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1.- RESUMEN

La Formacién Reticular Pontina (FRP) est involucrada en la regulacién de procesos
vitales para los mamiferos como es ef ciclo suefio-vigilia entre otros. La progesterona (P4) es
un esteroide neuroactivo que participa en varias funciones del SNC. Se ha demostrado que la
P4 posee propiedades ansioliticas e hipnogénicas en mamiferos. En trabajos recientes se ha
observado que durante la fase litea del ciclo menstrual, donde los niveles de P4 presentan su
maxima concentracién, se presenta una disminucion en la latencia a Suefio Paradéjico (SP). En
ratas pscudoprefiadas, el suefio de ondas lentas (SOL) y el SP aumentan cuando los niveles de
P4 son elevados. Se desconoce el papel de la P4 en el ciclo suefio-vigilia y las regiones
cerebrales involucradas, por lo que en el presente trabajo se evalué el efecto de la
microinyeccion de P4 en la FRP de la rata, sobre el namero, la duracion, el porcentaje y la
latencia de cada una de las fases del ciclo suefio-vigilia.

Se utilizaron ratas Wistar hembras y machos. Se implantaron tanto los machos intactos
como las hembras ovariectomizadas (una semana antes de la cirugia estereotdxica), con
electrodos para registro de suefio y se registraron por 6 horas durante 3 dias consecutivos bajo
el siguiente esquema: a) primer dia con inyeccion simulada; b) segundo dia, con inyeccion de
P4 (7.5 pg/0.2 pL) o vehiculo (propilenglicol 0.2 ul); c) tercer dia, sec administrd P4 a las
ratas inyectadas el dia anterior con vehiculo y viceversa. Una vez terminados los registros se
les realizé una microinyeccién de azul de pontamina (0.2 uL) y se perfundieron con solucion
salina-heparina, y formol al 3.7%.

Las microinyecciones de P4 se localizaron en el niicleo reticularis pontis caudalis. La
P4 en la FRP redujo marcadamente la latencia a SP en un 55 % en machos y 63% en hembras.
en comparacién con la microinyeccién simulada y el vehiculo, sin modificar la duracion. la
frecuencia o el porcentaje de cada fase. Estos resultados sugieren que la P4 en la FRP de la

rata participa en la regulacidn de la iniciacidn del SP.



2.- INTRODUCCION

La formacién reticular es un sistema multineural y polisinaptico situado a lo largo de
la parte central del tallo cerebral (Lopez-Antunes, 1983). La Formacién Reticular a nivel
Pontino (FRP) esta involucrada en la regulacion de procesos vitales para los mamiferos como
es ¢l ciclo suefio-vigilia, entre otros. La Progesterona (P4) es un esteroide neuroactivo que
pariicipa en varias funciones en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Bever y Gonzilez-M,
1991; Camacho-Arroyo y cols., 1995). La P4 produce cambios a corto, mediano y largo plazo
en ¢l funcionamiento tanto de neuronas como de células gliales, que pueden ocurrir por varios
mecanismos invelucrados con la interaccion de este esteroide con receptores intracelulares
especificos a P4 (RP) o con sitios localizados en los receplores a neurotransmisores y canales
idnicos (Brann y cols., 1995; Graham y Clarke, 1997). Por estos mecanismes la P4 regula la
excitabilidad neuronal y la expresion de varios genes en el cerebro. Se ha reportado que la P4
y sus metabolitos reducidos producen varios efectos en el SNC (Camacho-Arroyo y cols,,
1995; Mahesh y cols., 1996). Se ha demostrado que la P4 posee propiedades hipnogénicas en
mamiferos (Friess y cols., 1997). La latencia a suefio paraddjico (SP) se ve disminuida durante
la fase lGtea del ciclo menstrual en mujeres, cuando la P4 presenta los niveles mas altos (Lec y
cols., 1990), mientras que el suefio de ondas lentas (SOL) decrece antes de la menstruacién,
cuando los niveles de P4 son bajos (Ho y cols., 1972). Durante el embarazo, ¢! ciclo suefio-
vigilta sufre algunas meodificaciones y los patrones de suefio varian a través de los tres
trimestres de embarazo {Brunner y cols., 1994; Driver y Shapiro, 1992). Durante el ciclo estral
de la rata, existe una reduccidn de SOL y de SP en la noche del dia del proestro. Sin embargo
las fases del suefio se incrementan durante ¢l pseudoembarazo en ralas cuando los niveles de
P4 son elevados (Zhang y cols., 1995). Se desconocen las posibles regiones cerebrales
involucradas en los efectos hipnogénicos de la P4, por lo que en el presente trabajo se evalud

el efecto de la microinyeccion de P4 en la FRP de la rata, sobre el ciclo suefio-vigilia.



3.- ANTECEDENTES

3.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA PROGESTERONA (P4).

La P4 es una hormona esteroide compuesta de 21 atomos de carbono, que se sintetiza a
partir del colesterol en el reticulo endoplasmico liso en las células del cuerpo liteo en el
ovario, las glandulas suprarrenales y placenta (Fig. 1). El colesterol es convertido a un
intermediario llamado pregnenolona y este Gltimo es el que da origen a la P4, 1a cual tiene una
vida media corta que va de horas a dias segin la especie y es metabolizada en el higado a
pregnandiol (Hick y Diaz, 1988). A la fecha no existe evidencia de la sintesis de P4 en
neuronas del SNC, pero si sus multiples efectos sobre el funcionamiento del mismo, por lo que
s¢ le considera como un esteroide neuroactivo (Paul y Purdy, 1992; Orchinik y McEwen.
1993).

