-
ernl of the brainstem areas which have persistently been
suggested to be involved in the generation and mainte-
nance of REM sleep [7,15,19,23,42]. This suggests that
VIP activity may pertain to the mechanisms influencing
the normal occurrence of REM sleep, as well as REM
sleep rebound, when long periods of REM sleep depriva-
tion occur. Within this context, it has been demonstrated
that the nucleus of the raphe dorsalis is a target for the
expression of the hypnogenic propertics of VIP [H]. More-
over, since it bas been shown that any procedure which
increases REM sleep duration increases fos-like immuno-.
reactivity in some of the same structures where increases
in VIP receptor density were seen following REM SD, it is
conceivable that the recruitment of active newrons in strue-
tures such as lateral parabrachial pucleus and luterodorsal

tegmentat nucleus in REM sleep is ughlly rclalcd to VIP'

activity [26,43,48].
The increases of VIP receplors in d:cm.a.phalu nuclei

-during REM 5D suggests that some structures involved in’
"REM sleep repulation may be localized outside of the

brainstemn. It has been demonstrated that electrical stimulkae
tion of basoluteral amypdaloid nucleus produces an incre-

ment in PGO activity (3], and microinjections of carbachol
in this nucleus produce significunt increases in REM sleep

for several days [14] In .\ddnuon another structure which
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showed an increase in the density of VIP receptors wis the
suprachiasmatic nucleus (SCN). The SCN. localized in the
anterior hypothalamus, is known not only as a critical
structure for the expression of circadian rhythmicity in 2
variety of physiotogical and behavioral functions [3] but
also for having high levets of VIP [13,41]. The increase in
VIP receplors in this study may reflect alterations in the
circadian cycle due to the forced depnvation of REM
sleep, which cemainly must have altered circadian and
homeostatic batance [1). Morecover, the SCN is charac-
terized by high levels of ['**[)VIP binding, suggesting that
receptors for VIP may be an important component of the
functional organization of the SCN [41]. Also, since VIP
has been implicated in the regulation of circadian rhythms,
the increase in VIP receptlors may be due to the altered
distribution of REM sleep.

From a theoretical consideration and through experi-
mental evidence, it has been suggested that receptor ho-
moregulation {e.g., sensitization and desensitization) repre-
sents & mechanism by which receptors are modulated by
the molecules belonging to its own transmission line (ligand
and second messengers) [16.46,49]. In this case, the in-
crease in VIP receptors (up-regulation) may be associnted
with a decrease or absence of VIP transmission. 1f this
were the mechanism that modulated the up-regulation of
VIP receptors during the prolonged wakefulness, the levels

. of whis peptide should decrease during REM SD. However,
we have previousty reported that REM 5D induces an
accumulation of VIP levels in the CSF {18}, while another
repurt showed no changes in VIP content in almost every
structure studied except for the cortex and the anterior
pituitary [28], Perhaps these disagreements may be related
to the fact that the levels of VIP are different in the CSF
than in the brain, because the CSF has an important role as
a neuroendocrine pathway of communication and integra-
tion and that it is a site of accumulation by.way of

diffusion of VIP from ¢entral neurons [29]. In any case, we

have no clear explanation as 10 the causes for this discrep-
ancy.

‘Itis interesting to note also that there was an exiremely.

rapid (24 1) shift in ligand binding, which is rather un-
usual, It is possible that this is caused by 1he fact that

energy requirements as o resull of sleep. deprivation are

very intense and occurs very rapidly [1] and it is known

that there is a relationship between VIP receptor and

glycogen tumover though ¢cAMP {24].

In view of the powerful REM generating properties of
acetylcholine and the fact that VIP has been demonstrated
to occur mosily in cholinergic neurons [22,34,44), it is
conceivable that the increase of REM steep produced by
VIP is mediated by a cholinergic action. However, it
appears thitt this neurotransmiver is not. involved in.-the

“mediation of the effects of VIP an REM sleep [37),

Despite some problerns of interpretation of the results,

it is clear that forced wikefulness changes VIP recepior

density in a widely disiributed set of siructures of the

brainstem and diencephalon, many of which are areas that
have been linked to some functional aspects of REM sleep
regulation, further suggesting an important role for VIP in
such regulation.
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Las siguientes autorradiografias ilustran los principales cambios que fueron
observados en la densidad de receptores del VIP en diferentes niveles del
diencéfalo y tallo cerebral de los grupos de animales PSMOR, que ademas
fueron habituados y no habituados.

Todas las composiciones estan disefiadas de la siguiente forma:

El panel A representa al grupo normal, el B y C, corresponden a los animales
controles colocados en plataformas grandes durante 24 y 72 hrs,
respectivamente. Mientras que D y E, ilustran a los grupos PSMOR por 24 y 72
hrs.

Abreviaturas utilizadas:

Cx = Corteza

GD =Giro Dentado

VPL= Talamo Ventrolateral
BLA= Amigdala Basolateral
NSQ= Nucleo Supraquiasmatico.
LR= Recesos Laterales.

A5= Celulas Noradrenérgicas.





















4, DISCUSION

En el experimento 1, los resultados mostraron que la PSMOR  produjo un aumeanto en ia
densidad de receptores a VIP en diversos nucleos del diencéfalo y tallo cerebral involucrados con la
regulacion del ciclo vigilia-suerio. Estos resultados sugieren que durante fa PSMOR ocurren diferentes
cambios neuroquimicos, que podrian regular el rebote de suefio, el cusl ocuire durante ef periodo de
recuperacion posterior a la privacién. Dicho rebote se caracteriza por un aumento en la duracion de los
periodos de suefio MOR, el cual solo es proporcional hasta las 72 horas de privacion, a tiempos
posteriores de PSMOR no hay compensacién en la cantidad de sueiio MOR (Jouvet y col, 1964,
Siegel y Gordon, 1985; Drucker-Colin y Valverde, 1982). Este efeclo ha sido observado en diversas
especies, tales como el gato, la rata, el conejo y el humano (Vogel y col., 1887; Borbély y Tobler, 1990).
Con base en estas observaclones, diversos grupos de investigacion han sugerido que posiblemente
durante la vigilia forzada 6 PS se acumulan sustancias inductoras de suefo, en el tejido cerebral y/o
LCR, que permitan "indemnizar” la falta de sueifo MOR posterior a la PSMOR y en consecuencia
participen en el rebote de suefio MOR. Las evidencias experimentales al respecto, han mostrado qué la
administracidn de LCR de gatos PSMOR pdr 72 horas al 4° veniriculo de gatos insonines pretratados
con PCPA, incrementa la cantidad de sueiio MOR de ma_nera significativa (Sallhnon y col., .1983;
Prospero-Garcia y col., 1986). En ratas, también se ha observado que la administracién de LCR de
animales PSMOR por 24 hqras a anima'l.es Ihsom_nes con propranolbl. induce' suefio MOR y dicho
efecto es potenciado con LCR de ratas PSMO_R por 48 y 72 horas (Adﬁen y Dugovic, 1884).
Adicionalmente, se ha observado qué la extraccibh dé LCR a gatos PSMOR disminuye el rébolé de
suefio (Jiménez-Anguiéno y col 1993).' Estos resiultados_apoyanlla vieﬁéima idea de Pieron de. que_
durante ia privacion de sueiio se acumulan diversas sustancias inductoras dé' sueilo en el LCR.
| Debido & que el namero de dichas sustanclas ha aumentado en .!05'7&Iti'm03 a_ﬁ_os:. las cuales
~ ademés no han sido estudiadas de 'manera profunda y preferenciﬁlmente_ éféc_ta'n el SOL, sin pfeéentar
ningin efecto sobro el sueffo MOR, (Borbély y Tobler, 1989; Kﬁjegér y col 1995), decidimos
determinar los efectos de la PSMOR sobre la densidad de receptores de un solo nedrqpébﬁdd; el VIP,

por las siguientes razones: primero, de todos los neuropéptidos estudiados en la regulacién del ciclo
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vigiiia-sueito, se ha demostrado gue solamente el VIP incrementd la cantidad de suefio MOR de
manera significativa en animales insomnes pretratados con PCPA (Riou y col., 1982c¢; Prospero-Garcia
‘y col., 1986; Prospero-Garcia y col., 1993a) y en condiciones normales (Drucker-Colin y col., 1984;
~Obat Jr, 1886 Kruisbrink y col., 1987, Obal, Jr y col., 1888). Segundo, se ha obseivado que los
receplores para VIP modulan el efecto inductor de suefio de este péptido, ya que cuando se bloquean
los receptores para ! VIP, medisnte el uso de un anlagonista selectivo (Mirmiran y col., 1988) o bien
se administran i.c.v anticuerpos anti-ViP, se produce una disminucion significativa de la fase de sueiio
MOR (Riou y col.. 1982¢). Ademas, 1a incubacion del LCR de animales PSMOR con anticuemos anti-
VIP disminuyen los efectos inductores det LCR (Drucker-Colin y col., 1990). Estos trabajos sugigren que
el VIP es una sustancia inductora de suefio y que dicho efecto esta modulado por sus receptores ,
ademds de que el VIP 6 una molécula parecida al VIP, puede ser uno de los principios activos del LCR
para la induccldn del sueilo MOR. En este sentido, se ha demostrado que el VIP se localiza en el LCR
(Wang y col., 1983)y que sus sitios de pegado son muy ricos en la capa subependimal a nivel de todos
los ventriculos, el drea postrema, los drganos subcomisuralés y subfornicales del cerebro, lo que
indica (m posible papel del VIP el regular la produccion del LCR (Martin y col., 1987, Nilsson y col.,
1892) . | o
Para!elamente se ha propuesto que ia concentracion de dichas sustanclaé depende del liempo

de privacion, Io que en consecuencla determinaria la. magmtud det rebote de sueﬂo MOR En este

contexio, demostramos que los niveles del VIP Incrementan en el LCR de gatos PSMOR de manera B

- casi propo:clonal awl tiempo de privacion (Jlménez-Anguian_o ¥ col, 1993) por Io que sugenmos que
-. _pdslblem‘ente el VIP participa en modular el rebote de 'sueﬁo Aslmismo- conslderamos que dicho
'_r'ebbte tamh'ién fﬁe influenciado 'dé manera lmportante por lnleractuar con diversas estructuras
' cerabrales localizadas en el tallo cerebrm ventraies al 4° ventriculo Ias_cuates han‘ s;d_a propue_sla_s
| .como generadoras ~de los mecanlsmos del sueflo MOR ‘(Hobson 'yv col., 1974). En chclus:ién.
donsidefamds que el VIP es una sustancia inductora lde sueflo, q.ue*'se acdmdlé en'e! LCR durante la
| ‘ PSMOR y que probablememe esta mvolucmdo en modular el rebote de sueno MOR medlante su |

interaccion con diversas leructuras cerebrales tmpllcadas en la regulacuén del ciclo viglha~sueﬁu '-



