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RESUMEN

Estudios previos han demostrado que ta estimulacion auditiva y/o la
somatosensorial incrementa la duracion de los periodos de sueito MOR en
ratas, gatos y humanos. Con base en estos antecedentes, el objetivo de
este trabajo fue determinar si el estimulo auditivo y el somatosensorial,
eran capaces de producir cambios en el sueiio MOR y el ciclo suerio-
vigilia, dependiendo de diferentes formas de presentacion, combinaciones
o intensidades de los estimulos.

Se realizo el experimento con dos grupos de animales bajo cinco
diferentes condiciones por grupo {n=6 y n=7, utilizando gatos). Cada grupo
tuvo diferentes diseiios de estimulacidn en cuanto a combinaciones e
intensidades, Los resultados de este estudio confinman evidencias
previamente demostradas que la aplicacién de los estimulos auditivo o
somatosensorial incrementan la duracidn de los periodos de sueiio MOR.

Asimismo, los cfectos de la estimulacion auditiva y somatica
aplicados de manera aiterna o simultineca dentro del periodo de sueilo
MOR también incrementa la duracion de dichos periodos, sélo que estos
efectos no parecen ser sumatorios. En contraste, los efectos de aplicar
estos estimulos durante periodos alternos de suedo MOR o ambos
estimulos apllcados simultaneamente con solo la mitad de sus
intensidades a las que se aplican por si solos, mostraron un incremento
todavia mayor en la duracion de los periodos de sueijo MOR. Por otro {ado,
vale la pena remarcar que en todos los diseilos experimentales la
frecuencia de Jos peridgdos de suefio MOR  disminuyeron
significativamente, y esto dié comio resultado que no hubiceran cambios en
el tiempo total de sueiio MOR a lo largo del ciclo. Tampoco hubo cambios
en los otros parametros polisomnogréficos del sueilo. Estos resultados
confirman que Jos mecanismos de mantenimiento y generacién de sueiio
MOR son afectadas por ambas vias scnsoriales, auditiva vy
somatosensorial.



El ser humano, asi como todos los mamiferos y las aves, realizan
uno de los fendmenos mas interesantes de ta biologia que es ol dormir, El
proceso de dormir es uno de los eventos fisioldgicos que mas espacio
tempaoral ocupa en su vida. Ejemplo de esto, es el humano adnlto quién
pasa las dos terceras parles de su vida despierto y una tercera parte
durmiiendo, y en esta ultima, ocurren una gran cantidad de cambios
fisioldgicos en todo el organismo. Asimismo, el sueiio y la vigilia
representan un estado fisivldgico que mantiene una ritmicidad que esta
cantrolada por un sistema homeostatico-intrinseco, que mantiene una
cuota diaria de estos estados.

Aspectos Generales

Hoy en dia, se puede considerar que el ciclo suefo-vigilia se
presenta de una manera homogénea a través de casi todas las especies
de mamifero estudiadas. Gracias al desarrollo tecnolégico iniciado en 1929
por Hans Berger (ver Jouvet y Moruzzi, 1972) se establecid la técnica para
registrar el electroencefalograma (EEG), lo que ha permitido detectar la
actividad eléctrica cerebral de los diferentes estados de alerta. De osta
manera, el dormir pasd de ser una descripcion visual, a un analisis de la
actividad eléctrica cerebral. De esta manera, utilizando el EEG, en 1953,
Aserinskl y Kleitman ‘observaron que los recién nacidos que estaban

durmiendo, movian periddicamente los ojos con rapidez, pero sin abrirlos.



Asociaron esta parte del sueito con un patron de actividad cortical muy
parecido al de la vigilia, lo cual sugeria que el suciio no ¢ra un estado
uniforme y que variaba a lo largo de la noche. En 1959, Jouvet y Michel
describieron esta fase cn el gato y le denominaron sueio MOR
(movimientos oculares rapidos) 6 sueio paraddjico.

El suefio de los mamiferos ha sido clasificado por patrones
polisomnograficos, en sueito de ondas lentas (51.) y sueio de movimientos
aculares rapidos (MOR). En el humano, el sueito lento se divide en cuatro
periodos, |, Il, lil, y IV dependiendo de los patrones especificos del EEG. El
gato es el animal que mas ha sido utilizado en estudios de sueiio, debido a
que es un apimal policiclico, es decir, que presenta varios ciclos de vigilia
y sueito durante el dia. Por lo tanto, [a comunidad cientifica que se ha
dedicado al estudio del suefo, ha estandarizado varios parametros
clectrofisiologicos de las diferentes fases de sueiio en el gato
(Rechtschaffen y  Kales, 1968). Estos parametros son el
Electroencefalograma (EEG), el Electrooculograma (EOG) y el
Electromiograma (EMG). En el gato, también se registran los potenciales
eléctricas llamadas ponto-geniculo-occipitales (PGO) que en general, se
registran en el Cuerpo Geniculado Lateral (CGL). Finalmente, se puede
determinar la fase de sueiio en la que se encuentra el animal, basandose

en sus posturas conductuales.



Las diferentes fases de sueio

Como se puede observar en la Fig. 1., el ciclo sueio-vigilia en el
gato se ha dividido en diferentes fases segun Ursin y Sterman (1981):

v Estado de Vigilia Alerta: Este estado presenta un EEG con ondas de bajo

voltaje (menos de 50 pv) y de alta frecuencia (entre 12 a 16 Hz). £l EMG
muestra alto voltaje, el cual esta asociado con actividad motiiz. £l EQG, se
observa con gran actividad ocular. Durante esta fase se presentan los
potenciales de movimientos aculares (PMO), que se registran en el CGL al
igual que las espigas PGO. Conductualmente, la cabeza del animal se
encuentra tevantada, observandose una dilatacion de la pupila (midriasis),
y las membranas nictitantes retraidas, apareciendo en el registro del
electromiograma una gran actividad muscular, La conducta del animat es
variable porque se puede estar levantando o acostando, dependiendo de
su inquietud.

v Estado de Vigilia_en_Reposo: La frecuencia de la actividad cortical

disminuye entre 4 a 12 Hz, pero el voltaje se mantiene igual. La actividad
del EMG se sostiene pero menor a la de vigilia alerta. Los movimientos
oculares son pocos frecuentes y no se registran PMO. La conducta del
animal se acompaila de ojos parcialmente cerrados, las membranas
nictitantes se relajan (dos a tres mim), las pupilas tienen una dilatacion

aproximada de dos mm, la actividad muscular es todavia notoria, pcro sin

O
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Fig. 1. Tres estados de vigilancia (vigilia, suefio lento y sueiio MOR) son
detectables en el gato por cambios conductuales y electrofisioldgicos. Ver
explicacion en el toxto (tomado de Morrison y cols,, 1983).



movimienlos  bruscos y el ritme cardiaco igual que el respiratorio
disminuye ligeramente.

v Estado de Sueilo Lento 1: La acfividad cortical estd constituida por

husos de sueilo que son breves brotes de actividad eléctrica con una
frecuencia entre 12 a 16 Hz, Se caracteriza por ser un ritnio del EEG, que
incrementa paulatinamente su voltaje (de 100 a 200 pv) para despuds
disminuir hasta desaparccer (Sterman y cols,, 1965). La actividad del EMG
es variable, pero normalmente se registra una aclividad tonica bien
sostenida. No se presenta actividad en el EOG ni en of CGL.
Conductualmente en el transcurso de este estado, el animal recuesta la
caheza progresivamente y toma una posicién tipica de suefio, tendido en
decubito ventral. No hay movimientos corporales y los ojos permanecen
cerrados y la membrana nictitante se relaja tolaimente.