Sus principales 6rganos blanco son el tero, la glandula mamaria y el cerebra, entre
otros. Las células que sintetizan y liberan la P4 asi como las células blanco, presentan enzimas
que reducen a esta hormona formando varios metabolitos con actividades caracteristicas.
Dichos metabolitos pueden tener funciones similares o diferentes a la P4, medulando asi las
acciones de la misma.

Las funciones primordiales de la P4 son: preparar y mantener ¢l endometrio para la
implantacién del embrién, incrementar la temperatura basal del cuerpo en el momento de la
ovulacién (Ganong, 1994), estimular la maduracién del ovocito, promover el crecimiento
uterino, suprimir las contracciones del miometrio, desarrollar el tejido alveolar de las
gldndulas mamarias para la preparacion de la secrecion de leche, y también esta involucrada en
la modulacién de la masa dsea (Graham y Clarke, 1997) y en diversas funciones del SNC.
como fa conducta sexual y la excitabilidad neuronal (Beyer y Gonzalez-Mariscal, 1991;

Majewska, 1987; McEwen, 1991).
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FIG. 1. Biosintesis de la progesterona a partir
del colesterol (Hicks y Diaz, 1988).



3.2. METABOLISMO DE LA P4.

Se tienen evidencias de que el metabolismo de P4 varia tanto en las distintas
estructuras cercbrales como en las diferentes especies. Asi, en bulbo olfatorio, corteza cerebral
¥ bulbo raquideo de la rata, el principal metabolite de P4 es la Sa-dihidroprogesterona;
mientras que en el mono, el principal metabolito de P4 es la 20a-dihidroprogesterona seguido
por la Sa-dihidroprogesterona o la 3o, Sec-tetrahidroprogesterona, dependiendo de la estructura
cerebral estudiada (Kormeyev y cols., 1993). Se ha demostrado que en ¢! cerebro completo del
ratdn, el metabolito mas abundante es la 20a-dihidroprogesterona {Carey y cols., 1994). Los
metabolitos de P4 pueden incrementar, prolongar o terminar con los efectos de esta. o
propotcionar mecanismos alternativos que modulen sus acciones (Camacho-Arroyo y cols..
1995). La actividad biolégica de estos metabolitos a partir de la P4 es diferente en cada especie
¥ en cada ciclo reproductivo de los mamiferos (Graham y Clarke, 1997). El metabolismo de la
P4 en el SNC se inicia desde etapas embrionarias en las células gliales, en astrocitos aislados
de la corteza cerebral y el cuerpo estriado de la rata, se ha determinado tanto la sintesis de P4
como st bioconversioén a metabolitos reducidos desde ¢l dia 17 de la gestacion en esia especie
(Kabbadj y cols., 1993). También ia bioconversion de P4 a sus distintos metabolitos varia a lo
largo del ciclo reproductivo en distintas regiones cerebrales, de tal forma que, en el hipotalamo
a nivel de la eminencia media, es mayor la Sa-reduccién de P4 durante el diestro que durante
el estro (Karavolas y Hodges, 1990). Durante la lactancia y el destete, las ratas presentan una
disminucién en la Sa-reduccién de P4 tanto en el hipotalamo como en otras estructuras

cerebrales en comparacién con ratas no Jactantes {Karavolas y Hodges, 1993).



3.3. MECANISMOS DE ACCION DE LA P4,

La mayoria de los efectos de 1a P4 en el SNC estan mediados a través de su interaccion
con receptores nucleares (RP) que reconocen especificamente a la hormona {Kato y Onouchi,
1977; Blaustein y Feder, 1980). Los RP estan localizados tanto en neuronas como en células
gliales, principalmente oligodendrocitos (Jung-Testas y cols., 1992) y pertenecen a una familia
de factores de transcripcién que son activados por la unién a su ligando especifico. En esta
familia se encuentran todos los receptores a hormonas esteroides, tiroideas y al cido retinoico
(Evans, 1988; O"Malley y Tsai, 1993).

Los RP presentan un dominio de unién a la hormona, otro de unién al DNA v otros
situados en la regién amino-terminal, qQue participan en la regulacién de la transcripcion de
genes especificos (Gronemeyer, 1993). En general, ¢l mecanismo de accion de los RP se lleva
a cabo de la siguiente manera: la union del ligando al receptor con la subsecuente
transformacién y activacion, la dimerizacién del receptor y el aumento de su afinidad por
secuencias reguladoras en ¢l DNA y cambios en la transcripcién (Truss v Beato, 1993).
Existen dos isoformas del RP tanto en roedores como en el ser humano, designadas A y B; la
diferencia entre las dos es de 164 aminoacidos presentes en el extremo amino-terminal de la
isoforma B. Ambas isoformas se codifican por el mismo gen pero son reguladas por distintos
promotores (Kastner y cols., 1990). Los niveles de expresidn de las isoformas A y B del RP
varia en los tejidos blanco (Horwitz y Cols., 1985: llenchuk y Walters, 1987). Se ha reporiado
que la administracién de estradiol aumenta la expresién de la isoforma A en el oviducto de
polios maduros, mientras que la expresién de la isoforma B no cambia su expresion con este
tratamiento (Syvala y cols., 1997).