En el presente trabajo, los resultados del experimento 1 mostraron que las mayores densidades
de los receplores del VIP durante la PSMOR se localizan en diversos nicleos del diencéfalo y talio
cerebral implicados en la regulacion del suefio. En el tallo cerebral, los principales cambios fueron
registrados en nicleos tales como, el LDT, PPT, LC, SubC y LPB. Al respecto, se ha demostrado que
la estimulacion eléctrica del PPT aumenta |a iiberacion de ACh en el FTG, asi como un aumento en 1a
actividad de disparo durante el suefio MOR, mienlras que la lesion con acido kainico de los nuicleos del
PPT y LDTg, producen una disminucion en la cantidad de suefio MOR, el cudl es proporcional al nimero
de células colinérgicas destruidas (Webster y Jones, 1988). Experimentos recientes han mostrado que
dicha lesion reduce preferentemente los aspectos fasicos del suedioc MOR (MORs y PGOs), por lo que
esta fase solo llega a presentarse en su forma tdnica (Shouse y Siegel, 1992). Estas evidencias sugieren
que dichos nicleos participan de manera importante en regular el sueiio MOR en condiciones normales.
En nuestros resultados observamos que dichos nicleos presentan un incremento en la densidad de
receptores a VIP durante la PSMOR lo cual seialaria que posiblemente eslas estrucluras estarian
participando en el rebote de sueilo. En este contexio, se ha visto que durante la PSMOR y el rebote de
suefo, los nicleos del PPT y LDTg presentan un aumento en su frecuencia de disparo (Mallick y col .,
1989; 1992). Los trabajos mencionados son evidencias de la participacién de estos nicleos én la
regulaciéon del suefio MOR. Es. interesante sefialar que gran pare de los nlicleos que mostraron un
aumento ;en la densidad de receptores a VIP son eslructuras.que contienén células REM-ON, tales como
el PPT, LDTg y PB, Ias cuales se les denomina asi, porque presentan una actividad fésica alta durante
algunas cdnductas motoras de -Ia vigilia y una frecuencia de disparo baja durante el SL' ademds de-
presentar una aclividad ténica alta a lo largo del suefio MOR (Sakal, 1988) Ademas, los nucleos LDTg Y |
' PB, contaenen célufas PGO-ON, es decir nauronas que dlsparan poco antes de la aparicion de una
espiga PGO (Stenade y col., 1989, Dalta 19985)). Tamblen se ha demoslrado que en el nucleo SubC _
existe una compleja. interaccion de células colinérglcas REM- ON Involucradas enla atoma muscular y
'de neuronas REM-ON noradrenérgicas cuya generacién en al suefo MOR ha sido ampl:amente.
dlscuhda. Adlczonalm_ente, se ha _observado que gran pane de los nuct_eo_s que movstraron un incremento

an la densidad de receptores a VIP también mostraron inmunoreactividad a c-fos después de la
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PSMOR (Merchant-Nancy y col., 1895, Yamuy y col., 1985), o que sugiere que posiblemente el
reclutamiento neuronal de dichas estructuras esta relacionada de manera importante con la actividad del
VIR,

En cuantc al diencefaio, también observamos un incremento en ia densidad de receptores a
VIP, tal vez este efecto sea el resuttado de que existen otras estructuras responsables de regular el
sueilo MOR, que se lccallzan fuera del talle cerebral. Entre eslas estructuras podemos mencionar
estrucluras tales come el NSQ, BLA, VPM y Cx, entre otras. Al respeclo, se ha demosirado que el NSQ,
reguta el suefio a través de la modulacion circadica (Borbély y Tobler, 1985). Este nucleo recibe
proyeccienes de otros nlcleos cerebrales involucrados con la modulacién del sueilo, tales como el AP,
el drea hipotaldmica anterior, nucleo talamico paraventricular, CGL, RD y del nicleo tegmental dorsal
(Guldner, 19786, 1985).

En tanto que la amigdala, se ha demostrado que participa en medular la densidad de PGOs y el
Incremento en el suefic MOR, dgspués de ta administracién de carbacol (Calvo y col., 1995).

Por otra parte, diversos grupos de investigacion han tratado de dilucidar si el rebote de suefto
MOR que se observa posterior a la PSMOR, esta inﬂuen'ciado’ solamente por la falla de sueito o por
alguna otra variable inherente al método de pﬁvacién. Una de las princ!pales desventaj.as de' los
métodos de privacién, es el estrés producido a los animales _ por los continuos despenal_'es lo‘_. que de
cierta manera, afecta los resultados y hace diffcil su Interpretacion (Vogel, 1_975;. Borbély y T;iblér.'
1889). Para tratar de eliminar los efectos del estrés producido por l»a’PS_MOR.':sa hah uﬂliiado
* plataformas grimdes (PG), las cualés permiten que el animal preSGnte relé]amiehto muscular y en
consecuancla 50 presente el sueiio, pero ba]o las mismas condictones de conﬂnamlento (Dmcker-CoHn
yVaIven:le 1082). | | |

Debido a que el estrés produce diversos c_ambios'metabdliqos lﬁwpdriantes. lo que podria estar
' dontribuyendb al nabote de sueiio, décidlmos entonces'en el axperime'nt;) 2 ' detérminar la pa.rtldpac.lén'
del estrés sobre la densidad de receptores a VIP _posterior a la PSMOR En nuestros resullados
observamos que el estrés parlicapa de manera lmportante en el incremento de mceptores a VIP ya que

en los grupos PSMOR e incluso en los ‘controles colocados en PG sin habituaczén. Ia magmtud de
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carndio fue mayor oo relacion a les resultades obiemidos crando los animales fucron habiteados al
mélodo de privacion. Estos resuitados muestran de manera clara que el incremento en jos receplores a
VIP en el diencéfalo y tlallo cerebral de animales PSMOR, es dado preferencialmente por (a2 PSMOR,
aunque también consideramos que dicho efeclo esia asociado con un componente de estrés. En este
contexto, han demostrado que el rebote de suefio MOR que se cbserva postenor a la PSMOR, tampian
ocurre después de someter a fos animales a un estrés intenso (Rampin y col, 1991). En el caso del
VIP, han observado que la concentracion del VIP, también esta modulada por el estrés, ya que los
niveles hipotalamicos de este neuropéptido aumentan después de someter a las ratas a un estrés
cronico (Gavalda y col., 1993).

En cuanto a los resuitados obtenidos con la habituacién donde se observé una disminucion en
los receptores a VIP, nos sugieren que posiblemente durante este periodo ocurren diversos cambios
neuroquimicos que determinan este efecto. En esie sentido, han observado que el estrés inducido por
inmovilizacion produce tn incremento en la inmunoreactividad a c-los en ciertos grupos neuronales,
como el nucleo afnigdalino lateral, varios nicleos talamicos y el LC, e inleresantemente muestran que
después de la habituacion la expresién al ¢-fos disminuye de manera importante (Chen y Herbert, 1995.)
Con base en nuestros resultados podemos concluir que ademas de la PSMOR, el estrés participa de
manera importante en modular la densidad de receptores a VIP en diversos niicleos cerebrales de la
rata. A partir de estas evidencias, podernos concluir que el sueilo no es un fe‘né:m,eno aislado y
homogéneo, éste depende béslcam’ente de la actividad neuronal de un gran nﬁmero de estructuras que
generan un flujo de informacién hacia diferentes 4reas del cerebro para modular el éueﬁo.
Pos_iblemente, el aumento en la densidad de receptores a VIP en V&ﬁOShl’lCléOS cerebrales_. sea el
resultado de un sistema que se enguentfa intimamente conedtado formando élrcuitos excitatorios, que |
junto con la participacion de neufotransmisores y neuropéptidos ergan un ';'J.apel imporfante en regular. el
cicla vigilia-sueito. Al respecto, se ha demostrado que exlslen conexiones mutuas entre los ntcleos del
PPT y del LDTg. con la FRP (Quattrochl y col., 190). o

Por otra parte, el aumento en el numero de receplores producldo por la PSMOR es dificil de

expllcar con hase en Ia Ilteratura clasica de la regulacsén de receptores. la cué! propone 2 Mecanismos
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generales o§ cuales estan modulades por la concentracion del igando: b printero ceurn: despues de
que dumentan Jos inveles del hgando provocado por diversas condiciones fisiologicas o Bien mediante e
uso de agonisias, 1o que provoca entonces uia disminucion en el numero de receplores (regulacion
decreciente): y viceversa, cuando los piveles del ligando disminuyen, se produce enfonces un admento
en el numero de receplores (regulacion creciente) (Gaillard y col., 1980). El aumento en 1a densidad de
receplores para VIP observado en nuestros resultados, tendria que ser consecuencia de una
disminucion en los niveles del VIP. Sin embargo, previamente reportamos que durante la PSMOR se
produce un aumento en los niveles de VIP en el LCR de gatos PSMOR, de manera casi proporcional al
tiempo de privacién (Jiménez-Anguiano y col., 1993). No obstante, Morin y col., en 1992, demostraron
que la concentracién de VIP en el cerebro de 12 rata, en lugar de aumentar, disminuye durante la
PSMOR por 24 y 48 horas en la corteza y pituitania, sin cambios en el NSQ, hipotalamo, AP, sustancia
gris periacueductal, LC, RD y la médula dorsornedial. Ademas, de que el rebote de 5 horas de sueito
posterior a la PSMOR no preduje cambios significativos en la concentracion de VIP,
Estas evidencias, sin embargo, no aclarah el mecanismo por el cudl se produce el aumento en la
densidad de receptores a VIP durante la PSMOR. Posiblemente, durante este periodo, acurren otros
mecanismos de regulacion de receptores que no necesarlamente cumplan con los requisitos de una
regulacion ligando-receplor. Tal es el caso de un agonista cotinérglco, la nicotina, que después de la
administracidn cronica en lugar de produclr una disminucion én el nfn’me_m.de _rece‘plores. por' la
sobreestimutacion de éstos, por el contrario produce una "regul_abién creciente” de Ioé receplores
nicotinicos (Wonnacott, 1990):..E5tos resultados Sugleren que la prolo_ngada-déSen_s’ibilizacidn_buede :
promover la ap_aricién de mas receplores nicotinicos en la membrana, .sin embargo, el mecanismo que
| regula este efecto, adn continua represehlandoun enigma. Esla evi'denci'a,-nace aun mas compléla la
po_S#ble explicacion del mecanismqs por el cual ocurre el incrﬁ:mento en el m'amero de receptores por lo
que es necesarno un'mayor soponé éxperimenla_l para tratar de dilucidar este éfe‘cto'. |
qu_ oira parte, se ha demostrado que el VIP coexiste con di#ersbs neurolransrn!sores. tales-. |
como la _ACh, NE vy 5;HT, env el sisterna nervioso .c.en_tra'l de la rata (Gozes y 'B.l'eﬁeman,..1993). Al

parecer, estos neurotransmisores también pueden regular @ numero de rec'ept‘ores.loe esla forma, se
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ha observado que el tratamiento cronico de ta  glanduta salival del gato con atropina (antagonista
muscarinico) no unicamente produce un incremento en el namero de receptores muscarinicos, sino
también de recaptores a VIP (Lundberg y col., 1982b; Hedlund y col., 1983), asi como en la cofteza
cerebral de ratas (Ahens y col., 1984), En contrapane, se ha demostrado, mediante estudios in vitro,
que fa administracién de carbacol (agonista colinérgico) en el pancreas de cobayo induce una
disminucién en el nimero de los receptores de alla afinidad para VIP, a través de la intera(_:cién direcla
del carbacol con los_ receplores colinérgicos, sin interactuar directamente con los receptores para VIR
(Murakami y col,, 1989). Estos resultados sugieren que la ACh puede influenciar también de manera
imponante. la neurolransmlsién del VIP en diversas regiones cerebrales y que este puede ser uno de los
posibles mecanismos para producir el aumento en densidad de receptores a VIP durante la PSMOR, tal
coma lo observamos en nuestros resullados.