v Estado de Sueiio Lento 2: La actividad cortical ¢s lenta, con ondas de

una frecuencia de 2 Hz o menos y con mayor voitaje que SL1, variando
entre los 150 y 250 pv. El EMG presenta actividad ténica, pero de bajo
voitaje. No hay movimientos oculares y ef CGL empieza a presentar
espigas PGO aisladas o© en rafagas, especialmente cuando se transita a
una fase de suefio MOR., La conducta es semejante a fa def SL1.

v Estado de Suefio MOR: Duranto esta fase de sueilo, ef EEG se parece

mucho al de la vigilia alerta, donde tiene una actividad cortical de

frecuencias mixtas (de 8 a 13 Hz hasta 14 Hz o mds) y bajo voitaje (de 20 a



30 pv). La actividad muscular se caracteriza por una atonia total y el EMG
de los masculos de fa nuca es isoeléctrico. Sin embargo, se presentan
movimientos esporadicos, a los que se les denomina mioclonias (Jouvet,
1962), se observan movimientos de vibrisas y sacudidas de las orejas y las
extremidades. EI EQOG es muy activo, con movimientos oculares rapidos
aislados o en salvas, laterales o verticales mientras que las membranas
nictitantes se encuentran totaimente relajadas. Si la fase de sueiio MOR es
suficientemento larga, los signos cardiorespiratorios se aceleran y la
temperatura corporal baja. También se registra on el CGL una gran
cantidad de espigas PGO, que pueden aparccer aisladas o en rafagas con
frecuencias arriba de los 8 Hz. En general, la duracion media del suefio
MOR en el gato es de 5-6 minutos.

Dependiendo de su distribucion en el tiempo, las caracteristicas
electrofisiolégicas de sueiio MOR se pueden dividir en eventos ténicos y

fasicos:

Desincronizacion del EEG
Ténicos e Atonia Muscular

Elevacion de la temperatura cerehral

Movimientos Oculares
Fasicos > Mioclonias
Aparicion de las espigas PGO

Cambios Respiratorios




Como se menciond anteriormente, ¢l ciclo de sueiio-vigilia en el gato es
policiclico, es decir, el animal despierta y duerme varias veces a lo largo
de las 24 horas. Generalmente, la sucesion temporal de las diferentes

fases de sueio ocurren de la siguiente manera:

Vigilia Alerta - R
N
Vigilia en Reposo
N
SL1

b

Suefio MOR
| s R

tiempo

-~

El ciclo no necesariamente siempre sigue este orden, pero para que
haya sucrio MOR, normalmente existe un periodo de SL2 previo. La
cantidad total de sueiio a lo largo de las 24 horas en el gato es alrededor
de 72.4%, donde SL1 y SL2 ocupan el $2% y el suefio MOR ocupa el 16%
(Sterman y cols., 1965).

Actividad de las Espigas PGO

Ahora, uno de los aspectos fasicos mas conspicuos de estos

parametros electrofisiolégicos, es el fenémeno de las espigas PGO. Estas

espigas se caracterizan por ser ondas monofisicas de gran amplitud.
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Fig. 2. Prosentacion simultdnea de las aspigas PGO en distintas estructuras, Cada
par de registros corresponde a periodos de sueilo MOR en diferentes animales

{tomado de Brooks, 1967).



Fueron observadas por primera vez en ka formacion reticular pontina (FRP)
por Jouvet y Michel (1959). Los autores describieron estos potenciales
monofasicos con una duracién de 100 ms y con una amplitud de 200 a 300
pv. Esta  actividad tiene una densidad de 60 a 70 por min.
Subsecuentemente, esta actividad ecléctrica se registréd en el cuerpo
geniculado lateral (CGL) con las mismas caracteristicas de vollaje que en
la FRP, pero con una duracion de 50 ms { Mikiten y cols., 1961) y también
poco tiempo después se cncontraron en la corteza occipital con una
duracion todavia menor { 20 s ) y con una amplitud de 100 a 500 pv
{Brooks y Bizzi, 1963). Debido a las estructuras anatémicas mencionadas,
se denominaron espigas ponto-geniculo-occipitales (PGO) (Fig. 2). Mas
tarde Jouvet (1972) clasificé a la actividad de los PGO en: espigas
monofésicas, complejos de espigas dobles y rifagas de espigas. También
encontrd que hay una cuota diaria de PGO (aproximadamente 14,000) y que
esta regulada por un mecanismo homeostitico independiente del sueiio
MOR.

También se ha observado que existe una correlacion entre las
espigas PGO y los movimientos oculares. Durante la reaccion de
orientaciéon visual hacia un estimulo durante la vigilia, aparecen
potenciales de movimiento ocular (PMO) en las mismas estructuras donde
se registran espigas PGO durante el suefio MOR. Sin embargo, existen

varias diferencias entre los dos fendémenos. Los PMO tienen una

H



distribucion y una amplitud menor que fas PGOs (Brooks,1969). Asimisino,
fesionando los musculos extraoculares (Jouvet, 1965 citada en: Corsi,
1983) o con la curarizacion (Jeannerod,1965) desaparecen los PM(O sin
afectar 1a actividad de las espigas PGO. A partir de estas evidencias, se¢ ha
propuesto que las espigas PGO estan relacionadas.con algun mecanisno
de integracion oculomotora (Brooks,1967),

Existen muchos trabajos que sugieren cuales son las estructuras y
mecanismos que intervienen en la actividad de las ondas PGO. Hobson
{1965) y cols,, demostraron que una seccidn prepontina dorsal del tallo
cercbral puede suprimir las espigas PGO del CGL. Otro trabajo de Salai
(1985) demostré con técnicas inmunchistoquimicas que el CGL, el
complcjo pulvinar lateral (PUL) y los nucleos intralaminares (CL) mandan
proyecciones a la corteza cerebral que da origen a la aparicién de fos
PGOs en esta area. Estos nuOcleos talamicos (CGL, Pul, CL) reciben
aferencias de la formacién reticular medial (FRM) caudal y de la formacién
-~ reticular pontina (FRP) rostral. Una estructura denominada &rea X,
probablemente LDT/PPT (alrededor del brachium conjunctivum) de la FRM,
junto cen otras -estructuras como el ndcleo parabrachialis lateralis y la
parte rostral del LC alfa, mandan sefiales excitadoras a estas estructuras
talamicas.

Todas estas estructuras del tallo cerebral que juegan un papel en el

desarrolio de la actividad PGO parecen utilizar mecanismos colinérgicos



(Matsuoka,1971);(Sakai, 1985 y 1988). Sin embargo, también reciben
influencias inhihitorias de neuronas serotondrgicas del Rafe Dorsal (Simon
y cols,,1973);(Dement y cols,,1972). Estos autores demostraron que Ia
estimulacion de los nicleos dorsales del rafe, suprimen por completo la
actividad PGO durante el sueito MOR.

Como las espigas PGO preceden cada periodo de saeiio MOR
durante ¢l $1.2, se ha sugerido que la actividad PGO puede estar
relacionada con el inicio y el mantenimiento de esta fase de sueiio
(Dement, 1969). Sin embargo, hay estudios que demuestran que en gatos
recién nacidos no se presentan espigas PGO hasta 15 dias después, aun
cuando tienen altas proporciones de sueflo MOR (Bowe- Anders,1974) y la
estimulacion directa del puente, induce la aparicion de los PGO sin
producir ni prolongar el sueiio MOR (Bizzi,1963). Finalmente, un trabajo
previamente hecho en nuestro laboratorio demostré que ¢l incremento en
ta duracion del sueiio MOR inducida por estimulacién auditiva y con
aplicacién de atropina es independiente del incremento en la densidad de
espigas PGO (Arankowsky-Sandoval y cols.,1986). Estos Ultimos estudios
indican que la espigas PGO probablemente no juegan un papel importante
en el mantenimiento de suefio MOR,

Otros sistemas fisioldgicos involucrados en ¢l ciclo Suefio-Vigilia

Con estos parametros electrofisiolégicos previamente mencionados,

se ha determinado que también existen eambios en algunos otios



sistemas fisioldgicos: uno de los sistemas mas acopladas al ciclo sueno-
vigilia es el sistema de termoregulacion.