Tanto en aves como en mamiferos con ovulacién ciclica (roedores), o con ovulacién
refleja como el gato y el conejo, se han caracterizado dos poblaciones de RP por métodos
bioquimicos ¢ inmunchistoquimicos (MacLusky y McEwen, 1978; Cerbén y cols., 1989). Una

de estas poblaciones es regulada a la alta por estrégenos y se localiza en varios nicleos



hipotalamicos, entre los que estin el nucleo arcuato, e! ventromedial, el periventricular. el
premamilar y el drea predptica, mientras que 1a segunda poblacion de RP no es regulada por
estrogenos y se encuentra distribuida en varias regiones cerebrales como el cerebelo, la
amigdala y la corteza cerebral (Cerbon y cols., 1989, McLusky y McEwen, 1980;
Warembourg y cols., 1989). Ambos subtipos de RP presentan las mismas caracteristicas
fisicoquimicas e inmunolégicas, lo que sugiere un origen comun de estas proteinas pero con
un mecanismo de regulacidn diferente (Cerbén y cols., 1989).

Se tienen evidencias de que la P4 puede ejercer acciones a nivel membranal ya que, en
la corteza cercbral y el hipocampo, se han detectado sitios de unidn a la hormena en
preparaciones de membranas provenientes de terminales sindpticas aisladas (Towle y Sze,
1983; Ke y Ramirez, 1990). Se han descrito sitios de union a P4 a nivel membranal en
sinaptosomas del hipotdlamo y del cuerpo estriade de la rata, con el uso de P4 acoplada a la
molécula de albimina. Esos sitios de unidn a P4, al parecer, son regulados por estrogenos. ya
que la ovariectomia disminuye significativamente el nimero de tales sitios. mientras que la

administracion de estrogenos lo aumenta (Tischkau y Ramirez, 1993).

3.4. PAPEL DE LA P4 EN EL FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL.

La participacion de P4 y sus metabolitos en la modulacion de la excitabilidad neuronal
se ha descrito desde la década de 1940 cuando se demostraron los efectos anestésicos de estos
esteroides (Selye, 1941); desde entonces hasta nuestros dias, se ha incrementado el nimero de
evidencias que resaltan la importancia de P4 y sus melabolitos en la regulacion de la

comunicacion mediada tanto por neurotransmisores excitadores como inhibidores. La



administracién intravenosa de P4 a ratas ovariectomizadas, sin un pretratamiento con
estrogenos, disminuye la respuesta de las células de Purkinje del cerebelo a glutamato, un
aminoacido excitador e incrementa las respuestas de las mismas células a un neurotransmisor
inhibidor como el GABA, 15 minutos después de la administracion de la hormona. lo que
sugiere un efecto de P4 a nivel membranal (Smith y cols., 1987; Smith, 1991).

Por otro lado, se ha informado que ta microinyeccion de P4 en el bulbo raquideo del
gato, estimula la respiracion al incrementar tanto ta actividad del nervio frénico como la
ventilacién (Bayliss y cols., 1987). De esta manera, la P4 puede regular la respiracién tanto a
nivel central como a nivel pulmonar (Camacho-Arroyo y cols., 1994).

Por otra parte, la ansiedad observada durante el sindrome premenstrual se ha asociado a
una disminucion en la concentracién de P4 por lo que esta hormona es frecuentemente usada
¢n el tratamiento de este sindrome (Maddocks y cols., 1986). Se ha informado que diversos
metabolitos de P4, como alopregnanolona, 5a-pregnan-3oc-ol-20-ona y la pregnanoclona,
disminuyen la ansiedad en reedores (Wieland y cols., 1991; Bitran y cols,, 1991} y al parecer
estan involucrados en los efectos ansioliticos inducidos por P4 en el humano, ya que se ha
demostrado una correlacién significativa entre ia disminucién de ansiedad y el incremento en
los niveles plasmaticos de estos metabolitos, después de la administracion de P4 (Rodriguez y
cols., 1986; Freeman y cols., 1993).

La P4 y sus metabolitos participan en la regulacion de diferentes procesos asociados a
ta reproduccion a nivel central (Beyer y Gonzilez-Mariscal, 1991; Smith y cols., 1969: Feder y
Marrone, 1977; Maggi y Perez, 1985). Se ha demostrado por diversos investigadores, que
estos esteroides regulan la sintesis y la liberacién del péptido liberador de gonadotropinas
(LHRH} a nivel hipotaldmico en las hembras. En los roedores se ha demostrado que P4
incrementa la actividad de las neuronas LHRHérgicas ¢ induce tanto la expresién del gen que
codifica para LHRH, como la liberacién de este péptido (Lee y Smith, 1990; Kim y cols.,
1989).

El incremento en la liberacion de LHRH se ha observado también con la

administracion de algunos metabolitos de P4, como la 20a-dihidroprogesterona o la
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pregnanolona, tanto en animales con ovulacidn ciclica como en animales con ovulacion
refleja, por lo que se ha sugerido que los efectos de P4 sobre {a liberacion de LHRH pueden
ser ¢jercidos a través de sus metabolitos (Lin y Ramirez, 1990).

Por otro lado, se tiencn diversas evidencias que indican que, en los roedores. la
administracion de P4 tanto por via sistémica come intrahipotalamica, posterier a la
administracion de estrogenos, induce la conducta de lordosis en las hembras en un periodo de
una hora; lo cual facilita la copula (McEwen, 1988).

En los roedores se ha encontrado que los efectos de P4 sobre la conducta de lordosis.
dependen de la regulacién de RP a nivel hipotalimico ya que, después del efecto inductor
inicial de P4 sobre la conducta, las dosis subsecuentes de la hormona la inhiben. esio se ha
relacionado con el decremento en el nimero de RP inducido por la administracion inicial de
P4. Esta retroalimentacién negativa se ha observado en animales con ovulacion refleja como el
conejo (Camacho-Arroyo y cols., 1994).