Adicionalmente, se ha demostrado que la ACh paricipa de manera importante en la
regulacion del suefio MOR. Durante esta fase se ha observado que se produce un aumento importante .
enla Iiberaéidn de ACh en el FTG. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito que ocurre con los
niveles de este neurotransmisor durante y posterior a la PSMOR, Una posibilidad es que al impedirse el
sueflo MOR, se atenie la liberacién de ACh y esto de como consecuencia el fenémeno de regulacion
*hacia arriba‘ de los receptores. Sin embargo, recientemente se ha repariado que la priva‘cién total' de
suefio no produce cambios significativos en estructuras diencéfalicas, las cudles han sido involucradas
"conla regulacidn del sueiio (Tsaiy col., 1994). Aunque Nufiez y col., reportan que duranté esie périodo
se produce una disminucion. A partir de estos resullados aun no tenemos cléro ej panofarha de como se
podrian autorreg_ular los receptores colinérgicos y vipérglcoé durante 'Ial ‘PSMOR. No - obstante,
consideramos qhe exisle una estrec;ha relacién en los r_niveles de AChy VIP para _reguialj_' el suefio

MOR. Sobre este aspecto, hemos demo_str_ado que la ACh antagoniza IoS efectos _i.hdﬁcto_res de ViP .en

| condiciones de insomio '(Prospero-Ga_rbia y coll1993). | | | | |
- Ademés, se ha propuesto qde ef viP actia como un organizador circédico de sueﬁ_o, ya que
en condiciones normales las concemréciones de este péptido, muestran vaﬁaciohés circé'di_cas en el

tallo cerebral (sustancia gris periacueductal y LC), con dos picos méaximos uno para el periodo obscuro



y ofro  para ¢ de e Mientras que en el cerebro anterior, soto el NSQ, presento las mayores
concentraciones durante el periodo obscuro  (Marin y col., 1990). Estos resultados sugieren que as
estructuras anfes mencionadas son importantes para la homeostasis de suefio por parte del VIP, y que
ademas el NSQ estaria paticipando en la ritmicidad del ciclo viglia-sueiio.

Asimismo. mediante lécnicas de biologia molecular se ha demostrado que durante el periodo
obscuro en el NSQ, se detectan los mayores niveles de RNAm para VIP en comparacién con el
periodo de luz (Albers y col.,, 1987). Eslos resullados, sugieren que durante el periodo obscuro se
prepara la maquinaria bioquimica para que el suefio se presente durante el periodo de luz, que
corresponde con el periodo de suefio de la rata. Estas evidencias, soifalan que el NSQ es una
estructura importante para regular los niveles de VIP y la ritmicidad del suefo.

Adicionalmente, se ha visto que el VIP administrado de manera constante al ventriculo lateral
incrementa la canlidad de SOL y MOR durante el periodo de luz, de forma mayor que cuando
unicamente se realizan inyecciones unicas, pero este éamblo no afecia la amplitud del ritmo circadico
(Kruisbrink y col.,, 1987). Estos resultados, apoyan la paﬁicipacién del VIP como un factor enddgeno e
hipnogenico, el cual probablemente tiene que alcanzar un nivel determinado durante la vigilia
prolongada para entonces incrementar fos niveles'de excitabilidad y’d»isparar el sueﬁo‘ MOR.

Por otra parte, Obal y col., en 1989, han shgen‘do que uno de los posibles meéanismos de
accion del VIP para la produccidn de sueito MOR puede estar mediada via la ilberécién dé prolactina
Esm hipé!esis esta basada por que la administracién subcuténea de prolactina produce un incremento'
en la cantidad de suefio MOR a dosis aitas y ademas dicho lncrememo esta asoclado con un aurnenm .
en la latencia de Ios penodos de esta fase de suei’io De esta forma, proponen que la admlnistraclén
i.cv. de VIP es el que desencadena la llberacién de concentraciones altas de prolactlna endogena_.
probablemente via los vasos portales que aicanzan el LCR 6 algun sitio de aecién hipolélamlca més
- que la - administracion sistémnca de prolactlna Esta hlpétesis fue pamiahnente confirmada_f -
- posteriormente, al demostrar que la. admlmstracudn de VIP ademés de producir un incremento enla

: cantidad de sueﬂo MOR pmduce un mcremento en ia concentracsén de prolachna en plasma. Dicho

‘ lncremanto es inh:bido por la administracién de anucuerpos conlra prolactina, que inhrben el efecm
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inductor de sueito del VIP y ademas 1a liberacion de  dicha hormona. Estos resultados sugieren que 12
prolactina estimula ¢! suefio MOR y que ademas puede nediar 1a aclividad promolora de suefio de su
hormona hipotatamica el VIP (Obél v col., 1994). No obstante, faltan estudios que muestren la
participacion de diferentes estructuras cerebrales en la modulacion de suefio MOR, producida por el
VIP.

Con base en estas evidencias, creemos que ¢ VIP es un faclor endoegeno inductor de sueiio de
acuerdo a los criterios propuestos por Jouvet en 1984, los cudles son: 1) ser una sustancia enddgena,
2) aumenlar duranie la privacion de suefio; 3) activar los mecanismos del sueiio; 4) su efecto debe ser
dosis-dependiente; 5) su Iinactivacion debe inducir insomnio y 6) su administracion exégena debe
incrementar el suefio en sujetos insomnes. Aunque muchos de estos puntos no se han profundizado en
la investigacion de los efectos del VIP en el suefio, las evidenclas experimentales realizadas hasta el
momento, apoyan los siguientes: 1) El VIP es una sustancia enddgena, que se sintetiza y se libera en
el cerebro del gato y de la rata (Obata-Tsuto y col.,, 1883, Eiden y col,, 1982), ademés de que se ha
demostrado de que existen receplores para este péplido en el cerebro de la rata (De Souza y col.,
1985; Martin y col., 1987). En cuanto al segundo punto, hemos demostrado que los lee}es de VIP en
el LCR del 4° ventriculo incrementan después de la PSMOR (ijénez-Anguiano, y col., 1893). _EI tercer
punto, parece satisfacerse, aunque cabe aclarar,due él mecanismo d_é accion del VIP para la lndubcién
de suefio adn no eéta completamente claro. Al respécto hemos sugerido que el VIP iﬁduce sueiio MbR
en los gélos insomnes por PCPA activando a los sistemas noradrenérglcos e inactivéndd a. Ids
colinéryicos, 1o que sdpondrié entonces una Interaccién eri_lre sistemas peptldérgiéos; y de
neuyrotrasmisores para que él sueﬁo_ MOR s_é'presenté'(Prdspéro y col., 1990; Dnjcker-_Colin y col.,
1990). | | o | | o
En cuanto al cuarto bunto,. no existe n'ingﬁh estudio sistematico que demues_tre ‘que'_el .ef'er";to del VIP'es |
dependiente de la '605:15. pero.se ha demostrado que existe una dosis 6pﬂma para  la induccion de
, ’Sueﬁq por parte del VIP en gatos, ratas y IcOn'e}os en cond_icldn_és nbrr.nale_s' y'e'nvrﬁodel.os de insomnio
(Riou y col., 1982; Drﬁéker-COlin y c‘ovl..v 1984;.P_ros.pero-G.arcia y cal., .1986.;‘ VOb‘éI y. col., 1988b;

1989). El quinto punto _pérece cumplicse claramente, ya que se ha demostrado que el efecto inductor de
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sueio MOR del LCR de animales P3 es blogueado con anticuerpos  anti-VIP (Diucker-Colin y cul.,
1888). Adenas, se ha demostrado que el antagonista al receptor del VIP ([4CI-D-Phe6-Leu17]-VIP12)
reduce la cantidad de sueito MOR durante el periodo de luz dei ciclo viglia-sueno de la rala (Mirmiran y
col., 1988). Finalmente, el punto seis se cumple ampliamente, ya que se ha demostrado que el VIiP
incrementa fa cantidad de sueio MOR en animales normales e insomnes, tal como se menciond
anteriormente. Estos resullados apoyan la nocion de que el VIP es un factor inductor de suerio.

En conciusion, consideramos que el suefio es un fenomeno dificil de explicar, el cual es el resultado de
una serie de eventos de cascada, de los cuales diferentes sistemas forman parte, en especial el

colinérgico y peptidérgico que inciden sobre diversos grupos neuronales para que éste se presente.
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5-. CONCLUSIONES

¢ La PSMOR produce un incremento en la densidad de receptores del VIP
en diversas regiones del cerebro anterior y tallo cerebral, involucrados con la
regulacion del sueno.

s El estrés producido durante la PSMOR, provoca un aumento mayor en la
densidad de receptores a VIP, en relacion a los animales habituados.
Principalmente, en estructuras diencefélicas, en especial, en diversos nucleos
talamicos.

» Consideramos, qué el suefio es un fendmeno multifactorial, el cudl esta
modulado por un sistema complejo, altamente organizado. Posiblemente, el
aumento en la densidad de receptores a VIP durante la PSMOR, en diversos
nucleos cerebrales, interaccione con diversos circuitos excitatorios, que junto
con la participacion de algunas hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos,
sirvan para regular el ciclo vigilia-suefa.



6. BIBLIOGRAFIA

Abe, H., Engler, D., Moaltich, M.E., Bollinger-Gruber, J. y Reichlin, §. Vasoactive intestinal

peptide is a physiological mediator of prolactin refease in the rat._Endocrinology 116: 1383-

1390, 1995,

Abens, J., Westlind, A. y Bartfai, T. Chronic atropine trealment causes increase in VIP
receplors in rat cerebral corlex. Peptides 5: 375-377, 1984,

Acherman, P., Trachsel, L. y Tobler, I. Sleep initiaton and steep intensity. interaction of
homeostatic and circadian mechanism. J Biol Rhytms 4: 149-160, 1989,

Adrien, J., Dugovic, C. Presence of paradoxical sleep (PS) factor in the cerebrospinal fluld of

PS-deprived rats._Eur. J.Phapnacol 100: 223-226, 1984,

Albers, E., Ninanimati, N., Stopa, E. y Ferris, C. Ligth selectivity alters vasoactive intestinal
polypeptide and peptide histidine isoleucine immunareactivity within the rat suprachiasmatic
nucleus. Brain Res 437; 189-192, 1987,

Aserinsky, E. y. Kleitman, N. Regulatory ocurring periods of eye motility and concomiant

phenomena during sleep. Science 11: 273-274, 1853,

Audigier, S., Barberis, C. y Jard, S. Vasoactive Intestinal polypeplide increases inositol
phospholipld breakdown in the rat superior gang'lion._ Bra]ﬁ Res 378: 363-367, 19886.
Baghdoyan, H., McCarley, R. y Hobson, A. Cholinergic manipulation of _bréinstem reticular

system: effects on desynchronized sleep generation. En: A, Watuquier., J.Monti., M. Gaillard.

y M.. Radulovacki (EdS). §'Ieegr Neurptransmitters and n_eurqmogglamrs. Ra\)en Eress. New
York. pp: 15-28, 1985. - -
Baghdoyan, H., Monaco, A., qurigb—Angulo.'_ M., Assen, J., McCarley, Ry Hobson, A.
Microinje_ctldné of neoSilgmine in fo_ the pontine reticular formation of cal$ enhances

desynchronized sleep signs. Brain Res 4_1'4: 245.261, 1987.

36



Baghdoyan, H., Rodrigo-Angulo, M, MoCanoy, Ry Hobson, A Site-specific enhancemici
and suppresion of desynchronized sleep signs following cholinergic stimulation of three

brainstemn regions. Brain Res_306:39-52, 1984,

e

Baghdoyan, H., Rodrigo-Angulo, M., McCarley, Ry Hobson, A, A neuioanatomical gradient

Res 414: 245-261, 1987.

Bandler, R. Aggression induced in rats by chalinergic stimufation of hypothalamus. Nalure
224, 1035-1036, 1969.

Bergmann B., Everson, C., Kushida, C., Fang, V., Leitch, C., Schoeller, . Refetoff, S. y
Rechtschaffen, A, Sleep daprivation. in the rat: V. Energy use and mediation. Sieep 12: 31-41,
1988,

Besson, J. Distribution and pharmacology of vasoctive intestinal peptide receptors in the brain

and pituitary, Ann Acad Sci 527:204-218, 1988,

Besson, J., Rotsztejn, W., Laburthe, M., Epalbaum, J,, Beaudet, A., Korrdon, C. y Rosselin,

G. Vasoactive intestinal peptide (VIP): Brain distribution, subcellutar localization and effect of

deafferentation of the hypothalamus l_n male rats, Brain Res_ 165: 79-85, 1979. |

Besson, J., Sanieu, A, Vial, M., Marie, J., Ro.sselin,v G.y Rostene, W. Characterization and

autoradiographic distribution of vasoactive intestinal peptide} binding sites in the rat céntral |
nervous system. Brain Res 398: 320-336, 1086, |

Borbély, A. yTobler 1. Homeostatic and circadian priﬁci'ples in' sleep reguiation in the rét In :
D. McGinty, R. Drucker~00lin A Mornson y P, Parmeggiam (Eds), E gig Mechanisms _of
Sleep, Raven Press New York 1885, pp 35-44.