Todo maniifero, incluyendo al humano ducime mejor y su suetio s
de mayor duracion cuando descansa dentro de un rango o zona
termoneutral; es decir, el rango de temperatura ambiental adecuado existe
cuando la tasa basal de produccion de calor interno iguala la tasa de calor
irradiado al ambiente., Esto se ha demostrado en gatos (Parmeggiani y
Rabbini, 1970) en ratas (Schimidek,1972) y en humanos (Muzet,1979).
Cuando alguien se sale fuera de su rango termoneutral, a condiciones e
frio o calor estresante, aunque sea poco, 1a calidad y la cantidad de sueio
se modifica, Por ejemplo, en humanos hay una disminucién en las fases 3
y 4 de SLy del sueio MOR cuando ducrmen a temperatura ambiental alta
(Schmidt-Kessen,1973) o baja  (Buget1979) en relacion a la
termoneutralidad (Haskell,1981). Estos datos apoyan la importancia de la
termoregulacion en el ciclo sueito-vigilia.

También se sabe que la temperatura intrinseca del cuerpo cambia
conforme se transita por las diferentes fases de sueiio. Por ejemplo, la
temperatura corporal disminuye paulatinamente durante SL. Este evento
puede resultar de uno de dos procesos. Cuando la temperatura ambiental
es baja o neutral el SL. se asocia con un proceso de vasodilatacién y hay
consecuenternente una disminucion en la temperatura rectal, En cambio,

cuando la temperatura ambiental es alta, se disparan los mecanismos para



la sudoracidn lo que facilita la caida de la temperatura (Parmeggiani, 1980).
En contraste, durante el suciio MOR, fa temperatura corporal baja aun mas
que en el Sl., pero un dato interesante es que la temperatura cerebral se
eleva (Kawamura y Sawyer,1964). Parmeggiani y Rabini (1967) demostraron
que el sistema de termoregulacién no funciona durante el sueiio MOR. Se
ha visto que durante el suefo MOR se pierde la capacidad de
vasodilatacion y sudoracién en ambientes calurosos. Asimismio, en
ambientes frios, no existe produccion de calor ni se producen escalofrios
(Parmeggiani,1977).

Otro sistema fisiolégico que se encuentra enlazado con ol ciclo
suefio-vigilia es la actividad hormonal. Se ha visto que la secrecion de la
hormona de crecimiento se libera con {a aparicién de SL en humanos
(Sassin,1969). El aumento en la liberacién de hormona de crecimiento
siempre parece iniciarse durante las primeras 2 horas de suefio sin
importar la hora del dia (Viggneri y D'Agata,1971). También se ha
encontrado que la secrecion de cortlsol y de hormona estimulante de la
tiroides disminuye cuando aparece el SL igual que el suefio MOR
(Weitzman,1976). En camblo, la testosterona y la hormona luteinizante
muestran’ un  aumento en su liberacion durante el sueiio MOR,
particularmente en adultos. Durante la pubertad, la honnona luteinizante no
presenta un aumento de liberacidn relacionado con los periodos de susilo

(Boyar,1972).



Estas hormonas presentan una relacion entre su liberacion maxima y
la aparicion y terminacion de un periodo de sueio. Sin embargo, los
patrones circadicos de cada una de estas hormonas son diferentes
(Parker,1980). Hoy en dia, se piensa que el ciclo sueio-vigilia es un
proceso que mantiene el cicto circadico hormonal, porque se ha visto que
la privacion de sueio causa un desfasamiento en tos ritmos clrcadicos de
las hormonas previamente mencionadas.

El control respiratorio es otro sistema fisioldgico que presenta
cambios durante el ciclo suefio-vigilia. Se encuentran cambios pequeiios
en el mecanismo de ta respiracln durante ef SL., como es ¢l incremento en
la presion parciat de CO; y la disminucion en la respuesta de ventilacion al
CO,, Esto es el resultado de upa disminucion en fa excitabilldad de los
centros nerviosos respiratorios, y consecuentemente hay una disminucidn
en la frecuencia reespiratoria (Phillipson,1977). Se registran cambios mas
bruscos del control respiratorio durante el sueito MOR. Ademds, dichos
cambios estdn asoclados con otros eventos fasicos de esta fase, Por
ejemplo, la sensibilidad al CO, se pierde durante los periodos de sueiio
MOR, especialmente en conjunto con otros eventos fasicos (Sullivan,1979).
En contraste, la respuesta al CO, durante sueilo MOR en momentos
ténicos sc mantiene (Phillipson,1978). Este conjunto de cambios
demuestran un aumento en la frecuencia respiratoria pero con muchas

trregularidades.



Adicionalimente, se alteran la frecuencia cardiaca y la presion arterial
durante el ciclo  sueiowigilia. Durante el S disminuya  ambas
(Jouvet,1962), pero durante ef suetio MOR, la frecuencia cardiaca se vuelve
muy irregular con tendencia a aumentar al principio y fin de cada periodo
{Gassel,1964). En cambio, Ia presion arterial disminuye y se vuclive muy
irregular durante este periodo de sueiio.

Hasta ahora, se han citado varios trabajos c¢lasicos que describen
las diferenles fases de sueilo. Pero desde los principios del siglo, también
se ha tratado de explicar los mecanisinos y la funcion del sueiio.

Von Economo (1930) fue uno de los primeros investigadores en
proponer correlatos neuroanatomicos y del sueiio, Este investigador
estudié a algunos pacientes con encefalitis y con insomnio y observé que
dicho insomnio era consecuencia de ciertas lesiones del hipotalamo
anterior y del drea predptica. Asimismo, observd que otros pacientes que
tenfan lesiones del hipotdlamo posterior y del tegmento mesencefalico
prosentaban hipersomnia. Subsecuentes trabajos hechos en monos
(Ranson,1939) y en ratas (Nauta,1946) en donde se hicieron lesiones en las
mismas areas previamente mencionados corroboraron los resultados de
Von Economo. Con base en estos estudios, se propuso una teoria que
postuld la existencia de un centro del sueilo que es capaz de inhibir al

centro de |a vigilia.

1)



Por el otro lado, diferentes investigadores utilizaron olras técnicas
.que generaron mas informacion acerca de ta neuroanatomia funcional del
sueno. Por cjemplo, en los experimentos de Bremer (1935 y 1974) la
preparacion del encéfalo aislade {en donde se separa el encétalo a nivel
del bulbo raquideo y de la médula espinal) demostrd que la alternancia se
conserva entre fa vigitia y el SL. Sin embargo, con la preparacion del
cerebro aislado (en {a que el cerebro es seccionado a nivel intercoficutar),
Bremer demostrd una sincronizacion permanente del EEG junto con una
abolicién total del ciclo sueflo-vigilia. Estos trabajos sugerian que habia
una infiluencia importante do las vias sensoriales que ayudaban a mantener
al cerebro despierto. Con base en estos experimentos, se penso que el
sueito era un fendmeno pasivo, consecuencia de una disminucion en la
actividad del sisteina reticuiar activador. Sin embargo, esta teoria solo
explicaba una parte del probiema de los mecanismos neuronales
encargados de producir el suefio.

Asimismo, los estudios de Moruzzi y Magoun (1949) trataron de
encontrar las estructuras del tallo cerebral que mantenian a la vigilia. La
estimulacion de las &reas bulbar y pontina de la formacion reticular, asi
como el hipotdiamo dorsal y el subtdlamo pravocaban la desincronizacion
del EEG. Estos resultados aportaban la idea de un sistema reticular

activador ascendente, que era el responsable de mantener a la vigiiia.