Los mecanismos molecutares involucrados en la induccién de la conducta de lordosis.
después de la administracion de P4 se desconocen; sin embargo, se tienen evidencias de que
esta hormona induce cambios en la transcripcion y la traduccidn en las células del SNC ya que
sus efectos sobre la conducta sexual pueden ser bloqueados por inhibidores tanto de la sintesis
de RNA como de proteinas (Parson y cotls., 1982; Brown y cols., 1987).

La conducta de lordosis en roedores puede inducirse, con igual eficacia a la de P4, con
la administracion de algunos de sus metabolitos, como la Sa-pregnandiona. la 3B.50-
pregnanclona, la Sa-dihidroprogesterona y la 20ue-dihidroprogestercna; esta ultima, incluso. es
mds potente que P4 en la facilitacién de la conducta sexual (Karavolas y Hodges, 1990; Kubli-
Garfias y Whalen, 1977). De esta manera, la participacion de P4 en [a conducta de lordosis
puede ser directa a través de la activacién especifica de algunos genes, o indirecta a través de

sus metabolitos & nivel membranal (McEwen y cols., 1990).



3.5. CARACTERISTICAS DEL CICLO SUENO-VIGILIA.

El ciclo suefio-vigilia es un fenémeno biologico ritmico que se manifiesta en algunas
especies del reino animal con patrones electroencefalograficos y conductuales caracteristicos
de los diferentes taxa (Monier y Bremer, 1980). La vigilia (W) se caracteriza
electroencefalograficamente por la presencia de ondas de alta frecuencia que van de 8-12
ciclos por segundo (cps) y bajo voltaje (< 50 uV) asi como per un tono muscular elevado v la
manifestacion de diversas conductas motoras.

El suefio consta de dos fases: el suefio de ondas lentas (SOL), sincronizado o quieto, y
el suefio paraddjico (SP) también llamado active, desincronizado o con movimientos oculares
rapidos. Enel SOL sc presenta una actividad lenta (< 5 cps) de alto voltaje (100 - 200 pv)
con un lo-no muscular medio. Grupos de ondas de mediana frecuencia (12-18 cps} conocidas
como husos de suefio se observan también en esta fase, durante la cual disminuyen la
temperatura corporal, la frecuencia cardiaca y la respiratoria (Jouvet, 1962).

Los eventos caracteristicos del SP fueron analizados por primera vez por Aserinsky y
Kleitman, quienes en 1953 describieron la aparicién de movimientos oculares ripidos en el
sucfio y sefialaron que durante esta fase se presentan las ensofiaciones. El SP siempre va
precedido por una fase de SOL y en el humano aparece aproximadamente a los 90 minutos,
{Aserinsky y Kleitman, 1953; Dement y Kleitman, 1957).

En el SP la actividad eléctrica cerebral es similar a la que se presenta durante 1a vigilia,
sin embargo el tono muscular alcanza los niveles mds bajos del ciclo suefio-vigilia.

El SP presenta dos tipos de fendmenos: los tdnicos, que se manifiestan durante toda fa
etapa, y los fasicos, que ocurren solamente en episodios. La desincronizacion cortical. la atonia
de los misculos posturales y la actividad theta {5 a 7 cps) del hipocampo, constituyen los
fendmenos ténicos, mientras que los movimientos oculares rapidos, las sacudidas
mioclonicas, las irregularidades cardiorespiratorias y la actividad ponto-geniculo-occipital
representan a los eventos fasicos, (Jouvet, 1962; Dement y Kleitman, 1957; Hobson y cols,,

1986).



La actividad ponto-geniculo-occipital estd constituida por un grupo de potenciales que
se presentan de manera secuencial en el puente, el nicleo geniculado lateral y la corteza visual
y se presenta segundos antes de la aparicion del SP, por lo que se le ha propuesto como un
indicador de la generacion del SP (Hobson y cols., 1986).

Los diversos estudios que se tienen sobre el ciclo suefio-vigilia indican que la
formacidn reticular (FR) desempefia un papel fundamental en la regulacion de este fendmeno

(Jouvet, 1963; Hobson y cols., 1986).

3.6. MECANISMOS NEUROQUIMICOS DEL CICLO SUENO-VIGILIA.

Evidencias farmacolégicas sugieren que las catecolaminas y la acetilcolina estan
involucradas en la regulacion de la W (Jouvet, 1972; 1975). Jouvet propuso la hipotesis de que
neuronas serotoninérgicas del hipotilamo anterior v del nicleo del rafe, son las responsables
de la sintesis y acumulacién de los factores de suefio durante la W. Esto sugiere que
posiblemente la serotonina y el nticleo del rafe puedan componer el sistema activador del SOL
(Jouvet, 1972).

La teoria de Jouvet propone también que en !a produccién del SP estan involucrados
tanto mecanismos noradrenérgicos como serotoninérgicos y colinérgicos. En gatos, la
microinyeccion de agonistas colinérgicos dentro de la formacion reticular pontina medial
(FRPm), induce inmediatamente un estado prolongado de SP con las mismas caracteristicas
que se presentan naturalmente en un episodio de SP (Lydic y Baghdoyan, 1994). Registros
intracelulares en rebanadas de cerebro de rata, han demostrado que 2/3 partes de las neuronas
responden a la aplicacion de carbacol, un agonista colinérgico, con una despolarizacion
(Greene y cols., 1989). Tanto en ratas como en gatos, la estimulacidn de la FRP (Iwahara y
cols., 1991), o la microinyeccion de carbacol en esta drea producen atonia muscular (Taguchi y

cols., 1992). La microinyeccién de carbacol al ignal que la de idaxozan, un antagonista



adrenérgico, en la FRP de la rata aumenta la cantidad de SP (Gnadt y Pegram; 1986), asi como
la duracion de cada episodio (Bier y McCarley. 1994).