Borbély, A. y Tobler, L. Endogenous sleep»pro_moting subslance{s- and Sleap regul_atidn. E_miig_l

Rev 60 : 605670, 1989. | - o -

Brady, L. Stress, anﬂdepressant drugs, and the locus coenj!eus. Brain Res Bull 5/6: 545-556,
1094, |

57



- Bremer, F. Historical development on ideas sleep. £n: O.Petre-Quadens y J. Schlag (Eds).

Basic sleep mechanisms. Academic Press, New York. pp: 3-12, 1874,

Bredow, 5. Kacsoh, B., Obdl. F., Fang, J. y Krueger, J.M. Increase of projactin mRNA in the
ral hypothalamus after intracerebroventricular injection of VIP or PACAP. Braip Res 660: 301-
308, 1994.

Brock, J., Hamdi, A., Ross, K., Payne, S. y Prasad, C. REM sleep deprivation alters

dopamine D2 receptor binding in the rat frontal cortex. Pharmacol Biochem Behay 52:43-48,

1995,

Card, J., Fitzpatrick-McEfligolt, S., Gozes, 1. y Baldino, F. Localizalion of vasopressin,
vasoactive intestinal peptide, histidina isoleucine and somatostatin mRNA in rat
suprachiasmatic nucleus. Cell Tissue Res 252: 307-315, 1988.

Carlquist, M., Jornvall, H., Tatemoto, K. y Mutt, V. A porcine brain polypeptide is' identical to
the vasoactive intestinal polypeplide. Gastrosntero) 83: 245-249, 1982.

Ceccatelli, 8., Villar, M., Goldstein, M. y Hokfelt, T. Expression of c-Fos lmmduoreactivity in
mransmi_tter characterized neurons after stress,_Proc Natl Acad Sci 86: 9568-9573, 1989, |
Celesia, G. y Jasper, H.'Acelylcholine re!easéd from cerebral cortex in relation to state of
éciivalion. Neurology 16:1053-1063, 1568.

Cespuglio, R., Chastrette, N., Prevantei‘ H. y Jouvet, M. Functional relationsmp for sleep
mduchon EQQ_QM us gleeg fact __{ En. S. Inoué y J.Krueger (Eds) Endogenous sleep ;
factors SPB Academic Pubushlng Raven Press. pp:87-98, 1990 |

Cespugiio R.. Chastreﬂe N. y Jouvet, M. Opposite variations of 5- hydroxyindolacehc acid (5- |

HIAA) extracelular concentrahons measured with voltammetry either in the axonal nerva -

endings or in the cell bodies af the nucleus raphe dorsa!is thmughout the sleap wakmg cycle.

C R Acad Sci (Paris) 307 817-823 1988

Cespuglio, R, Gomez, M., Faradiji, H. y Jouvel M Aiterations in the s!eep-waking cycle

Induced by cooling of the Iocus coeruleus area. Electroenceph c!in Neurophysioi 54. 570-578,
1982, | o |

58



Cespuglo, R, Marnases, S Baubet, ¥ Boreet 00 B Yah, B Badence for a steep
promoting influence of stress. Ady Neucoimmunat 5 145.154, 1998,

Chastrette, N, y Cespuglic, & Infiuence of propiomelanocortine derived-peptides on the
slecp-waking cycle of the rat, Neurosc_ Lell 62 305.370 1985,

Chastreite, N., Cespuglio, R. y Jouvet, M. Proopiomelanocortina (POMC)-derived peptides
and sleep in the rat.Part | .Hypnogenic praopertics of ACTH denvatives. Neuropeptides 15: 61-
74, 1890.

Chee, C., Roozendaal, B,, Swaab, D., Goudsmit, E, y Mirmiran, M. Vasoactive intestinal

polypeptide neuron changes in the senile rat. Neurobiol Aging 9: 307-312, 1988.

Chen, X. y Herbeit, J. Regional changes in c-fos expression in the basal forebrain and
brainstem during adaptation to repeated stress: correlalions with cardiovascutar hypaotheimic
and endocrine responses. Neuroscience 64 :675-685, 1895,

Coenen, A. y Van Luijtelaar, E. Stress induced by three procedures of deprivation of
paradoxical sleep, Physiol Behav 35: 501-504, 1985, |

Corsi-Cabrera, M., Ponce de Ledn, M., Judrez, J. y Ramos, J. Effects od paradc')xical sleep

deprivation and stress on the waking EEG of thé rat. Physiol and Behav 55: 1021—102_7.
1994, | o
Datta, S. Neuronal activity fn #he peribrachiél area. 'Relationhip to behavioral state control.
Neurosci Behiav Rey 19: 67-84, 1995. -

Datta, 'S., Calvo, J.M,, duattrochl. Jy Hobsan, A. Long-term.enhanc.:ement of 'REM_ sleep
following cholinergic stimulation. Neuroreport 2: 619-622, 1891, | B
Delorme, F., Jeanneroid, M. y Jouvet, M. Effects rémarqueables de lé-feserpine sur !*éctivite

EEG phasique pontogeniculoaccipitale. G R Soc Biol 159: 900-903, 1965.

Dement, C. The hiblogical role of REM sleep. En. A, Kales (Ed). Sleép: Physiology_and

pathalogy.Cippincatt, Phitadelphia. pp: 245-265, 1960,

M



Dement, C., Henriksen, S. y Ferguson, J. The effect of the chronic administration of
paraclorophenylanine (PCPA) on sleep parameters in the cat. En: J. Barchas y E. Usdin
(Eds)._Serotonin and Behayior. Academic Press, New York, 1973. pp. 414-424.

De Souza, E., Seifert, H. y Kuhar, M. Vasoactive inestinal peptide receptor localization in rat
forebrain by autoradiography. Neurosci Lett 58: 113-120, 1985,

Domino, E. y Stawiski, M. Effect of cholinergic antisynthesis agent HC-3 on the awake-sleep
cycle of the cal. Psychophysiol 7: 107-144, 1970.

Drucker-Colin, R. The function of sleep is to regulate brain excitabilily in order to satisfy the
requirements imposed by waking. Behay Brajn Res 69: 117-124, 1885,

Drucker-Colin, R. y Bemal-Pedraza, J. Kainic acid lesions of gigantocellular tegmental field
(FTG) neurons does not abalish REM sleep. Brain Res 272: 387-391, 1983.

Drucker-Coalin, R., Bemnal-Pedraza, J., Fernandez-Cancino, F. y Oksenberg, A. Is vasoaclive
intestinal polypeptide (VIP) a sleep factor? Egnl_lggé 5: 837-840, 1984.

Drucker-Colin, R. y Gutiérrez, M.C. Effecis of forebrain lesions on release of protein from the
midbrain reticular formation during the slaeb-wake cycle. Exp Neurol §2 : 338-344, 1976,
Drucker-Colin, R. y Prospero-Garcia, O. Microinjection of carbachol into the pontine area is
unable to modify insomnia induced by parachlorophenilalénine (PCPA). Brain Res 462: 163-
168, 1988, o |
Drucker-Colin, R. y Prospero-Garcia, O. Neurophysiology of sleep. En: M.Thorpy_(Ed).
'ugndgggjs of sleep disorders. Marcel Dekker, _N.ew York, pp:$3-53. 1990 | |

Drubker—Coﬂn. R., Prospero-Gérdia. 0., Arankowsky-Sand.oval, G., Ji_méniaz-Anguiano.'A. y
| Merchant, H. The regqlatidn of REM sleep: Some considerations on the role_i q'f vasoactive
intestinal peptide, acetylcholine and sensory modalnies. En: M. Mancia. G Manini (Eds). The
gl__q_e_nng[_n_a_ng_g_gg Raven Pre.,s New. York Pp. 313-330 1990 | |
Dmcker—Colln R., Prospero—Garcua 0., Arankowsky-Sandoval Gy Pérez-Montlort R

Gastropancrealic peptides and Sensory stimuli as REM s!eep factors. En; Inoué 8.,

60



Schneider-Helmert, D., (Eds). Sleep Peptides: Basjc and clinical approaches. Tokyo: Japan

Scientific Society Press and Springer Verlag. 73-94, 1988.

Drucker-Colin, R., Rojas-Ramirez, J.A., Vera-Trueba, J., Monroy-Ayala, G. y Hernéndez-
Peon, R. Effects of crossed perfusion of the midbrain reticular formation upon sleep. Brain
Res 23 . 269-273, 1970.

Drucker-Colin, R., Spanis, C.W., Cotman, C. y McGaugh J.L. Changes in protein levels in
perfusates of freely moving cats: relation to behavioral slate. Science 197 : 963-865, 1875 a.
Drucker-Colin, R., Spanis, C.W., Hunyadi, J., Sassin , J.F. y McGaugh J.L. Growth hormone
effects on sleep and wakefulness in the rat, Neuvroendocrinol 18: 1-8, 1975 b.

Drucker-Colin. R., Tuena de Goémez Puyou., Gutidrrez, M.C. y Dreyfus Corlés, G.
Immunclogical approach to the study of neurohumoral sieep factors: effects on REM sleep of
antibodies to brain stem proteins._ Exp ué;gml 69 :583-575, 1980, |
Drucker-Colin, R. y Valverde, C. Endocﬂne_ and peptide functions in the sleep-waking cyde.
En: D.Ganten y Paff.D. (Eds). Curment topics in Neuroendacrinoloqy. Springer, N.Y. pp: 37-81,
1982,

‘Dusan-Peyrethon. D. y Froment, J. Effets d‘u disulfiram sur les états de sommeil chez le chat.
C R Soc Biol (Pajis) 162: 2144-2145, 1968,

Ebeid, M., Attia, R., Sundaran, P. y Fisher, J. Release of vasoactive intestinal peptlde in the
' central nervous system in man. Amer J Surg 137: 123-127, 1679, |

Ebeid, M Smith R, Scourrou J., Murray, P. y Fisher, E. Increased immunoreactlve VIR in
the cerebroSpinal fiuid (GSF) of d095 and monkeys in hepatic faiture, J Su[g 5 -20: 538B-
541, 1978.

Eiden, L., Nilaver, G. y Palkovitz, M Distribution of vasoactive lntesﬂnal peptlde (VIP) in the
rat brain stem nuclel, Bra lgB 231 472 477, 1982 ‘

El Kafi, B., Cespuglio, R., Leger. L., Marinesco, S. y Jouvelt, M s the nudéﬁs mpné dorsali§ '
" a larget for lhe peptides possessihg 'hypnogenic pméehieé?. Brain Rés 837 21 1-2'2.1. 1994.

61



El Mansari, M. Sakai K.y Jouvet, M Unitary charactensiies of presumplive chobficige
tegmental neurons during the sleep-waling cycle of freely maving cals. Exp Rrain Res 76
519-529. 1989

Emson. C., Gilhent, T., Loren, b, Fahienirun. J., Sundler, E. y Schaffalitsky B, Development
of vasoactive intestinal polypeptide (VIP) containing neurons in the rat brain. Brain Res 177
437-444, 1979,

Ernst, A. y Schoenenherger, A. DSIP: Basic findings in humans beings. En. S. Inoue y
Schneider-Helmert (Ed). Sleep peplides. Basic and clinical approaches. Verag. Tokio.
pp:131-173, 1988,

Eskin, A., Corrent, G, Lin, C. y McAdoo, D. Mechanism for shifling the phase of a circadian

rhylin by serotonin involvement of CAMP. Proc Natl Acad Sci 79: 660-664, 1982,

Espejel, R.M. Administracién crnica de un inhibidor de la siniesis de proleinas sobre el ciclo
vigilia-suefo. Tesis de Licenciatura. (Dir. R. Drucker-Colin). México, Fac. Ciencias. UNAM.