Algunos experimentos apoyaban la influencia activa de estructuras
cercbrales hipnogénicas. Hess en 1944 (citado en Jouvet y Moruzzi, 1972),
estimuld la masa intermedia del talamo induciendo sueio en gatos.
Asimismo, Monnier (1950) indujo la sincronizacion del EEG con
estimulacion eléctrica de baja frecuencia en los nucleos intralaminares del
talamo. Algunos aios después, Sterman y Clemente en 1962, con
estimulacion eléctrica en la region predptica lateral y la banda de Broca del
gato, inducian la sincronizacion del EEG. Asimismo, Hernandez-Pedn y
Chavez (1963) estimulando el &rea predptica con microcristales de
acetilcolina, confirmaron los trabajos de Sterman y Clemente.

Una de las teorlas mas reconocidas e innovadoras que aporld el
gran salto a nuevos caminos de estudios sobre los mecanismos del sueiio
fue la teoria monoaminédrgica de Jouvet (1969 y 1972). Esta teoria propuso
la interaccion de ciertos estructuras del tallo cerebral, en la generacién y
modulacién de fas diferentes fases que integran al ciclo sueno-vigilia. De
acuerdo con esta teoria, el SL es iniciado por los nicleos dorsales del rafe
que contienen ncuronas que liberan serotonina. Segun el autor, la
liberacién de serotonina y la activacion de los receptores postsinapticos
de dicho neurotransimisor son los responsables de la sincronizacion
cortical y de los aspectos conductuales del Sl.. Asimismo, las neuronas
serotondrgicas del rate caudal fucron propuestas como las responsables

det inicio del suefio MOR, La teoria ademdas decia que una vez iniciado el



suefio MOR, el mantenimiento de esta fase requeria de catecolaminas. Se
propuso que los nucleos responsables de los mecanismos gjecutivos del
sueio MOR eran el complejo det locus coeruleus (nacteo locus coeruleus,
subcoeruleus y ntcleo  parabrachialis  medialis) que contenjan
noreprinefrina, y ¢l tercio caudai del locus coeruleus era responsable de |a
atonia muscular propia del suefio MOR. Por otra parte, este autor propuso
que la vigilia y la desincronizacidn cortical eran dependientes de neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus anterior, dopaminérgicas de la
formacidn reticular medial y colinérgicas de la corteza.

Otra de las teorias que dio lugar a una gran variedad de estudios
sobre los mecanismos del sueilo, fue la que involucrd mecanismos
colinérgicos en la produccion del sueito. Esta teoria se origind a partir de
los estudios de Hernandez-Pedn y cols., (1963) previamente mencionados.
En estos estudios observaron que la aplicacién de cristales de acetilcolina
en varios lugares del sistema limbico y del tegmento mesencefalico
producian SL. Asimismo, este efecto se podia bloquear con atropina
(Velluti y Hernandez-Peon,1963).

También se ha propuesto fa interaccidon de los mecanismos
colinérgicos en la generacion del suefio MOR. Jouvet (1962) demostrd que
la administracion sistémica de atropina en el gato podla suprimir el suefio
MOR. Asimismo, trabajos mas recientes han demostrado que la

estimulacion colinérgica de la formacion reticular, produce un estado



parecido al sueiio MOR (Silberman, 1980). Microinyecciones de carbacol en
el campo tegmental giganto-celutar (FTG) producen una conducta de
sueiio en el gato, con signos polisomnograficos tipicos del sueiio MOR.
Ademas, la aplicacion de neostigming, un inhibidor de la
acctilcolinesterasy, incrementa la duracion, frecuencia y porcentaje do
sueiio MOR y este efecto puede ser bloqueado con atropina (Baghdoyan,
1984). Con base en este trabajo, s¢ propuso que el FTG podia ser un sitio
responsable de la generacion y mantenimiento del sueiio MOR, atn cuando
no contiene cuerpos celulares colinérgicos. Sin embargo, Drucker-Colin y
cols., (1983) demostraron que lesiones del FTG con &cido kainico no
impide 1a generacion del sueiio MOR. Esto sugirié que las neuronas del
FTG podrian ser importantes pero no son indispensables para producir el
sueiio MOR.

Otras dreas del tallo cqrebral que contienen componentes
colinérgicos son parte del sistema reticular activador ascendente y residen
en el nacleo pontino oral y el tegmento mesencefalico (Moruzzi y Magoun,
1949). Se ha mostrado que estos grupos neuronales son criticos en la
generacion y el mantenimiento del ciclo sueio-vigilia y de ta activacion del
EEG (Moruzzi, 1972). Particularmente, las &reas del nicleo peddnculo
pontino tegmental (PPT) y el nucleo lateral dorsal tegmental (LDT) (Jones y
Beaudet, 1987) que contienen neuronas colinérgicas, forman la mayor

parte de las células colinérgicas del tegmento pontino (Shiromani, 1988).
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Esto forma parte de la via colinérgica ascendente de Shute y Lewis, que
enerva ¢l talamo, el hipocampo, el hipotalamo y a corteza cingular (Wilson,
1985).

Se ha sugerido que las eferencias colinérgicas del PPT y LDT
preparan a las neuronas colinoceptivas de la formacion reticular pontina
medial (mPRF) (Shiromani, 1988) y por lo tanto, apoyan los trabajos donde
la aplicacidn del carbacol, la neostigmina y otros agonistas colinérgicos en
el mPRF inducen sueiio MOR. Mas recientemente, Steriade y cols., (1990)
reportaron un incremento en la actividad unicelular dentro del LDT y el PPT
poco antes y durante el sueiio MOR. Asimismo, lesiones del PPT y el LDT
disminuyen significativamente ¢l total de suerio MOR y los eventos fasicos
de esta fase (Webster y Jones, 1988). Todos estos trabajos dan apoyo
anatomico y farmacolégico a la hipdtesis de que los mecanismos
colinérgicos inician y mantienen el sueilo MOR.

Suerio y Estimulacion Sensorial

Como previamente se ha mencionado, algunas estructuras que
participan en los mecanismos del suefto pueden ser moduladas por -
factores externos, En 1944, Hess fue uno de los primeros investligadores
en demostrar que la estimulacion de ciertas estructuras usando bajas
frecuencias y bajos vollajes, podian producir una conducta parecida al

suefio, Este autor estimuld la masa intermedia del tdlamo, el hipotalamo



anterior lateral, las &reas hipotaldmicas supradpticas y preopticas y
provocd sueiio en gatos,

Por otro lado, ¢l suefo MOR tambiéh se ha inducido por
estimulacion eléctrica de la formacion reticular mesencefalica y pontina.
Los periodos de sueilo MOR iniciados por dicha estimulacion fueron muy
parecldos a los periodos de suefio MOR espontineos (Jouvet, 1960, Rossi,
1961). Asimismo, Monti (1970) demostré que la estimulacidon do la
formacién reticular pontina induce un incremento en el ntimero de
periodos de sueilo MOR y un incremento en el tiempo total de esta fase.

Por otra parte, se han realizado estudios que examinaron fa actividad
de las vlas sensoriales a través del ciclo sueiio-vigilia y se vio que se
pueden obtener respuestas de algunos nticleos que forman parte de las
vias de relevo de la informacion sensorial. Experimentos prevlos usando
potenciales provocados han sugerido que los componentes tempranos de
la respuesta a la estimulacién auditiva, estdn relacionados con la
Intensidad del estimulo durante las diferentes fases del ciclo suefio-vigllia.
Winters y cols., (1967) demostraron esta refacion, donde para cualquier
intensidad, las respuestas fueron mayores durante la vigilia, de menor
aniplitud durante el 8L y atin menor durante el suefio MOR.