Ademas de ios neurotransmisores mencionados anteriormente, otros neuremoduladores
o0 neurchormonas pueden participar en la regulacion del ciclo suefip-vigilia (Jones, 1994). Sin
embargo a la fecha, ningin firmaco aislado, necurotransmisor, neuromodulador o
neurohormona, se ha identificado como el inico o suficiente para la generacién vy
mantenimiento del sueio o la vigilia. En su lugar, maltiples factores como las hormonas

esteroides se han involucrado en el inicic y mantenimiento de estos estados (Jones, 1994).

3.7. LA FORMACION RETICULAR PONTINA Y LA REGULACION DEL CICLO SUENO-
VIGILIA.

Los datos disponibles sobre la regulacion del ciclo suefio-vigilia en los mamiferos
indican que la FRP esta involucrada principalmente en la generacién y el mantenimiento del
SP (Jouvet, 1962; Hobson y cols., 1986).

Se ha observado que las lesiones electroliticas de la FRP eliminan el SP (Friedman y
Jones, 1984; Hobson, 1965; Jones, 1979), aunque las lesiones con 4cido kainico (que dafian
principalmente a los somas neuronales) no provocan cambios en el patron de suefio (Drucker-
Colin y Pedraza, 1933).

Los registros de la actividad eléctrica de las neuronas de la FRP han demostrado una
asociacién importante entre la tasa de disparo neuronal y la fase del ciclo suefio-vigilia en la
qQue se encuentra el animal. Se ha observado que durante la ejecucién de movimientos
cspecificos en la vigilia y durante el SP, las células de la FRP presentan una mayor frecuencia
de disparo, mientras que durante el SOL, ésta es minima (Hobson y cols., 1975: Siege! vy cols..
1981). Se ha observado que durante el SP hay un incremento en el metabolismo de la glucosa
en las neuronas de la FRP, lo cual es indicio de una mayor actividad de estas células en esta

fase de suefio (Lydic y cols., 1991).



Los diferentes componentes del SP también se han asociado a cambios en la
excitabilidad de las neuronas de la FRP. Registros intracelulares han demostrado una
despolarizacion de las neuronas premotoras de la FRP involucradas en la inhibicién de las
motoneuronas espinales responsables de mantener ¢l tono muscular, produciendo de esta
manera la atonia caracteristica del SP (Fung v cols., 1982).

Respecto a los eventos fasicos del SP, se ha observado que la estimulacién de la
porcién caudal de la FRP produce movimientos oculares conjugados y que las neuronas de la
FRP presentan descargas que preceden o se asocian con los potenciales ponto-geniculo-
occipitales, los cuales son eliminados al lesionar la FRP (Hobson y cols., 1986; Cohen y
Komatsuzaki, 1972).

Por otra parte, existen datos que indican que un incremento en la transmision
colinérgica de la FRP induce SP, mientras que una disminucion llega a suprimirlo. La
administracidn en esta zona de agonistas colinérgicos, tanto muscarinicos como nicotinicos. v
de inhibideres de la acetilcolinesterasa (enzima que degrada a la acetilcolina) como la
ncostigmina inducen SP, en tanto que la aplicacion de antagonistas muscarinicos
(escopolamina y atropina) y nicotinicos (galamina) bloquea el efecto inductor de SP producido
por los agonistas colinérgicos (Gnadt y Pregram, 1986; Baghdoyan y cols., 1984; Hobson v
cols., 1983; Velazquez-Moctezuma y cols., 1991).

3.8. LA P4 Y EL CICLO SUENO-VIGILIA

Durante el ciclo menstruat y ¢l embarazo se observan cambios en el ciclo suefio-vigilia
(Williams y cols., 1974; Ishizuka y cols., 1989). Durante la fase litea, donde los niveles de P4
presentan su concentracién maés alta (de 216.0 a 526.4 pmol/L}, se presenta una disminucion
en la latencia a SP, mientras que en la fase folicular, donde los niveles de P4 son los menores
(216.0) se observa una prolongada latencia a SP (Lee y cols., 1990). Hartmann reporta que

existe un incremento en la cantidad de SP, justo antes del periodo menstrual (Hartmann, 1966;
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1967) y Ho en su estudio expone que el SOL decrece justo antes de la menstruacién, pero
menciona que no se aprecia ninguna alteracién en algin otro parametro del sueio (Ho 1972).

Durante el ciclo menstrual también hay variacién en el poder espectral y en el rango de
frecuencia del EEG durante el suefio, asi como cambios en la frecuencia de husos de suefio, ya
que é€stos aumentan justo antes del periodo menstrual; en la fase hitea del ciclo menstrual
también se observa un aumento en el SOL y una disminucion de la W, asi como una menor
presencia de trastornos en la respiracién durante el suefio (Stahl y cols., 1985). Ademas se ha
demostrado que la P4 participa como estimulante de la ventilacién en el suefio durante [a fase
litea del ciclo menstrual (England y Farhi, 1976). Este efecto no sélo se observa en las
mujeres sino también a hombres que presentan problemas de ventilacion durante el suefio
(Skatrud y cols., 1978). Algunas mujeres suelen quejarse frecuentemente de trastornos de
suefio asociados con la menstruacidn y el embarazo (Sheldrake y Cormack, 1976; Ishizuka y
cols., 1994; Diver y cols., 1996).