1980.

Eva, C., Meek, J.L. y Costa, E. Vasoaclive Intestinal peptide which coexist with acetylcholine

decreases acetylcholine turnover in mouse salivary glands. J_Pharmag Exp Thedr, 232; 267-
269, 1981, |

. Fahrenkrug, J., Schaffalitzky, B. y Fahrenkrug, A. Vasoactive mtestlnai polypephde (VIP) in
human cerebrospinal fluid. Brain Res 14: 179 188, 1977.

_ Fang. J ,Payne L. y Krueger J. (1995). Pituitary adeniylate cyclase achvatmg polypeptide
enhances rapid eye movement sieep in rats, Brgm Res 686: 3-28 , 1995,

Fencl, V., Koski, G. y Pappenhelmer J. Factors in cerebrOSpinal ﬂuid from goats that affect
| sleep and activity in rals. J Physiol 216: 565-589, 1971,

Froment L. 'Peti!jean F., Bertrand Ny Jouve! M. Effects del injection int'racéréb'ra!e'de 5,
. B-hydroxitnplamme sur Ies monaamines cérebrals et les états de sommells du chat Bram |

" Res 67: 405-409 1974,



Gadea-Ciria, M., Stadler, H . Lloyd, K.y Badilini, G Acetylcholine release within the 2t

striaturn during the sleep wakefulness cycle. Nawre 243:513-520, 1973,

Gaillard, J. Neurotransmission and receptor phammacolagy. En:_Medigine  of Sleep. J.
Gaillard. (Ed). 198-201, 1987,
Gaicia-Amaras, J. y Pappenheimer, J. Site ot action of sleep-inducing muramyl pepiide

isolated from human urine: microinjection studies in rabbit brain. J Neurophysiol 49: 528-533,

1983.
Gavalda, A., Benyassi, A., Arancibia, S. y Armario, A. Chronic but nol acufe exposure to
stress is associated with hypothatamic vasoactive intestinal palypeptide (VIP) release into

median eminnence. J Neuroendocrinol §: 421-425, 1993,

Giachetli, N., Rotsztejn, W., Laburthe, M., Epelbaum, 1., Beaudet, A,, Kordon, C. y Rosselin,
G. Vasoactive intestinal polypeptide (VIP): Localization and release fromy isolated nerve
terminals._Proc Natl Acad Sci . 74: 3424-3428, 1077.

Gilbert, K. y Lydic, R. Muscarinic cholinoceptive reticular mechanlsms and parabrachial
neurbn discharge: a novel experimental approach. Neuroreport. 4: 271~274. 1993

Gnad! J. y Pegram, G. Cholinerglc brainstem mechanisms of REM sleep in the fat. Brain
Res. 384 20-91, 1986. |

Goldstein, R. y Pratta D. Sleep in cai: raphe dorsalis and vaéotor’:in. §1gg_§ 7. 373-379, 1984..
Gonzélez_._M.. Debflly. G Valatx, J.L. y Jouvet, M. Sleep inbrease after immbbili?ation' stress:
role of noradrenerglc locus cderuleus system in .!he rat, Ne_ugg}sc'; Len'. 202: 5-8, 1.'995,
Gonzalez, M., Vhlatx J., Paut L, Kilahama K. y Jouvet, M.;.Rol.e of 'thé locus coénileus on
the mechanism of the sleep rebound. o Sleep Res .3:92, 199, R

.Gozes L, Shachler P., Shani, Y. yGiIadl E. Va%actwe mlestlnal peptlde gene expression

from embryos to aging rals Neuroandocnnology_47 27- 31, 1988

Gozes b, HIII J., Mervis, F., Fridkin, M. yBreanan D. Vip antngomst pruduces neuronal'

damage dnd retardation of behaviornl development in neonatal rats. Brain Res

63



Gozes, 1.y Brenwinan, T2 VIP: Molecular and neurobiologeeal tunction. folecd fvcurobiol 3
201-236, 1989.
Gozes, |. y Breneman, E.D. Neuropeptides as growth and differentiation factars in general

and VIP in paricular. Joumal of Molecular Neuroscience 4: 1-9, 1983,

Gray, T. Amygdaia: Role in autonomic and neurvendocrine responses to slress. £n: T. Burks

(Ed). Stress, neuropeptides and system disease. pp:37-53, 1691.

Guidner, F. Synaptology of the rat suprachiasmatic nucleus. Cell Tiss Res 165; 509-544,
1876.

Guldner, F. Structure and neuronal connections of the suprachiasmatic nucleus. En: Redforn,
P. (Ed). Circadian s in the central nervous system. WCH Publishers, U.S.A. pp: 29-41,
1985.

Hammar, T. y Lulz, E. Multiple receptors for PACAP and VIP. TIPS, 15: 1114-118, 1994.
Hartman, E. The 80 minute sleep drearn. Arch Gen Psychiat. 18: 260-288, 1968.

Hazra, J. Effect of hemicholium-3 on slow wave and paradoxicat sleep of cat. ,E_ty'__g
Phannacol .11. 395-397, 1970.

‘Hedlund. B., Abens, J. y Baitfai, T. Vaéoacllv'e intestinal ‘poiypeptide and muScaﬁnlc
receptors: supersentivity induced by long-term atropine t‘reatment; §_g]_@_ggg 220: 519-521,
1983, | | -
Hemandez-Peon, R. y Chévez-lbarra G. Sleep induced by, electrical or chemical sumulatlon
of the forebraln Electroencapha Clin Ngggrgghyslol 24: 138-198 1963 | |
Hemandez- Peon R. Central neuro-humoral lransmlssmn in sleep and wakerulness En. K
'Akert C. Bally J.P. Schade (Eds). rogregs in_brain_re g rch. ElSBIVEE Amsterdam 116- |
117, 1965. |

He&s R. Das Schalafsynarom als folge dlenzaphaler reizung. Helv Phsfol F‘ham\acol Acta 2
305-344, 1944, |
Hilakivi, Y. The role of beta and alpha adrenoceptors In _the regulation of the stages of _sle_ép-

waking cycle in the cat. Brain Res 277: 109-118, 1983.

64



Hilakivi, Y. y Leppavuori, A. Effect of methoxamine, an alpha-1 adrenoreceptor agonist, and
prazosin, an alpha-1 antagonist, on the stages of the sleep-waking cycle in the rat. Acla
Physiol Scand 120: 363-372, 1984.

Haohson, J.A., Datta, S., Calvo, J.M., y Quattrochi, J. Acelylcholine as a brain stale modulator

triggering and long-term regulation of REM sleep._Prog_Brain Res. 98 . 389-404, 1893,

Hobson, J., Goldberg, M., Vivaldi, E. y Riew, D. Enhancement of desynchranized sleep signs
after pontine microinjection of the muscarinic agonist bethanecol. Brain Res. 275: 127-136,
1883,

Hobson, A., McCarley, R., Freedman, R. y Pivik, R. Time course of discharge rate changes in
cat pontine brainstem neurons during the sleep cycle. J Neurophysiol. 37; 1207-1309, 1974.
Hobson., A. y McCarley., R. Sleep cycles oscillation: a reciprocal discharge by two brainstem
neuronal groups. Science. 189: 55-58, 1975.

Honda, K., Komoda, Y., Nishida, S., Nagasaky, H., Higashi, A, Uchlzono. K. e Inoué, S,
Uridine as an active component of the sleep promoting substance: its effect on noctumal
slaep id rats. Neurosci, Raes. 1: 243-252, 1984, | |

Houdoin, F., Cespuglio, R., Gharib, A. y J_ouvet. M. Detection of the release of §-
hydroxiindole compounds in the hypothalamus and the n.raphe dorsalis throﬁghout the sleep
waking cycle and during stressful situations in the rat: A polygraphic anq voltammetric
approach. Exp Braln Res. 85: 153-162, 1691. | |

Inous, S., Kimura, M., Honda, K. y Komoda, Y. Sleep peptides: General and comparalive

aspects. En: Inoué, S., y Schnelder-Helmert, D, (Eds). Sleep gentides: Qas[c and 'gj_igical
approaches. Tokyo: Japan Séienliﬂ_c Society Pre_ﬁss and «Sprihger Veriag. 73-94, 1888. |

. lshihara. T. Shlgémoto. R., Moﬁ._K.. Takahashi, K.. y Nagata, S. Funqtional express;io_n and

tissue dlstribu_llpn of a' novel receptor for vasoactive intestinal leypeptidq | Neuron. 8: 811-

819, 1902, | | B

65



Jacohs, B. y Jones, B. The roie of central monoamine ans acetylcholine systems in sleep-
waketulness states: mediation or modulaton?. En. L. Butcher (Ed). Monoaminergic-

cholinergic interactions in the brain. Academ Press. New York. pp: 271-290, 1978.

Jasper, H. y Tessier, J. Acetylcholine liberation from cerebral cortex during paradoxical sleep.

Science 177.601-602, 1971.

Jiménez-Anguiano, A., Bdez-Saldada, A. y Drucker-Colin, R. Cerebrospinal fluid (CSF)
exiracled immediately after REM sleep deprivation prevenls REM rebound and conlains
vasoactive inteslinal peptide (VIP). Brajn Res, 631 ; 345-348, 1993,

Jones, B. Elimination of paradoxical sleep by lesion of the pontine gigantocetlular tegmental
field in the cat. Neurosci Lefl 13: 285-293, 1979. |

Jones, B. Paradoxical sleep and its chemical/structural substrates in the brain. Neurosci, 40:
637-656, 1901.

Jouvet, M. Recherches sur les structures nerveuses et les macanismes responsables des
differentes phases dq sommeil physioldgique. Arch ital Biol 100: 125-206, 1962.

Jouvet, M. Neurophysiology of the states of sleep. Physiol Rev. 47 : 117-177, 1967

Jouvet, M. Biogenic amines and the states of sleep. Science. 163: 32-41 1969

Jouvet, M. y Moruzzi, G. Neurophysiology and neurochemlstry of sleep and wakefulness.
Springer-Veriag, N.Y. pp.534, 1972, | | B |
~Jouvet, M. y Renault, J. Insomnie pers!stﬁnte apres lesion des noyaus _dd rafe chez le chal, C
R Soc Biol (Parls) 160: 1461-1485, 1966, " |
Jouvet; D., Vimont, P., Delorme F. yJouvel M. Etude de la privation selecuve de 1a phase
paradoxale de sommeil chez le chat. G R Sag Biol, 158: 758-758, 1984, |
“Jouvet, M Neuromediateurs et facteurs hypnogenes Rev Neurol (ngs) 140 389- 407 1984,
Kaji, H., Chihara, K., Mlnamuani. N., Kodama, H., Yanaihara, N. y Fuji!a_._.}_. R_e!easa of |
v_asbaclive intestinal polypepﬂde'ihlo the c_ereb:;ospihal.ﬂuid of the ‘fourth verﬁﬁqie on' the rat:

“involvement of cholinergic mechanism. Brain Res .269: 303-310, 1983,

66



Kaneso, T., Cheng, F., Oka, H., Qda, T., Yanaihara, N. y Yanaihara, C. Vasoactive inlestinal
polypeptide stimulates adenylate cyclase and serotonin N-acetyl-transferase activities in rat
pineal in vitro. Biomed Res. 1: 84-87, 1980.

Kant, J., Pastel, R, Bauman, R., Meininger, G., Maughan, #, Robhinson, T., Wright, W. y

Covington, P. Effects of chronic stress on sleep in rats. Physiol and Behav 57: 359-365, 1995.

Kapas, L., Obdl, F. y Krueger, J.M. Humoral regulation of sleep. Inlemational Review of

Neurobiofogy, 35: 131-160, 1993,
Karacan, Y. Rosembloom, A., Williams, R., Finley, W. y Hurich, C.Slow wave sleep

deprivation in relation to plasma growth hormone concentration. Physicians Drug_Manual,

2:104-107, 1971.
Kastin, A., Castelious, P., Banks, W. y Coy, D. Radioimmunoassay of DSIP-like matenal in -

human blood: possibie protein binding. Phagmacot Biochem Behav. 3: 691-695, 1978.