Sin embargo, aunque las respuestas al estimulo disminuyen en el SL
y el suefio MOR, la Inforthacion sensorial tiene acceso a la corteza auditlva

primaria y al nicleo coclear ya que estos nicleos responden y se activan
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durante dicha estimulacion (Huttenlocher, 1960). Otras estructuras que
intervienen en el mecanismo del suefio como las del rafe dorsal, también
son capaces de responder a estimulos auditivos y visuales durante el Sl y
el suefio MOR, sin presentar habituacién (Heym, 1982), Sin embargo, las
neuronas del locus coeruleus (Aston-Jones, 1981) y de la substancia nigra
(Steinfels, 1983) no responden a estimulos auditivos, somatosensoriales y
visuales ¢ sﬁs respuestas se encuentran atenuadas,

Con respecto al sistema somatosensorial, también hay estudios
usando potenciales provocados durante el sueiio. Sin embargo, existe un
comportamiento opuesto al del sistema auditivo. Por ejemplo, los trabajos
de Howe y Sterman (1973) mostraron que la respuesta primaria de la
corteza somatosensorial se¢ incrementd cuando el sujeto transité de la
vigilia al suefio lento y la respuesta fue de mayor intensidad durante el
suciio MOR. Ademds, la dcaferentacidn somatosensorial en el gato
produce un incremento en la vigilia y una disminucién en el SL y el sueiio
MOR. Estos trabajos sugieren que ¢l sistema somatosensorial participa en
el procaesamiento de informacion sensorial durante el suefio,

También hay eovidencias que sugieren que los cambios en la
actividad dentro de las estructuras que forman parte de las vias
sensoriales, pueden ser parte del procesamiento sensoriai durante el
sueiio. Roitback (1960) encontrd que la estimulacidn con bajas frecuenclas

de la piel do perros y gatos produce somnolencla y sincronizacién del
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EEG. Ademas, Pompeiano y Swet (1962) demostraron que este tipo de
estimnlacion se Heva o cabo por fas fibras denominadas culdneas deol
grupo Iy que fa sincronizacion electrosncefalografica no se debia a la
estimulacion de los musculos adyacentes. Asimisino, se ha demostrado
que se produce sincronizacion corical por la estimulacion de fibras
alerentes vagales (Bonvallet y Sigg, 1958) y de la region del nicleo del
tracto solitario (Magnes y cols., 1961) en el gato. También la estimulacion
visual produce sincronizacion cortical en gates (Arduini y Hirao, 1960) y en
humanos (Gastaut y Bert, 1961, citado en Jouvet y Moruzzi, 1972}

L.a estimulacidn sensorial puede modificar diferentes pardmetros del
suefio. Puizillout y cols., (1976} encontraron que la estimulacion del netvio
vago-adrtico podia modificar tanto la duracién como la frecuencia de los
periodos de sueiio MOR. Al utilizar ¢l disefio experimental de estimulacion
por horas alternas, observaron un aumento en la frecuencia y una
disminucién en la duracién de los periodos de sueiio MOR. Este estudio
sugiere que el patrén de estimulacion afectaba el mecanismo de disparo
de sueiio MOR. Por otro lado, en oftro diseiio experimental si se estimulaba
so6lo durante fos periodos de suefio MOR, se encontraba un aumento en la
duracién, pero una disminucion en la frecuencia de los periodas de esta
fase. Ademas, no“hubo cambios en e tiempo total de suefio MOR para fos
dos diseiios experimentales. Esto implica un carnbio en fos mecanismos

de mantenimiento del suefio MOR. Otro trabajo que aporta estas ideas,
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Fig. 3. Histogramas de frecuencia de espigas PGO durante 8 periodos de suefio
MOR con estimuiacion auditiva y 8 periodos sin estimular, Cada barra representa
el numero de espigas PGO por segundo. El tridngulo indica la iniciacién del MOR.
Obsérvese el incremento en la densidad de PGOs y el evidente aumento en la
duracién del sueito MOR (tomado de Drucker-Colin y cols., 1983).
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el nimero do espigas PGO por sequndo. El trifngulo indica fa iniciacién del MOR.
Obsérvese el incremento en fa densidad de PGOs y el evidente aumento en fa
duracién del sueiio MOR (tomado de Drucker-Colin y cols., 1983).



(Arankowsky-Sandoval y cols., 1992) demostrd que fa estimulacion auditiva
aplicada a ratas vicjas con intervalos fijos de 10 min con estimulacion y 15
min sin estimdacion, inducia un incremaito en la frecuencia de los
periodos de sueno MOR.

En nuestro faboratorio se ha sequido la linea de investigacion de la
estimulacion auditiva y somatosensorial y sus efectos en el sueiio MOR.
Con base cn los experimentos de Bowker y Morrison (1976) que
demosimron que se podian evocar espigas PGO a partir de estimulos
tactiles o auditivos, Drucker Colin y sus colaboradores, han realizado
varios experimentos que han delerminando los efectos de la estimulacion
sensorial sobre los pardmetros de sueilo MOR vy la actividad PGO. En los
primeras experimentos se encontrd que un estimulo auditivo de 90 dB y 20
Hz, aplicado cada 20 seg durante la fase de SL con presencia de espigas
PGO y a lo largo de sueiio MOR, podia aumentar la duracion de estos
periodos en un 60% y ademdas aumentar la densidad de los PGOs un 40%
(Drucker Colin y cols., 1983) (Fig. 3). Este efecto de incremento en ia
duracion de los periodos de sueiio MOR tamhién se ha replicado en ratas
(Merchant-Nancy y cols., 1992) y en humanos (Mouze-Amady y cols., 1986 y
Salin-Pascual y cols., 1991). Estos resultados sugerfan que posiblemente
habia una relacién entre los mecanismos de mantenimiento de sueio MOR
y los mecanismos de actividad PGO. Sin embargo, trabajos subsecuentes

en; este laboratorio demostraron que ambos mecanismos resultaban ser
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PGO. También se observa que el estimulo produce un artefacto en et EMG, sin que cambie la actividad muscular {tomado
de Arankowsky-Sandoval y cols., 1989).



independientes. En una serie de estudios en Jos que se administro atropina
(un antagonista de acetifcolina) a los gatos que iban a ser estimulados
auditivamente, se encontré que el estimufo auditivo revierte [a disminucion
de los periodos de suefio MOR inducida por atropina, pero fa densidad de
espigas PGO siguio igualmente disminuida (Arankowsky-Sandovai y cols.,
1986).

Asimismo, este laboratorio ha aplicado  estimulacion
somatosensorial en la piel de la nuca de gatos (3 a 5 mA, con duracion de §
ms, cada 20s) durante el sueito MOR y también se encontrdé un anmento et
la duracién de los periodos de suefio MOR y en la densidad de espigas
PGQO (Fig. 4). Como este efecto de la estimulacion somatosensorial es nmuy
parecido al de la estimulacion auditiva, se¢ ha sugerido un posihle
mecanismo de regulacién comin, que recibe aferencias de los dos
sistemas sensoriales y que afecta los mecanismos de sueilo MOR
(Arankowsky-Sandoval y cols., 1987).