Por otro lado en la Clasificacién Intemnacional de los Trastornos de Suefio, se describe
un incremeito del tiempo de swefio y un aumento en las somnolencias durante el dia en el
primer trimestre del embarazo, mientras que el final del embarazo estd relacionado con
despertares y generalmente con un deterioro en la eficiencia del suefio (American Sleep
Disorders Association, 1990). El significativo cambio en el SP hacia e! fin del embarazo, es
confuso, pero puede estar relacionado con los altos niveles circulantes de P4 durante esta etapa
(Kawakami y Sawyer, 1964). Aunque a finales del embarazo las mujeres exhiben
principalmente dificultades para el mantenimiento del sueiio, esto puede ser el resultado de la
incomodidad, dolores o molestias relacionados con €l alumbramiento (Hertz, 1991).

Durante €l embarazo los patrones de suefio varian a través de los tres trimestres de
gestacién; se podria asumir que 1ales variaciones son consecuencia de los marcados cambios
hormonales que ocurren durante el embarazo (Bruner y cols., 1994); se ha mostrado que la
pregnenolona, precursor de la P4, cuyos niveles se incrementan durante el embarazo, atenua la
potencia del SOL y también afecta al rango de frecuencia de los husos de suefio (Steiger vy

cols., 1993). La potencia en las frecuencias de los husos de suefio, con una actividad baja y
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rango medic de frecuencias, se reduce considerablemente a finales del embarazo. cuando
varias hormonas alcanzan sus niveles mas altos (Serén-Ferré y cols., 1993).

La P4 se utiliza como tratamiento para varios trastornos asociados con la
hiperventilacion alveolar (Kryger y cols., 1978; Morrison v Goldman, 1979); ademds se ha
comparado a mujeres premenopdusicas con mujeres postmencpausicas (Vermeulen, 1976),
encontrando que en &stas dltimas, se presenta un aumento en los trastornos de la respiracion,
como la desaturacion de oxigeno (Block y cols., 1979).

Se ha observado que con la administracién de medroxiprogesterona, un agonista de la
P4, se disminuye el nimero de apneas obstructivas durante el suefio y se reducen las excesivas
somnolencias que se presentan durante el dia en estos pacientes (Kingman y cols., 1981). En
mujeres postmenopausicas, la medroxiprogesterona reduce la duracién de las hipoapneas.
aunque no el mimero de episodios (Block y cols., 1981). Al igual que en mujeres, en hombres
se utiliza el tratamiento con progestigenos para aliviar los trastornos de la respiracién durante
el suefio, aunque en algunos casos su eficacia es limitada (Orr y cols., 197%; Skatrud y cols..
1981, Strohl y cols., 1981; Dolly y Block, 1983; Rajagopal y cols., 1986).

En un estudio en ratas se evidencié que hay una gran similitud en los cambios
electroencefalogrificos inducidos por P4 y los moduladores agonistas del receptor GABA,
durante el suefio, y por otro lado también se observé un incremento en la latencia a SP con
altas concentraciones de P4 (Lancel y cols., 1996).

Las hormonas sexuales afectan una gran variedad de funciones conductuales y
fisiologicas. En ratas hembras, la inyeccidn de estrégenos y/o P4 produce cambios en la
conducta sexual (Davidson y cols., 1968; Edwards y cols., 1968), ademas de alterar ta W
nocturna {Colvin y cols., 1968). Por otro lado, la temperatura corporal aumenta durante la
noche del proestro, cuando los niveles de estrégenos son mas altos, y el efecto se extiende
hasta la fase de luz el dia del estro (McLean y Coleman, 1971; Kent y cols.. 1991). Se ha
encontrado que, en la noche del proestro las ratas hembras, son mas receptivas a los machos.

presentandose una reduccién en la cantidad de suefio nocturno en estos animales, pero



inmediatamente después de la copula existe un significativo incremento de SOL y SP (Zhang
y cols., 1995).

La observacién de los patrones de suefio en ratas pseudoembarazadas demuestra que
existe una reduccion de suefio nocturno en el proestro, cuando existe un aumento de hormonas
oviricas y pituitarias, pero inmediatamente después de la copula existe un significativo
incremento de SOL y SP nocturnos, el cual perdura durante los tres periodos dei
pseudoembarazo (Zhang, 1995). En base a esto, se piensa gque estas hormonas estin
estrechamente relacionadas con el pseudoembarazo y con la modulacién del suefio (Garland y

cols., 1987).

16



4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La P4 posee propiedades hipnogénicas; sin embargo, hasta el momento se desconocen
los sitios dentro del SNC en los que esta hormona ejerce dichos efectos; por otro lado, la FRP
es un sitio clave para ta regulacion del ciclo suefio-vigilia, por lo que en este trabajo se planted
el estudio de los efectos de la administracién de P4 sobre el ciclo suefio-vigilia de la rata,

mediante microinyecciones de esta hormona en 1a FRP.

5.- OBJETIVO

* Valorar el efecto de la P4 en la FRP sobre el nimero, la duracién, el porcentaje y la
latencia de cada una de las fases del ciclo suefio-vigilia de la rata, tanto en hembras

ovariectomizadas como en machos intactos.



4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La P4 posee propiedades hipnogénicas; sin embargo, hasta el momento se desconocen
los sitios dentro del SNC en los que esta hormona ejerce dichos efectos; por otro lado, la FRP
€s un sitio clave para la regulacidn del ciclo sueiio-vigilia, por lo que en este trabajo se planted
el estudio de los efectos de la administracion de P4 sobre el ciclo suefio-vigilia de la rata,

mediante microinyecciones de esta hormona en la FRP.

5.- OBJETIVO

* Valorar el efecto de la P4 en la FRP sobre el nimero, la duracién, el porcentaje y la

latencia de cada una de las fases del ciclo suefio-vigilia de la rata, tanto en hembras

ovariectomizadas como en machos intactos.