Kato, N.-‘, Nagasaky, S., Takahashi, Y., Namuro, |. y Saito, Y. DSIP-like material in rat brain,
human cerebrospinal fluid and plasma as determined b_y enzime immunoassay. En. S. Inoue
y A. Borbely. (Eds). Endogenous sleep substance and sieep_ requlation, Tokyo. pp: 141-153,
1985. | ' | |

Kawakami, F., Okamura, H., Inatomi, T, Tamada, Y., Nakajima, T. y lﬁéta; Y. Serotonin
depletion by p-chlorophawalanine decreases VIP mRNA In the supr.achiasmatlc nucleus.
'Neuroscl_Lett, 174: 81-84, 1994,

Kawatan!, M., Rutigliano, M. y De Groal, W. Selective facilitatory effect ‘of vasoactive

intestinal polypeptide (VIP) on rnuscarinic firing in veSidél ganglio of the cat. Brain Rés 336:
203-22¢, 1085, | | |
Kiss, J., Leranth, C. y Halasz, B. Serotoninergic - endings an V¥P~ﬁeuro_n5 in the
suprachiasmatic nucleus of the rat_hypothalamus. A combination of “high féédh)t_‘bn N
autqradiography and electron mii:roscopia-lm_munocytoch.é_mis'.try'. N'euroécl Létt' 44:' 119-124,
1984,

67



Koella, P., Feldstein, A. y Czicman, F. The effect of parachlorophenylatanine on the slecp of

cats Electroencephalogr Clin Neurophysiol. 25 481-490. 1968.

Krueger, J. Endogenous sleep factors En: A, Wauquier. (Ed). Sleep: Neurotransmilters_and
neuromadulators. Raven Prass, New York. Pp: 318-331, 1985 a.
Krueger, J., Walter, J. y Levin, C. Faclor $ and related somnogens. an immune theory for

slow-wave-sleep. En. D. McGinty (Ed). Brain_ Mechanisms of sleep. Raven Press, New York.

pp: 253-276, 1985h.

Krueger, J. y Karnovsky, M. Sleep and the immune response. Ann_NY Acad Sci. 496; 510-

516, 1987

Krueger, J., Pappentieimer, J. y Karnovsky, M. The compaosition of sieep-promoting factor
isolated from human urine. J Biol Chem. 257:1664-1669, 1982.

Kruisbrink, J., Mirmiran, M., Van der Woude, T. y Boer, G. Effectsvof enhanced cerebrospinal
fluid levels of vasopressin, vasopressin antagonist or VIP on clrcadian sleep-wake rhytm in
the rat. Brain Res. 419: 76-87, 1987,

Kodama, T.. Takahashi, Y., y Honda, Y. Enhancement of acelylcholine releasing during

paradoxical sleep in dorsal tegmental field of the cat brain stem. Neugosci Lett., 114: 277-

262, 1950,
Laburthe, M. y Couvineau, A. Molecular analysis of vasoactive {ntesthwl peptide receptors: &

- comparison with receptors for ViP-related peptides. _Agg_m_gg& 527: 296-313; 1988,
Laguzzi, R., Petitjean, F., Pujol, J. y Jouvet, M. Effets de I" _injécﬂon intravéntriculare _de 8-
hydroxydapamine. 1. Sur le cycle veills-sommeils du chat. Brain Res. 403: 249-257, 1987.
Lanerolie, N.C., 'Gunel-' M ~Sundaresan, S., Shen, M.Y., Bri.nés M. L 'y Spencer, D.D.
Vasoactive Intestinal Polypeptide and its receptor changes ln human temporat lobe epllepsy '
Brain Res. 686: 182-193, 1995. -

Larsson, L., Fahrenkrug, J, Schaffalrlzky,o Sundler F yHakanson R. Locallzatlon of VIP.
to central and peripheral neurons. Prog Natl Acad Sc: 73:.3197-3200, 1976

68



Leveston, S. y Cryer, P Endogenous cholinergic moduiation of growth hormane secrettion in
normal and acromegalic humans. Metabolism. 29: 703-706,1980.

Luine, V.N., Roslene, W., Rhodes, J. y McEwen, B.S. Activation of choline acetyltransferase
by vasoactive intestinal peptide . J Neurochem. 42: 1131-1134, 1984,

Lundberg, J., Angard, A., Fahrenkrug, J., Lundgren, C. y Holinstedt, 8. Co-release of VIP and

acetyichaline in relation to blood flow and salivary secretion in cat submandibular salivary

gland. Actha Physiol Scan . 115: 525-528, 1982,
Lundberg, J., Hedlund, B. y Bartfai. Vasoactive inlestinal polypeptide enhances muscaiinic

ligand binding in cat submandibular salivary gland. Nature, 295: 147-149, 1982 b.

Lundberg, M., Hokfelt, T., Schultzberg, K., Uvnas-Wallensten, Kohler, C. y Said, S.I.
Occurrence of vasocactive inlestinal _polypeptide (VIP)-like immunoreactivity in certain
cholinergic neurons of the cal: Evidence from combined immunohistochemistry and
acetylcholinesterase staining. Neurosci , 4:1539-1558, 1979,

Lutz, M., Sheward, K., West, J., Morrow, G., Fink, A. y Harmar, A. The VIP, receptor:
molecuiar characlerisation of a cDNA encoding a novel receplor for vasoactive intestinal
peptide. FEBS Lett. 334: 3-8, 1093. |

Lydic, R. y Baghdoyan. H.A. Pedunculopontine stimutation alters respiration and increases
Ach release In the pontine reticular formation. Am_J Physiol. 264: 544-54, 1993.

McCarley, R.l y Massaquoi, S. Neurchiological structure of the revised limit cyclé reciprocal
interaction model of REM sleep cycle control. J Sleep Res 1: 1 32438. 1992.

Madsen, P.L., Holm, §., Vorstup, S, Friberg, L., Lassen, N.A. y Widschiodiz, G. Human
regional cerebral mood' flow during REM sleep, Gereb B lood Flow Metab. 11: 502-507.
1891, | |

Maggistretti, P.J. VIP neurons in the cerebral cortex. TIPS 11: 250-254, 1990.

Mathotra, K., Wakade, D. y Wakade, R. Vasoactive intestinal polypeptide and muscarinic

mobliize intracellutar Ca'* through breakdown of phosphoinositides io induce catecholamine

- secretion. J Biol Chemistry. 263: 2123-2126, 1988.

09



Mallick, B., Siegel, J. y Fahringer, H. Changes in pontine unit activity with REM sleep
deprivation. Brain Res . 515: 94-98, 1989.

Mallick, B. y Thakkar, M. Shori-term REM sleep deprivation increases acetylcholinesterase
activily in the medula of rals. Neusoci Lett . 130: 221-224, 1991.

Mark, J., Heiner, L. y Mendel, P. Norepinephrine turnover in brain and siress reastions in rats

during paradoxical sleep deprivation. Life Sci. 8: 1085-1093, 1963.

Martin, L., Diell, M., Hoff, R., Palacios, J. y Magistretti, J. Autoradiographic mapping of {mono

[125) iodo-Tyr] vasoactive intestinal peptide binding sites in the rat brain. Neurosci . 23: 539-

565, 1987.

Matsumoto, J. y Watanabe, S. Paradoxical sleep: effects of adrenergic blocking agents. Proc
Jpn Acad 43: 680-683, 1967,

McCormick, D. Cellular mechanisms underying: cholinergic and noradrenergic modulation of
the neuronal firing mode in the cat and guinea pig dorsal lateral genicutate nucleus. J

Neurosci. 12: 278-289, 1982,

McGinty, D. y Harper, R. Dorsal raphe neurons: depression of firing during sleep in cats. Brain
Res. 101: 568-575, 1676.

McGinty, D. y Symusiak, R. Neuronal unit activity pattems in behaving animals: brainstem

and limbic system. Ann Rev Psychol. 39: 135-168, 1988.

McGregor, G.P., Woodhams, P;L.. 0 Shaugthnessy. D., Ghatei, M.A., Polak, J.M. y Bloom
" SR Devélopmental changes In bbmbesin. substance P, somatostatin and vasdactlve
mlestinal polypephde in lhe rat brain. eurosci Lett, 28: 21-29, 1982 | |
‘Mendelson, B., Gillin, C. y Wyatt J. Sludees with the delta sleep—lnducmg pepllde in lhe rat.

§Ieeg Res. 9. 55, 1880.
Mendelson B naram N., Wyatt, J Gillin, C. y Jacobs, S. Melhoscopolamlne inhibstion of

sleep related GH secretlon Evndence for a cholinerglc secratmy mechamsm g ) Invest

61. 1683 1690 1978.

0



Mendelson, B, Slater, G, Gold, Py Githin, G The ¢tfect of growth hormans adiministration on
humarn sleep: a dosis response study. Biol syctiatlyy 15 £13-61i8, 1980,

Merchant-Nancy, H., Vazquez, J.. Gamcia, F. y Drucker-Golin, R. Brain distiibution of ¢-Fos
expression s aesult of pralonged rapid eye movement (REM) sicep period duration. Brain
Res . 631: 15-22, 1985,

Mirmiran, M., Kruisbrink, J . Bos, N.P.A., Van der Werf, D y Boer, G.J., Decrease of rapid-
eye-movement sleep in the ligth by inraventricular application of a ViP-antagonist in the rat.
Brain Res, 485: 192-194, 1988.

Miyata, A, Arimiua, A., Dahl, R., M., Minamino, N., Uehara, A., Jiang, L., Culler, MD. y
Coy, D.H. Isolation of a novel 38 residue-hypolhalamic polypeptide which stimulates adeylale

cyclase in pituitary cells. Biochem Biophys Res Commun., 164: 567-574, 1989,

Mo, N. y Dun, J. Vasoacltive intestinal polypeplide facilitates muscarinic transmission in
mammalian symphathetic ganglia. Neurosci Lett. 52: 19-23, 1984,

Mogilnicka, E., Przewlocka, B., Van Luijtelaar, E., Kiimek, V. y Coenen, M. Effecls of REM

sleep depriva’llon on central alphat and beta-adrenoceptors in rat brain. Pharmacol Bigchem

Behay. 25:329-332, 19886.

Monnier; M. y Hosli, L. Dialysis of sleep and waking fadors in bl’vod of the fabbif. _Science .
146: 798-798, 1964. | | |
~ Monnier, M., Dudler, L. y Schoenenherger, F. Humoral transmission of»s!eep. VI, Effects of
the sleep faclor on cerebral motor and visderal activities. Pluegg[g Arch.» 345: 23-35, 1973, _
Mannier, M., Koller, T. .y‘ Graber. S. Humoral inf_lue.ncgs of _IndUged}sI’éep and arousal _upo'ﬁ_
electrical brain aclivity of animals with crossed circulation. Exg" Neurol. 8: 26_4'-:27_7, 1.963. |

Morin, A., Denoroy, L. y Jouvet, M., Daily van‘alton_s in cbncenlrat_i'on:of vasdactive_ im_es'llnél- '

- polypeptide immunoreactivily in discrele brain areas of the fa_l'. Bra B_Res,..saaz" 136-140,
1990, o | |

7



Morin. A.. Denoroy. L. y Jouvel, M. Effect of paradoxical sleep deprivation of vasoactve
intestinal polypeptide-like immunoreactivity in discrete bram areas and anterior pituitary of the
rmt Brain Res Byl 28: ©55-661, 1992

Morm, A, Moyse, E., Denoioy, L. y Jouvet M. VIP binding sites in adult rat typothelamius:
nuclear distribution and daily variations. Peptides. 15 117-123, 1984,

Mouret, J., Froment, J. Bobillier, P. y Jouvet, M. Etude neuropharmacologique et biechimique
des insomnies provoquees par la PCPA. J Physiol. 59: 463-488, 1967.