Por otro lado, se ha demostrado que fa estimulacidon quimica
(Baghdoyan y cols,, 1984) y eléctrica (Monti, 1970) de la formacidn reticutar
pontina (FRP) provoca un incremento en el suefio MOR y estas estructuras
reciben una gran cantidad de aferencias de la via auditiva y
somatosensorial. Considerando esta informacion, en nuestro laboratorio
se hicieron lesiones del FTG con &cido kainico, una estructura focalizada

en ¢l FRP. con este procedimiento se demosiré que dichas lesiones no
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provocan ningun cambio en los patrones de sueiio MOR. Sin embargo,
fueron capaces de prevenir el aumento en la duracion de los periodos de
sueiio MOR y en la densidad de espigas PGO inducidas por el estimulo
auditivo. Esto indicd que ¢l efecto de la estimulacion auditiva pudiera estar
mediado por el FTG (Arankowsky-Sandoval y cols., 1989). Asimismo,
Drucker Colin y cols., (1988) demostraron que ta estimulacion audifiva
aumenta (40%) la frecuencia de disparo (27%) de las neuronas del FTG.
Esto sugiere que el aumento de la excitabilidad del FTG, es el que produce
el efecto de aumento en la duracion de sueio MOR,

Con bhase en los trabajos anteriores, Drucker Colin (1389) propuso
ue para que se presente el sueilo MOR, es necesario cierto umbral de
excitabilidad neuronal en los nticleos del tallo cerebral., Ademas, trabajos
previos han demostrado que hay un aumento ¢n la frecuencia de disparo
de neuronas de la FRP (Siegel y McGinty, 1977; Hobson y McCarley, 1974),
de la formacion reticular bulbar {Steriade y cols., 1986) y de la formacion
reticular mesencefalica (Huttenlocker, 1961; Vertes, 1984) durante el susito
MOR. Recientemente, Merchant-Nancy y cols., (1992 y 1995) encontraron
-un incremento en la expresion de c-fos asociada a la estimulacion auditiva,
en varias estructuras que se piensa estan involucradas en los mecanismos
de suefo MOR. Todos estos trabajos sustentan la hipdtesis de

excitabilidad neuronal.
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Como se ha mencionado, la estimulacion sensorial puede inducir
diferentes efectos en el sueno, particularmente el sueiio MOR, Con base en
los trabajos ya realizados, se piensa que el efecto modulador que se ha
ohscervado en ¢l sueino depende de las caracteristicas del estimulo, la via
sensorial, y la fase de sueiio en donde se aplica ¢l estimulo. Este trabajo
tiene la finalidad de describir 1a influencia de la estimulacion sensorial, sea
auditiva o somatosensorial sobre el suefo, con varios modos de
presentacion, combinaciones ¢ intensidades y ver si ocurren efectos
sinergisticos sobre la duracion del sueiio MOR y determinar potenciales

modificaciones sobre el ciclo suefio-vigilia.
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SUMMARY

Previous experiments  have demonstrated that auditory (AS) andlor
somatosensory (SS) stimulation can increase the duration of REM sleep periods
in rats, cats and humans. The objective of this study was to determine the
optimatl effects on sleep with different forms ol presentation, combinations and
intensities of these stimuli,

Three experimental designs were used in this study, In experiment 1,
animals underwent different stimuli paradigms of AS and SS combinations and
intensities. In experiment 2, they were recorded for four consecutive days with
AS, followed by a post-stimulus session. In experiment 3, animals were recorded
during one AS session followed by two continiuous post-stimulus days.

The results of all experiments confirm previous findings showing that
auditory or somatosensory stimuli significantly increase REM sleep period
duration. In addition, both AS and SS applied with different presentations and
intensities during REM and throughout the sleep-wake cycle, are capable of
increasing REM duration regardless of the manner in which they are presented.
However, the effect of the stimuli are not additive. It is worth noting that although
REM duration increased, REM period frequency decreased resulting in no net
change of total REM sleep through time. Furthermore, no changes were observed
in other sleep-wake variables. These experiments clearly demonstrate that
repeated auditory stimulation does not cause habituation and there are no
evident side effects on the sleep-wake cycle. These results confirm that the
mechanisms involved in REM generation and maintenance can he modulated by
sensary modalities.

Key words: REM Sleep; Sensory Stimulation; Auditory Stimulation;

Somatic Stimulation.
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INTRODUCTION
Previous studies have shown that rapid eye movement (REM) sleep can he
requlated by different sensory modalities. Auditory stimulation (AS) has been

shown to enhance REM sleep duration in rats®, cats', and humans™*

. Similarly,
somatosensory stimulation (SS) has also been shown to increase REM sleep
duration in cats’. This increase in REM duration is unaffected by cholinergic
blockage and is independent from the enhancement in PGO spike density which
occurs paraliel to this REM increase’, suggesting little involvement of cholinergic
systems in the effects of sensory stimulation on REM sleep. On the other hand,
kainic acid lesions of the pontine reticular formation (PRF) cells prevents the REM
sleep period increase due to AS, without affecting the normal duration of REM
sleep’. Since REM sleep increase induced by AS Is associated with an increase in
hoth single unit activity frequency of PRF cells’® and c-fos expression in several

%17 it has been suggested that the increment in

REM-on brain stem structures
REM sleep by AS is related to an enhancement of the excitability of a widespread
neuronal network In the brain stem.

The application of AS during REM sleep rebound after 24 and 48 hrs of
steep deprivation induces a synergistic increase in REM sleep. However, after 96
and 102 hrs of sleep deprivation a ceiling effect was observed®. Other studies
have shown that vago-aottic stimulation in cats, using a fixed paradigm

alternating 1h with and 1h without stimulation throughout the sleep-wake cycle

Increased REM sleep frequency™.  In addition, auditory stimuli applied to old rats
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at fixed intervals of 10 min on and 15 min off' did the same. These studies
suggest that sensory stimulation has a modulatory effect upon the duration as
well as the frequency of REM sleep. The purpose of this study, was to determine
the cffects of sensory stimulation on REM sleep, through various modes, intervals
and combinations of presentation.
MATERIALS AND METHODS
28 cats of either sex, weighing between 2.5-3.5 kg were used for this study.
Under pen(obarbital anesthesia (35 mg/ kg), all animals were stereotaxically
implanted for conventional sleep recordings with screw electrodes placed in the
parietal bone for EEG, screw electrodes placed in the external canthus of the eye
for recording EOG, electrodes implanted in the neck muscles  for EMG, and
tripolar electrodes implanted in the lateral geniculate nucleus for recording PGO
spike activity. In addition, those animals which were programmed to receive
sematosensory stimulation were implanted with silver wire rings in the necks’
skin. After 1 woek recovery, the animals were placed inside a cage within a sound-
“attenuated room and ailowed to habituale to their new surroundings for
subsequent recordings of the sleep-wake cycle through a Grass Model 79D
polygraph. Auditory stimutation (AS) was delivered through a stimulator designed
in our laboratory. The AS was a 20 s duration, 90 dB or 45 dB, 2 kHz beep, every
20 s, applied at the beginning and throughout every REM period. Somatic
stimulation ($S) was delivered by a Grass S88 stimulator through a constant

current unit with an intensity which varied betwoen 3 to 5 mA depending on the



animal's threshold. Its duration was 5 ms and applied every 20 s at the beginning
and throughout every REM period. Three separate experiments were conducted
as foliows:
Experiment 1

The animals were divided into two groups and all animals were recorded for
8 consecutive hours (10:00-18:00 hs) . Group 1 {n = 6} was subjected to the
following five situations: Day 1, Control recording (CONT), Day 2, mcording with
90 dB auditory stimulus {AS), Day 3, recording wilh somatic stimulus (SS) at
maximum threshold, Day 4, recording with AS and SS being alternated (ALT)
every 20 s within the same REM period, and Day 5, recording with AS and SS
applied simultaneously (SIM) every 20 s during each REM period. In Group 2 (n =
7), the animals were subjected ta the following five conditions: Day 1, Control
recording (CONT), Day 2, recording using the AS stimulus with the above
mentioned characteristics at 45 dB (ASY:), Day 3, recording using the SS stimulus
at half its mA value as mentioned above (55%), Day 4, recording with AS and 58
applied alternately every other REM period (ALT 2), and Day 5, recording with AS
and SS applied simultancously at half their values (SIM%) every 20 s during each
REM period.
Experiment 2

The animals were recorded under the foliowing conditions (n=4): Day 1,
Control recording (CONT) for 24 hirs (10:00 - 10:00), Days 2-5, recording with AS

(80 dB) stimuius presented for 4 consecutive days (AS-1/ AS-2/ AS-3/ AS-4), 8 hrs



cach day (10:00-18:00) during every REM period observed, and Day 6, tollow-up
recording without stimulus (Post S) for 24 hrs (18:00-18:00).