Morgane, P. Chemical mapping of hypnogenic and arousal systems in the brain.

Psychophysioloqy. 8: 219-221, 1969,
Moruzzi, G. y Magoun, H, Brain slem reticular formation and activation of the EEG,
Electroenceph Clin Neurophysiol.1: 455-473, 1949,

Murakami, M., Vinayek, R., Jensen, R. y Gardner, J. Carbachol-induced down-regulalion ot
high-affinity receplors for vasoactive intestinal peplide. Am J Physiol. 257: G402-408, 1989.
Nagasaky, H., Iriki, M., Inoue, S. y Uchizono, K. The presence of a sleep promotlng material
in the brain of sleep-deprived rats Proc Jp _Agad 50: 241 246, 1974

Nagasaky, H Iriki, M.y Uchizono, V. Inlubatory effect of the brain extracted of sleep depnved
rat (BE-SDR) on the spontaneus dascharges at cryfish abdominal ganghnn Bram Res. 109
202-205, 1976, | | |
Nagasaky, H., Kitahama, K., Valatx. J. y Jbuvet M. Sie'ep promoling:.effect of the sleep-
promoting substance (SPS) and delta sleep-inducmg peptide (DS!P) in the mouse Braln'
Res. 102: 276-260, 1930 | |

Naito, P., Padnav R. yi’ollar E. Physchophysiologrcal changes after prolonged depnvancn -
of sleep. Biol Psychiatl . 3: 300-320, 1971,

[ A4

Nauta H. Hipolhalamnc regulauon uf steep in rats. An prcnmcntal sludy J N@uronhvsaol 9

285- 316, 1946.
ansaon Ch Lmdva!! Axelson, M. y mean Ch. Neuroendocnne regulalow mechamsms in

the ChOlOld plmus~cenebrospnn.zt fluid, Bram Ree Rev 17 108- 138 1992




Nufiez, G, Tufik, S, y Nobrega, . Decleased muscannin saceptor binding v rat brain alter
paradoxical sleep geprivation: an autoradiographic study  £:ain Res. 645 247252, 1994,
Obdl, F. Effects of peptides (D3IP, DSIFP analogues. VIR, GRF and CGK) on steep in the at,
Clirr Neumphammacal., 9. 455-161, 19862

Obai, F., Alfoldi, A, Cady, B., Johansen, L., Sary, G. y Krueger, J. M. Growth hormone-
releasing factor enhances sleep in rats and rabbits. Am J_Physiol., 258 R3t0- 216, 1488
Qbal, F,, Sary, G., Alfoidi. P, y Rubicksek, G. Vasoactive intestinal polypzplide promotes
sleep without effects of brain temperature in rals at night. Neurosci_Lett., 64: 236-240, 19860,
Obal, F., Opp, M., Cady, B, Johansen, L. y Krueger, J.M. Prolactin, Vasoactive intestinal
peptide and peptide histidine methionine elicit selective increases in REM sleep in rabbits.
Brain Res ., 480: 292-300, 1989,

Obal, F., Payne , L. Kacséh, B., Opp, M.R., Kapas, L., Gros&enor, C. y Krueger, J M.
involvement of prolactin in the REM slaep promoting activity of systemic vasnactive intestinal
peplide (VIP). Brain Res., 645: 143-149, 1994, | o
Obata-Tsuto, H.L., Okamura, H., Tsuto, T., Terubayashi, H., Fukui, K., Yanaihara, N., e Ibata,
Y. Dlstnbutlon of the VIP-like Immunoreactivity neurones in the cat cenlral nervous syf;tem
Brain Res, Bull. 10: 653860, 1083,

Ogawa, B. y Kawamura, N. llncrease of multiple unit amivitjf during slow wave‘slge.p in the 'cat :
preoptic area. o - | |
Orr, W.C,, Voge! G.W.,, Stahl, M.L., anﬂths W.J., y Seely. J.R. Steep paltems In growm
honnone dpf‘ctent children and  age- matched controts deveIOpmanta! conslderauons |
Net roendocrinal, 24: 347-362, 1977, |

QOswald, Y. Human prolalns drugs and dreams Natuye. 223 893-897 1989.

. Pacheco-Cano M, Garc:a-H ma‘mdez F : Prospero«Garcla 0.y Dkaef-fioliri R
Vasoactive intestmal polypeptide mduces REM recovery in msommac fonebram IE.:IDIIEG cata, .

Sleep 13: 297-303, 1990,

73



Paul, S. y Said, S. Characterization of receptors for vasoacive intestinal peptide solubilized
from the lung. J Biol Chem. 262: 158-162, 1987.

Pappenheimer, J., Miller, T y Goodrich, C. Sleep promoting effects of cerebrospinal fluid from
sleep deprived goats. Proc Nat Acad Sci. 58: 543-547, 1667.

Pedigo, N. Neurotransmitter receptor plasticity in aglng.r Life Sciencas. 55: 19851991, 1994,
Peters, R., Evans, S., Page, D., Hall, .T.. Gibbs, J., Dieguez, C. y Scanlon. Cholinergic
muscarinic receptor blockade with pirenzepine abolishes slow wave sleep related growth
hormone release in normal aduit males. Clinical Endocringl, 25:213-217, 1988.

Petit. M., Denoray, L. y Jouvet, M. Effects of chronic atropine administration on regional
vasoactive intestinal polypeptide concentrations in rat brain. Eur J Pharnmacol . 212; 79-85,
1992.

Petit, J., Luppl, P., Peyron, Ch., Rampon, C. y Jouvet, M. VIP-like immunoreactive
projections from the dorsal raphe and caudal linear raphe nuclei to the bed aucleus of the
stria ferminalis demonstrated by a double immunohis!ochemical method in the rat, Neurosci
Lelt. 193; 77-80.

Patitjan, F., Buda, C., Janin, M., Sallanon, M. y Jouvet, M. Insomnie par administ_ration de
parachlorophenyalahin_e reversibilite par injection per_ipheriq_ue on centfa!es ds 5
hydroxytryptophane et de serotsnine Sleep. 8: 57-57, 1985.

Pieron, H. Le probleme physiologique du sommeil. Masson, Pans 1913

Porkka- Heiskanen T., Smith S, Talra T., Urban, J., Levine, J Turek, F. yStenberg. D.

.Noradrenemlc activity in rat brain during rapid eye movement sleep depnvation and rebound '

sleep ‘Am J Physlol 288 R1458-83, 1995.

Prospero-Garcia 0., Morales M Arankowsky-Sandoval G.y Drucker-Colln R. Vasoactive,

| ‘Intestinal Polypeptlde (VIP) and Cerebrospmal ﬂuid (CSF) of sleep-depnved cals restores

REM sleep In insomnlac reclpcents gm__a_g 385 189 173, 1986

74



Prospero-Garcia, Q., Jiménaz-Anguiano, Ay Diucker-Colin, R Factores inductores e

suefio”. En: G. Buela y J Navamo (Eds). Avances en la investiqacion del_suefio. Siglo XXi.

Espana. pp: 105-126, 1990.
Prospero-Garcia, O., Jiménez-Anguiano, A. y Drucker-Colin, R, The combination of VIP and

atropine induces REM sleep in cats rendered insomniac by PCPA. Meuropsychopharmacal.,

LAl 0

8: 387-390, 1993a.

Prospero-Garcia, O., Jiménez-Anguiano, A. y Drucker-Colin, R. Chioramphenical prevents
carbachol-induced REM sleep In cats. Neurosci Lett. 154; 168-170, 1993b.

Pujol, F., Mouret, J., Jouve;, M. y Glowinsky, J. Increased turnover of cerebral norephinefrine

during rebound of paradoxical sleep in the rat. Sciepce. 159: 112-114,1969.

Quattrochi, J., Mamelak, A., Madison, R., Macklis, J. y Hobson, A. Mapping neuronal inputs
to REM sleep induction sites with carbachol-fluorecent microspheres, Science 245: 984-986,
1989.

Quik, M., Iversen, L. y Bloom, R. Effect of vasoactive intestinal peptide (VIP) _‘ and other

peptides on cAMP accumulation in rat brain, ﬁiocnem Phghnacoi 2T 2209-2213, 1978.

Radulolovackr M. Pharmacology of the adenosme system En Kales, A (Ed) Pharmacology
of sleep. Springer-Verlag, Berlin.pp: 307 322, 1996.

- Rampin, C., Cespuglio,' R., Chastretle, N. y Jouvet. M. Immbovilization stress I_ndljce's a

~paradoxical rebound in rat. Neuroscl Left. 126: 113-118, 1991.

_'Ranson, S. Somnolence caused by hypothalamus lession in the monkey. a;g[j;_ugil_[g!_

Psychiat. 41: 1-23, 1930,

Retschaffen, A, y Kales, A. A manual of standarized 1erminology technigues and scoring’

- system'for sleep stages of hhrﬁan subjects. Bis/Bri, UCLA, Los Angeles, CA, 1968.

Riou, F., Cespuglio, R. y Jouvet M Endogenaus peptides and sleep i_n' the rat I

' _NL’H.LQQ.Q..Q@S 2. 248-254, 1982

75



Riou, F., Cespuglio, R. y Jouvet, M. Endogenous peptides and sleep in the rat Il. Peptides
without significant effect on the sleep-waking cycle. Neuropeptides: 2: 255-264, 1982.

Riou , F., Cespuglio, R. y Jouvet, M. Endogenous peptides and sleep in the rat Iil. The
hypnogenic properties of vasoactive intestinal polypeplide. Neuropeptides 2: 265-277, 1982.

Roffwarg, H., Muzio, J. y C. Dement. Ontogenetic development of the human sleep dream cycle.
Sclence. 152: 604-619, 1966.

Rojas-Ramirez, J.A. y Drucker-Colin, R. Sleep induced by spinal cord cholinergic stimulation._Int J
Neurosci, 5: 215-221.

Rojas-Ramirez, J.A., Aguilar-Jiménez, E., Posadas-Andrews, A., Bemal-Pedraza, J., y Drucker-
Colin, R. The effects of various protein synthesis inhibilors on the sleep-wake cycle of rat.
Psychphammacol., 53: 147-150, 1977.

Roky, R., Valatx, J L. y Jouvet, M. Effects of prolactin on the sleep-wake cycle in the rat, Neuroscl -
Letl. 156 117-120, 1993.

Said, S. (Ed). Vasoactive Intestinal Polypeptide, Raven, N.Y. 1882.

Sald, S. Vasoadrve Intestinal Polypeptide: Biological role in health and disease. TEM 25 107-112,
1891, |

Said, S. y Mutt, V. Polypeptide with braod biological activity: isolation from small intestine._Sclence

160: 1217-1218, 1970. o
Sald, 8. y Rosenbong, N. Vasoactnve intesunal polypeptide abundant immunoreactivity in neural
ceu lines and nonmal nervouslissue __qn__ .192: 907-908, 1976
Sakai K Some anntomical and physlologica! pnopemes of pontomesencephallc tegmental

_neurons with specaal reference !o the PGO waves and postural atoma duﬂng paradoxlcal sleep In
the cat. En: A. Hobsany B Bmzier(Eds) _mmtlwlarfounat@n rev__m Raven Press, N.Y. pP: |

427-477 1980.
- Sakal, K. Executive mechanisms of paradoxlca! sleep Arch jtal Big 126: 239-257 1988.