The animals were recorded under the following conditions (n=11): Day 1,
Conltrot recording (CONT) for 24 howrs (10:00 - 10:00) with the subsequent day at
rest. Day 3, recording with AS (90 dB) stimulus as mentioned above for 8 hours
(10:00-18:00), Day 4, recording was continued for 24 hirs (18:00 - 18:00) without
stimulus (Post $1), and Day 5, recording without stimulus (Post 52) for 8 hours
(10:00-18:00), 40 hrs after the end of the AS session.

All experiments were analyzed using a one-way ANOVA and a Duncan’s test
to determine significant differences belween groups {(p < 0.05).

RESULTS
The results of Experiment 1 show significant increases in REM period duration for
all modes of presentation with respect to Control (p < 0.05). (Fig. 1 and Table 1)
Furthermore, the mean frequency of REM periods is also significantly decreased
for all the conditions, while the total percent of REM sleep does not change (Table
1). In addition, the increase in ALT 2 and SIMY: in group 2 is further significantly
increased with respect to ALT and SIM in group 1 as demonstrated in Table 1 (p <
0.05), PGO spike activity also Increased ( p < 0.05) in ail experimental conditions
with respect to control as previously reported with AS and S$ stimulation™"® (data
not shiown). All other sleep variables show no changes and are unaffected by the

sensory stimulation conditions used in this experiment,



In Experiment 2, the results show significant increases in REM duration for
all 4 consecutive days of stimulation whare the mean (in secs.) was AS-1 (447.0 &
28.5), AS-2 (486.4 £ 36.9), AS-3 (491.9 + 33.9), and AS-4 (472.6 = 31.5)(* p < 0.05) as
compared to Control (266.5 + 26.4) and Post § (224.2 £ 10.4) (Fig. 2). There were
no significant differences in any of the following REM sleep parameters: total
REM slecp, mean REM percont and inean REM period frequency, except for Post §
day (21.3 £ 1.0) where the mean REM period frequency was significantly increasnd
with respect to control (14.4 £ 2.0) and stimulation days AS-1 thru AS-4 (12,0 &
3.0, 11.2 £ 2.0, 11.8 £ 2.0, 10.8 £ 4.0) (* p < 0.05). All other sleep-wake variables

show no differences in this stimulus paradigm as well.

The results for Experiment 3 show no differences in a similar vein except in
REM period duration for the stimulated day where the mean (in seconds) was
463.6 £ 18.6 (p < 0.05) as compared to control (292.7 + 15.5) and Post 51 (256.4 &
24.1) and Post S2 {299.3 1+ 18.8). All other variables of sleep-wake architecture

remained unaffected by the stimulus paradigm used here (results not shown).



DISCUSSION

The results of this study indicate that sensory stimuli whether auditory ov
somaltic, applied in several different ways throughout REM sleep increase REM
period duration, regardioss of the way the stimuli are presented. This is the first
study which shows that the only parameter mainly affected by all the
manipulations is REM period duration.

The results of this study confinn previous findings™™""  where the
application of an auditory or a somatic stimulus increases mean REM period
duration. The effects of applying both auditory and somatic stimuli by aitemating
them within the same REM period (ALT) as well as applying both stimuli
simultanecously (SIM) also demonstrate a significant increase in mean REM
duration, though these effects do not appear to be synergistic (Fig. 1). In addition,
the effects of alternating both stimuli every other REM (ALT 2) and both stimuli at
half their given values applied simultaneousiy (SIM') also demonstrate a further
increase in REM duration above the significance of ALT and SIM. Again, these
effects are not additive. Perhaps the reason there are no additive effects, is that
the stimuli have a finite cell recuitment capacity for enhancing REM duration. In
other words, assuming that the mechanism which induces the increase in REM
sleep period duration is related to an increase in the number of cells that are

157 it is conceivable that the stimuli

excited as shown by Merchant-Nancy et al.
recruit the same cells, therefore the number of the cells recruited does not change

and in turn, cause no addition effect. It is interesting to note that the cffect of



applying the auditory stimulus at 44 dB and (he somatic stimulus at half the mA
threshold value, also significantly incrveases mican REM period duration. This was
an unexpected finding, which suggests that the threshold tor response to the
stimali is much fower than originally reporied’. Since the increase in REM sleep
period duration in this study using various combinations of stimuli presentation is
similar to the increase duc to autitory or somatic stimulus atone™", it is possible

that the mechanisms which modulate the REM increase are mutual to both

12,24 6,19,20
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sensoty modalities. In fact, anatomica and electrophysiologica studies
have demonstrated that these pathways send projections to those reticular
neuronal groups, which have been proposed to play an important role in
regulating REM sleep®™®, and it is precisely these areas which show an clevated
level of c-fos expression following auditory stimulation'®"’.

Another interesting finding of this study is that repeated auditory
stimulation does not cause habituation to the stimulus as can be seen in Fig. 2,
Ail of the other REM sleep parameters remained unaffected by the stimulation and
on the post stimulus day, the mean duration of REM sleep retumed to normal
values. However, during the post stimulus day, an increase in the number of REM
periods was observed which may suggest a possible compensatory feedback
system related to the change in REM distribution due to the frequency decrease
observed during stimulation days.

Finally, the last part of this study suggests that a quota of REM sleep is

being maintained throughout the sleep-wake cycle. Up to 40 hours after the



auditory stimulus is applied, no changes in any REM sleep parameters or other
sleep architecture variables seem to be affected. There are no obvious side
effects in the sleep-wake cycle with the use of the auditory stimutus.,

Extensive research over the years has demonstrated the various ways in
which sleep architecture can be altered due to different manipulations of the
sensory  pathways ™', Provious experiments using  visceral  afferent
stimutation”"”, vestibular™ and vibratory® stinntlation have been shown to affect
various sleep parameters. These changes induced by sensory stimulation
suggest that afferent pathways can exert an important influence on sleep.

Sensory stimulation has aisa been reported to influence sleep in certain
sleep disorders. Since auditory stimulation is capable of increasing REM sleep in
normal humans, Salin-Pascual et al,” have used the auditory stimulus in
depressive patients showing no improvement in REM sleep and depression
unless patients are given nicotine patches (unpublished results)., Additionaily,
auditory stimulation is becoming a frequent technique in studies of sieep
apneas” and high-risk SIDS infants'"*. The non-invasive techniques used in this
particular study may provide new possibilities for clinical treatment with sensory
stimulation as well as in experiments wanting to produce prolonged periods of

REM without noticable repercussions in the sleep-wake cycle or altered REM

sleep due to pharmacological manipulations.
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Table 1. Represents the mean and SEM of some REM parameters.

Group 1

REM PERIOD REM PERIOD TOTAL REM

DURATION FREQUENCY PERCENT

(X £S5.EM.) (sec) (X£tS.EM) (Xt SEM.)
CONTROL 282.8 £19.2 233422 218126
AS 449.3 £29.6* 13.8%15"* 216129
S5 403.2+39.3" 13.6+2.2" 19.9+3.3
ALT 441.5 +30.4 * 11.3+£0.8" 20,1128
SIM 4433 +278"* 12,3£1.9* 17.7+26
CONTROL 2514 4165 25.0£1.7 21.3+1.2
ASY: 457.4 +46.7 * 124 1.2 19.6 + 2.4
5SY: 466.8 £53.9* 8.2+1.0" 15.441.9
ALT 2 542.7 £ 21.7*" 111211° 21.9+24
SIMY: 579.7 £46.6 * 11.3+£1.0* 2.7+1.7

This table shows the REM sleep values (mean & S.E.M.) in experiment 1 for both groups
where signlficant differences can be observed in the duration and the frequency of this
sleep phase ( * p < 0.05), Fuithenmore, ALT 2 and 5IMY: are significantly increased in REM
period duration when compared to ALT and SiM values alone {*p < 0.05). Note, total percent

of REM sleep is not altered by any of the combinations.