. Sastm J.P., Sakai, K. y Jouvet M. Are the gigantocelullar legmental field neurons responsable for

N paradoxlcal sleep?. Bmm Res 229: 147-181, 1981,

76



Sallanon, M., Buda, ., Janin, My Jouvel, M. Rastaration of paradoxical sleep by cerebrospinal
iransier to PCPA pretrealed insomniac cats. Brain Res. 251 127-147, 1982,

Sallanon, M., Buda, C.. Janin, M. y Jouvel, M. Implications of serotonin in sleep mechanisms:
induction, facilitation, En: A. Wauguer., J. Moti., J. Gaillard. y Radulovacki, M. (Eds). Sleep:

Neurotransmitters and neuromodulators. Raven Press. New Yark. pp: 136-159, 1885,

Sallanon, M., Janin, M., Buda, C. y Jouvel, M. Serotaninergic mechanisms and sleep
rebound.Brain Res. 268; 95-104, 1983,

Sallanon, M., Kitahawa, K.., Buda, C., Puymaitin, M., Luppi, P. y Jouvet M. Effects of eleclrolytic
{ession of hypathalamic paraventricular nucleus and its related areas on the sleep wake cycle in the
cat. Arch Ital Bigl. 125: 305-315, 1986.

Sarrieau, A.., Najimi, M., Chigr, F., Kopp, N., Jordan D. y Rostene, W. Localization and
developmental pattem of vasoactive intestinal polypeptide binding sites in the human
hypothalamus. Synapse 17: 128-140, 1994,

Schneider-Helmert, D. DSIP.Clinical application of the programmmg sffect. En: S. lnoue y A
Schnerder-He!mert (Eds). Sleep peptides: Ba51g and Clinical. Tokyo. pp: 175-198 1988
Schoenenberger. FA., Cuenl L.B., Monnier, M. y Hatt, AM. Humoral transmusslon of sleep Vil
Isolahon and Physicochemical characteﬂzatson of the "sleep inducing factor detta Pﬂuggeﬁ Arch,
338: 1- 17 1972,

Schoenenberger, F y Monnler.M Charactenzation of delta-electroencaphalogmm s!eap inducing-
* peptide (DSIP). Proc Nafl Acad Sc. 74: 12621286, 1677,

_Shimatsu A, Kato Y., Katakawi M., Yanaihara, N. y Imura, H Semtonfn' stimulates vas_oactive __
Intestinal polypeptfde from rat hypothalamus in vitro. Brain Res. 264: 148-151, 1983
_Shimatsu A., Kato, Y., Malsushlta N., Katakawi, H,, Yanalhara N.y Imura, H Stimulation hy
serotonin of vasoact:ve mtestmal polypeptide release into rat hypophysial portal blood. E_ﬂ__d__g
111: 338-340 1982

77



Shiromani, P.J., Armstrong. D.M. y Gillin, J.C. Cholinergic neurons frony the dorsolaterai pons
project to the medial pons: A WGA-HRP and choline acelykransferase immunohistochemical
study Neujosci et 85 19-23, 1988 a.

Shireimani, P, Overstreet, D.. Levy, D, Gotdrich, .. Campbell, S. y Gilhn, C. Increased REM

sleep in rals geneticaily bred for cholineigic hyperactivity._Neuropsychiopharmacol. 1: 127-133,
1988 b.

Shouse, M.N. y Siegel, J.M. Pontine regulation of REM sleep companents in cats: integrity of the
pedunculopontine tegmentum (PPT) is imporant for phasic events but unnecessary for atonia
during REM sleep._Brain Res. 571; 50-63, 1992,

Shute, C.D. y Lewis, P.R. Cholinesterase-containing systems of the brain of the rat._Nature 199:
1160-1164, 1963.

Siegel, J. y Gordon, P. Paradoxical sleep deprivatlon in the cat. Science . 148: 978-980, 1965.
Siegel, J. y Rogawski, M. A funclion for REM sleep. regulation of noradrenergic receptor
sensitivity. Brain Res.13: 213-233, 1988.

Siegel, J. y McGihiy, D. Pontine reficutar formation neurons: re!ationship of discharg‘e to motor

" activity. Sclence 196: 676-680, 1977.

Sidneva, N., Babichey, V., Arapetyants, M., Kolomeitseva L, Shva'chkin Y.y Smimava, A. Effect

of the thyrotrophm—releasmg honnone analogue on an electrographic p!cture of sleep Neurosci -
Behay Physlol 18: 282-286, 1988 |

'Sltaram N. y Gillin, C Development and use of pharmacologucal probes of the CNS in man |

evidence of cholinegjc abnormalities in ‘primary affecuve |llness. Biol chhlalu A5: 925.955,

1880 | | L

- Sttaram, N., Wyatt, R., Dawson, S. y Giliin, C. REM sleep mduchon by physoshgmine mfusion

during sleep Science, 191: 1281-1283, 1976

-Smith, C Sleep siales and leamig: A rewew of the animal Inerature Neuro_gg (_)behav Rey 9.
157-168, 1985

78



Spanis, C., Gutierrez, M, y Drucker-Colin, R. Neurchumoral cotrelates of sleep: further biochemical

and physiological characterization of sleep perfusates. Phammacol Biochem Behay, 7: 345-352,

1971,
Staun-Olsen, P., Fahrenkrug, J., Gammelloft, S., Oltesen, B. y Schoushe, A.. Development of
binding of vasoactive intestinal polypeptide (VIP) in mouse cercbral cortex and cultured coitical

neurons. Int J Dev Neurosci. 3: 609-816, 1985a.

Staun-Oisen, P., Otsesen, B., Gammeltoft, S. y Fahrenkrug, J. The regional distribution of
receptors of vasoactive intestingl polypeptide (VIP) in the rat central nervous system. Brain Res .
330; 317-321, 1985b.

Stelger, A., Schiet, T., Colla-Muller, M., Fricboes, R., Galdner, J., Wiedermann, K. y Holsboer, F.
Dose-dependent effects of VIP on sleep EEG and prolactin release in man_J Slesp Res 3: 240-
241, 1994,

Stein, D., Jouvet, M. y Pujol, J. Effects of alfa methyl-p-tirosine upon cerebral amine metabolism
and sleep states in the cat. Brain Res. 72: 360-385, 1979. |

Steriade, M Domich, L.. y Qakson, G. Reticularis !ha!amnc neurons revisited: activity changes
during shifls in states of vigilance. __Ng_r_o_gq 6: 68-81, 1986

'Stedade. M. y Uinds, R. The funclional states of the thalamus and the associated neuronal
* interplay. Physiol Rey, 68: 643-742, 1988. |

Sterniade, M Bmln eledrlcal activity and sensory pmcessmg dunng waking and sleep staies En M. |

Krieger, T. Roth y W. Dement (Eds) ﬂ@ﬂgg_g_ng_mﬁe of sleep mgdacme Saundler, Londres
pp: 3&103 1989.

Steriade, M., Datta, S Pare, D., Oakson, G. y Dossl C. Neumnal adwmes In bam stem nuclei
relatedtotomc adlvatlon processes in thalamooonicai syslems ueu&sg 10 2541-2549 1990
Stenade M. y McCarley, R. Bralnstem control of wakefulness and sleep Plenum. NewYork 1990
‘ Stefman ‘M. y Clemente, C. Forebmln inhibnory mechamsms comcal synchmnlzanon mduced by
basal forebram stimulation. Exp Neumls 301-308, 1962

S ﬁ‘:ax, .
\m B B

M-—-*
[y
gsﬂ-
e il
Ly



Stern, C. y Morgane, J. Effects of alpha-methyltyrosine on REM sleep and brain amine levels in
the cat. Biol Psychiatry 8: 301-306, 1873,

Stem, C., Jolowiec, E., Shabshalowtiz, H. y Morgane, J. Effects of growth homone on sleep-waking
pattems in cats. Hony Behay. 6 :189-198, 1875.

Suttin, €. L. y Jacobowitz D.M. immunocytochemical localization of peptides and other
neurochemicals in the rat laterodorsal tegmental nucleus and adjacent area. J Comp Neurpl. 270:
243-270, 1988.

Szymusiak, R. y McGinty, D. Sleep-related neuronal discharge in the bésar forebrain of cats. Brain
Res. 370 82-92, 1986.

Szymusiak, R. y McGinty, D. Sleep-waking dischrage of basal forebrain proyeccién neurons In
cats. Brain Res.Bull. 22 : 423430, 1989.

Takahashi, Y., Kipnis, D.M. y Danghaday, W.H. Growth hormone secretion during sleep. J_Clin
inyest. 47: 2070-2090, 1968,

Tekahashi, J. y Turek, F. Anisomysin, an inhibitor of protein synthesis, perturbs the pﬁasa of
mammalian circadian pacerﬁaker Brain Res 465' 199-203 1987 :

Taylor, J., Smith, P. y Brook, C. inhibition of physiological gmwth houncne secmﬁon by smopme
Clinical Endocrinol, 22:487-501, 1985.

Tsal, L., Bemman B, Peny. B. y Rechstschaffen, A. Effedsofmmnlc slaepdepﬂvationoncemral
cholinergic receptors in rat brain, Brain Res. 842: 95—103 1994

Tonom, G Pompeiano My Cirelli, Ch. The focus coemleus and immediate-eany genes in
spontaneous an forced wakefulness Braln Res g . 35: 589-508, 1994 |
Usdin, T., Bonner, T. y Mezey, E. Two recep!ors for vasoacllve lmastinal polypepllde wﬂh siml!ar
specificity and complementary distributions. Endocrinol. 1_35.2662-2680. 1994_._ .

Ursin, R, y Steman, M. A manual for s_téndaru sconng of sleep and waking s_iates in the adult cat.
'UCLA. Los Angeles, CA. 1981. | | | |

Ursin, R. Endogenous sfeep factors. Exp, Brain Res., 8: 118-132, 1984,

80



Van den Pol, N. y Powley, A. A fine-grained anatornical analysis of the role of suprachiasmatic
nucleus in circadian rhythms of feeding and drinking. Brain Res. 160: 307-326, 1979,

Behav. 25: 741.744, 1981.

Van Hulzen, H. y Coenen, M. The pendulum technique for paradoxical sleep deprivation in rats.
Physiol Behay. 25: 807-811, 1980.

Vertes, R. Brain stem contro! of the events of REM sleep. Proq Neurobiol. 22: 241-287, 1984,

Velluti, J. y Hemdandez-Peén. Atropine blockade within a cholinergic hypnogenic circuit. Exp Neuro!
8: 20-29, 1963.

Vogel, A., Review of REM sleep deprivation. Arch_Gen Psychialry. 32: 749-761, 1975.

Von Economo, C. Sleep as a problem of localization. J Nerv Ment Dis. 7: 249-259, 1930.

Wahba Z. y Sohman, K. Effects of siress on choline acetyltranferase activity of the brain an-
the adrenal rat. Experientia 48: 265-268, 1992.

Wahl, M., Straub, S. y Ammon, H. Vasoactive intestinal polypeptide-augmented insulin release:
actions on ionic fluxes and electrical activity of mouse islets. Dlabetoloqia. 36: 920-925, 1993. '
Wang, J.. Yar_Sh, L. y Go, L. Studies on the basal and evoked 'release of cholecystokinin and
vasoactive intestinal polypepﬁde from c.at cerebral cortex and penventricular structures. Bram Res.
280: 105-117 1983

| Webster. H. y Jones, B. Neurotoxic Iesioﬁs of the dorsolateral pontom&sgnc;epha_lic tégfnentum-
chollnérgic cell area In the cat. li Effeds upon sleep-waking siates . @Ig’ Re§ 458' 285-302 1988
Wonnacott, S. The paradox of nicotinic acely!cholina receptor upregulation by nicotine. .._LE_. 11
142-146, 1990. | | |
Woolf d, Y Batcher, L.. Cholinermc systems in the rat bram Iv. Descendmg pro;edmns of the 
pontomesencephalic tegmental. Brain Res Bull 23: 519-523, 1983

Yamuy.J Mancillas, R Morales, F. y Chase, M. c-FOS expmssuon In the pons and medulla. of
the cat during t_:arbachol-!nduce active sleep. o Neurosci. 13. 2704-2718, 1993,

81



	Portada
	Índice
	1. Resumen 
	2. Introducción
	3. Artículo Anexo
	4. Discusión
	5. Conclusiones
	6. Bibliografía