Abbreviations: AS-auditory stimulation (90dB); SS-somatic atimulation (full threshold);
ALT- AS and SS alternated within the same REM period; SIM- AS and SS applled
simultaneously within the same REM period; ASY: - AS stimulus at 46dB; S8 - SS stimulus
at half the mA value; ALT 2- AS and S5 applied alternately every other REM period; SIMY: -

AS and SS applied simultaneously at half their values.




FIGURE LEGENDS

Fig. 1. These graphs represent the mean REM period duration in seconds ( X
+ S.EM) of experiment 1 for all conditions where significant
increases are demonstrated in groups 1 and 2 for all combinations
with respect to control { * p < 0.05). [0 addition, the lower graph
shows that ALT 2 and SIMY: are further increased with respect to ALT

and SIM atone (' p < 0.05).

Fig. 2. This graph represents the mean REM period duration in seconds ( X ¢
S.E.M.) of experiment 2 where significant increases are seen in
groups AS-1 through AS-4 ( auditory stimulus applied for 4
consecutive days ) when compared to control and Post S (post-

stimulus recording for 24 hws) ( * p < 0.05).
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DISCUSION GENERAL

Los resultados de este estudio indican que la estimulacion sensorial
ya sea auditiva o somatosensoral, aplicada con varios modos de
presentacion, combinaciones e intensidades  durante  sueito MOR,
incrementa esta fase independientemente de ta manera en que se presentan
tos estimulos. Esle trabajo confirma estudios previos (Arankowsky-Sandoval
y cols., 1987, Drucker-Colin y cols., 1983, Merchant-Naney y cols., 1992)
donde fa aplicacion de un estimulo auditivo o somatica incrementa fa
duracién de los periodos de sueiio MOR (ver Fig. 1,Tablas 1y 2 del articulo)
pero aitade fa informacion sobre los efectos de las combinaciones de
estimulos. Asimismo, se¢ observa que la frecuencia de sueito MOR disminuye
significativamente; sin embargo, ef tiempo total de sueiio MOR no se
modifica (Tablas 1y 2). El trabajo de Puizziliout y Foutz (1976), demostré que
la estimulacion vago-adrtica, aplicada a lo largo de los periodos de sueio
MOR, puede aumentar la duracién de esta fase a expensas de la frecuencia,
por lo que el tiempo total de esta misma no se madifica. Esto sugiere que el
resultado de ese estudio produjo resultados semejantes a los que se
obtuvieron en osta tesis.

Puizillout y Foutz {1976) propusieron que el sueiio MOR puede ser
dividido en un mecanismo de generacién y el otro de mantenimiento. Esta
idea también fue propuesta de manera independiente y estudiado por

Drucker-Colin y cols, (1979, 1983). De acuerdo con esta hipdtesis el aumento



en la duracion de los periodos de sueiio MOR inducido por la estimulacion
auditiva ylo somatosensorial, es debido a que afecta el mecanismo de
mantenimiento de esta fase.  Sin embargo, hay que remarcar que [a
frecuencia de esta fase de sueiio tambicén se ve afectada de manera negativa
aunque el tiempo total de sueiio MOR no cambia durante ol periodo de
registro. De esta manera, se puede pensar que el mecanismo  de
mantenimiento  de  sueilo MOR, interacciona con el mecanismo  de
generacion y por lo que al modificar uno, ¢l otro se ve alterado de manera
contraria.

Los efectos de aplicar ambos estimulos alternandolos dentro del
mismo periodo de sueiio MOR ylo aplicando ambos estimulos
simultineamente también demwestra un incremento significativo en la
duracion de sueiio MOR, aunque estos efectos no parecen ser sinergisticos
(ver Fig. 1). Ademas, el efacto de presentar cada uno de los estimulos en
periodos alternos de sueilo MOR 6 aplicarlos simultdneamente a la mitad de
sus intensidades, no son aditivos. Sin embargo, generan un incremento
mayor en la duracion de sueiio MOR, cn comparacién a cuando son
aplicados individualmente (ver Fig. 1, Tabla 3). También es interesante hacer
notar que ¢l efecto de aplicar el estimulo auditivo a 45 dB y el estimulo
somatico a la mitad de su umbral de reconocimiento, puede incrementar la
duracién de sueilo MOR significativamente (Tabla 3). Este fue un resuitado

inesperado, que podria sugerir que el umbral de respuesta al estimulo es



menor de lo gque se creia posible. Otro resultado de interés en este trahajo,
es la demostracion de que  a pesar de que {os estimulos se aplican
continnamente  a  lo  largo  de  cada  periodo  de  sueiio MOR
independienteniente de la manera en que se presentan, no causa un efeclo
de habituacion a los estimutos, Habituacion se puede describir como una
disminucidn en la respuesta conductual debido a un estimulo no nocivo
repetido { Kandel, Schwartz, y Jessell 1991). Considerando esta definicion,
los resultados muestran que este efecto no se observa en huestro estudio
porque ¢l promedio de los periodos de sueiio MOR permanecen
significativamente altos a lo largo del registro { ver Tabla 1y 2). Una manera
de ver si hubo habituacién por la aplicacidn continua de estos estimulos,
hubiera sido que se demostrara una disminucion en 1a duracion de los
periodos de sueiio MOR a través del tiempo en fa distribucion arquitectonica
del ciclo sueiio-vigilia, lo cual no ocurre. Esto podria sugerir que hay un
mecanismo compensatorio relacionado al camblo en la distribucion de la
duracion del sueio MOR debido a la disminucidn de la frecuencia de esta
fase observada durante la estimulactan.

Ahora bien, como el incremento en la duraciéon de sueio MOR
utilizando varias combinaciones de presentacién de estimulos es similar al
incremento demostrado usando los estimulos auditivo y somatico por
separado (Arankowsky-Sandoval y cols,, 1987, Drucker-Colin y cols., 1983).

Debido a ello, es posible que los mecantsmos que moduwlan el incremento de



sueiio MOR son similares en ambas modalidades sensoriales. Trabajos
previos  que  apoyan  esta idea  demwestran que la via  auditiva y
somatosensorial paricipan en I regulacion del sueino MOR (Howe y cols.,,
1973, Huttentocher y vols., 1960), ya que estudios anatomicos (Kudo y cols,,
1983, Magnes y cols,,1961) y electrolisiologicos (Bell y cols., 1964, Peterson
y cols, 1975, Siegel y cols., 1977) han demostrado que estas vias
sensoriales mandan proyecciones a los grupos neuronales reticutares, que
se ha propuesto juegan un papel importante en los mecanismos de
reguiacion de esta fase de sueito (Magnes y cols,, 1961, McGinty y Drucler-
Colin, 1982). Trabajos mas recientes apoyan este concepto ya que reportan
niveles elevados de expresion de ¢-fos asociados a {a estimulacion auditiva
en varios grupos neuronales def tallo cerebral y diencéfalo los cuales estin
involucrados en los mecanismos de suciio MOR (Merchant-Nancy y cols,,
1992,1995).

Con base en esto, se podria sugeriv que ¢l estimulo auditivo o
somatosensorial aplicados por si solos, o en combinaciones diversas,
produce un efecto modulador sobre el sistema de mantenimiento del suerio
MOR. Se ha sugerido que estos estimulos quizds aumentan la oxcitabilidad
de las neuronas involucradas en la generacion y mantenimiento del sueiio
MOR. También ecstos resultados demuestran que los mecanismos
involucrados en ¢l fendmeno de sueiio MOR no participan en los

mecanismos relacionados con las fases de sueiio lento y vigilia, ya que no



existen cambios en estos parametros  por medio de la estimulacion

sensorial.
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