6.- MATERIALES Y METODOS

6.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas hembras y machos (250-300 g) de la cepa Wistar, que se
mantuvieron bajo un ciclo de luz:oscuridad 12:12 h, con agua y alimento disponible ad
libitum.

Las ratas hembras se ovariectomizaron bajo anestesia total con ketamina a una dosis de
80 mg/kg i.p. Quince dias después de la cirugia, los animales fueron implantados con los
electrodos y la canula correspondientes para el registro del suefio.

A los machos se les realizo la cirugia estereotaxica sin ningiin tratamiento previo.

6.2. PREPARACION DE CANULA Y ELECTRODOS

La canula guia se elabord a partir de una aguja de acero inoxidable calibre 21, de 1.5
cm de longitud, y su tapén fue elaborado a partir de una aguja calibre 27, al igual que la

canula de microinyeccion, la cual se encuentra conectada a un tubo de polietileno.

Los electrodos para el registro del EMG fueron elaborados con alambre de acero
inoxidable aislado de 200 pm de diametro, al que se le retiré el aislante de ambas puntas para
la recepcion de la sefial. Los electrodos para EEG se elaboraron con alambre de acero
inoxidable aislado de 200 pm de didgmetro al cual se le soldo cable en una de las puntas,
formando un angulo de 90°; finalmente para los electrodos del EQG se utilizé alambre de
acero inoxidable de 100 um y en uno de sus extremos se coloco un punto de soldadura para
que estuviera en contacto con la drbita ocular del animal; el punto de soldadura se coloco con

el fin de evitar que el electrodo se saliera y dafiara la drbita ocular.



6.3. IMPLANTACION DE CANULA Y ELECTRODOS

Los animales fueron anestesiados con ketamina {Imalgen 1000) a una dosis de 80
mg/kg i.p., vy fueron colocados en un aparato estereotixico. La colocacion del animal en el
marco estereotaxico fue de la siguiente manera: en los conductos auditivos se introdujeron los
lapices o barras estereotixicas con el cuidado de no lastimar o dafiar el sistema auditivo, los
lapices fueron fijados con los tornillos a las barras paralelas de manera que quedaran
centradas. Para asegurar la sujecién del animal, se montaron los dientes incisivos sobre la
barra y se apreto la pinza sobre la nariz (Fig. 2).

Una vez montado el animal en el estereotaxico se lavo y se rasurd la parte superior de
la cabeza. Se realizé una incision ligeramente atras de los ojos y sobre la linea media de los
mismos, se retrajeron fos musculos temporales y se limpid el periostio con un bisturi hasta
dejar expuesto el cranec. De acuerdo con fas coordenadas: A.P.- 9.5, L:0.8 y V:9.0 y tomando
como referencia a Bregma(Atlas Estercotaxico de Paxinos y Watson, 1982), se marco el sitio
donde se realiz6 el trépano para la FRP derecha; una vez hecho el trépano, se colocé la canula
guia de tal forma que ésta quedara 4 mm arriba del nicleo deseado. Posteriormente se
realizaron cinco trépanos mas, uno para tierra, dos para los electrodos de corteza para el
registro del electroencefalograma (EEG) y dos en los extremos para los tornillos de acero
inoxidable que se colocan para una mayor sujecién del conector al craneo (Fig. 3). También se
colocaron dos electrodos en los musculos del cuello, para el registro del electromiograma
(EMG) y dos en la orbita ocular del ojo izquierdo para el registro del electrooculograma
(EOG). Posteriormente, todos los electrodos se soldaron al conector para colocarles una capa
de acritico dental y que quedaran bien fijos al crineo; y se cerrd la piel con sutura de nylon de
4 ceros (Fig. 4). Una vez suturado el animal, se le administré garamicina en toda la herida
para evitar infecciones. En la cAnula guia se colocod una aguja (calibre 27) de 1.5 cm de largo,
a manera de tapon para evitar que €sta se tapara.

Una vez terminada la cirugia estereotaxica se permitid la recuperacion de los animales

y su habituacidn a las condiciones de registro, durante 5 dias.



6.4. PREPARACION DE LA P4.

La progesterona se prepard de la siguiente manera: 7.5 mg de P4 fueron disueltos en
150 pL de propiienglicol + 30 ul. de etanol absoluto, a una temperatura de 25°C. Para ia
realizacién de cada uno de los experimentos, se utilizé una solucion nueva de P4, Como

vehiculo se utilizo una solucién de 150 pL de propilenglicol + 50 pL de etanol.

6.5. MICROINYECCION DE P4 EN LA FORMACION RETICULAR PONTINA Y REGISTRO
DEL CICLO SUENO-VIGILIA.

Los registros se realizaron durante seis horas de 8:00 a 14:00 h durante 3 dias
consecutivos, al inicio de cada registro se realizé la microinyeccion. El primer dia se realizd el
registro control en el cual solo se introdujo la canula de inyeccion (microinyeccion simulada),
el segundo dia a una rata se le inyecté vehiculo (0.2 pL) y a otra P4 (7.5 pg/ 0.2 pl); asi
mismo el tercer dia se inyectd a las ratas, pero invirtiendo los farmacos, para cada una de
ellas. Para realizar la microinyeccidn, se colocd ta canula de microinyeccion en el interior de
la canula guia, y se conectd a una microjeringa Hamilton de 10 ub. por medio del tubo de
polictileno. La canula de microinyeccién sobresalid 4 mm por debajo de la canula guia con el
fin de evitar que las sustancias se difundieran por capilaridad en ésta. Posteriormente se hizo
descender el émbolo del micromanipulador. El firmaco se inyecto en la FRP derecha dejando

la canula insertada durante 3 minutos para asegurar que el farmaco fuera capturado en ese

silio.
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Los registros se realizaron con un poligrafo Grass modelo 78-D, a una velocidad de 2 5
mm/seg, y se evaluaron las siguientes fases del ciclo suefio-vigilia:

W: Actividad eléctrica de bajo voltaje, de frecuencia alta, con gran actividad muscular
y movimientos oculares variables,

SOL: Actividad EEG de alto voltaje de menor frecuencia, espigas de suefio,
movimientos oculares lentos y tono muscular medio,

SP: Actividad EEG de bajo voltaje, movimientos oculares rapidos y atonia muscular.
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FIG. 3. TREPANACION E IMPLANTACION DE ELECTRODOS. Se realizaron
trepanos con fresas de acero; dos para la colocacién de tornilios de acero inoxidable, uno para
fa introduccién de la canula guia, uno a cada lado de la sutura parieto-frontal para la insercion
de los electrodos en la corteza motora para el registro del EEG, y uno en la parte anterior del
crineo para la implantacion del electrodo de tierra. Se colocaron dos electrodos en la orbita

ocular para el registro del EOG y dos en los misculos del cuello para el registro del EMG
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FIG. 4. FUACION DE CONECTOR Y ELECTRODOS. Los electrodos se soldaron a un
conector hembra de siete polos y éstos, junto con la canula guia, se fijaron al craneo con
acrilico dental. Se administrd garamicina sobre la herida y se cerro la piel con sutura de nylon

de cuatro ceros.



6.6. ANALISIS HISTOLOGICO

Al finalizar 1a fase experimental, los animales fuercn inyectados con azul de
pontamina {0.2 L) para verificar el sitio de la microinyeccion. Se les inyectd t mL de
pentobarbital i.p., y se perfundieron por via intracardiaca, con solucién salina y heparina para
lavar, y formol al 3.7% en salina para fijar el tejido cerebral. Se extrajo el cerebro y se colocd
en formol al 3.7% de 24 a 48 h., posteriormente se lavd cada cerebro con agua corriente por
unas horas. Los cortes se realizaron en un microtomo de congelacion con un espesor de 120
fm; éstos fueron montados en un portacbjetos con gelatina y se determiné el sitio de

inyeccion de acuerdo con el Atlas de Paxinos y Watson (1982).

6.7. ANALISIS DE RESULTADOS

Los registros fueron calificados y cuantificados manualmente en las siguientes fases:
W, SOL y SP (Fig. 5); se analizo el numero, la duracion, el porcentaje y la latencia de cada
una de las fases. Los dates obtenidos de cada uno de los registros en ambos sexos, se

analizaron mediante un ANOVA, para muestras repetidas, seguida de una prueba t de

Student pareada.
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FASES DEL CICLO SUENO-VIGILIA

VIGILIA SUENO DE ONDAS LENTAS

EMG 4 - —— ¢ EMG

EOG l\t’\f\_\:\(._.(tlgrz EOG — -

SUENO PARADOJICO

EMG M .

EQG - — . Y S | 0.5mv

-y
Iseq

Fig, 5. FASES DEL CICLO SUENO-VIGILIA. Se observan las caracteristicas electrograficas de las fases del ciclo suefio-

vigilia de una rata. Cx Corteza cerebral, EMG electromiograma y EOG electroocul i
10 prosente wabaio) y culograma (Imagen tomada de un registro
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7.- RESULTADOS

La microinyeccidn de P4 en [a FRP redujo significativamente la latencia a SP tanto en
machos como en hembras ovariectomizadas. En machos la reduccién fue de 55 % mientras
que en hembras fue de 63%. En ningin caso se modifico el porcentaje 6 la duracion de las
fases de suefio (Tablas 1 y 2). Aunque se observé una tendencia hacia el aumento en el
nimero de episodios de SP, en machos {55%) y en hembras (39%), en comparacién con la
microinyeccién de vehiculo; estos cambios no fueron estadisticamente significativos. La W y

el SOL no se modificaron por la inyeccion de P4.

Las microinyecciones de P4 se localizaron en el niicleo reticularis pontis caudalis (Fig.
6) y aunque hubo ligeras diferencias en los sitios de inyeccion, los registros electrogrificos de

los animales fueron similares en todos los casos.
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SITIOS DE INYECCION EN
LA FRP DE LA RATA

Fig. 6. Localizacién de las microinyecciones de P4 (7.5 ng/0.2 uL) en la FRP de ratas
hembras { A ) y machos (#). Las coordenadas de los esquemas fueron tomadas del atlas de
Paxinos y Watson (1982). Cada marca representa el sitio de dos microinyecciones en ambos

casos. El sitio de inyeccién es el nicleo reticularis pontis caudalis.
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TABLA 1

EFECTO DE LA MICROINYECCION DE P4 EN LA FRP SOBRE EL CICLO
SUENO-VIGILIA DE LA RATA HEMBRA

INYECCION VEHICULO P4
SIMULADA (0.2 uL) (7.5 ug/0.2 pL)

VIGILIA
Porcentaje
Numero
Duracidn (min)

SOL
Porcentaje
Numero
Duracién (min)
Latencia (min)

+ + + H

Porcentaje
Numero
Duracion (min)
Latencia {min)

Los valores representan ¢l promedio * error estandar de 6 animales ovariectomizados, durante
6 horas de registro. El porcentaje de cada fase se expreso respecto al tiempo total de
registro. **p < 0.05 comparado con la inyeccion simulada y el vehiculo.



TABLA 2

EFECTO DE LA MICROINYECCION DE P4 EN LA FRP DE LA RATA
MACHO.

INYECCION VERICULO P4
SIMULADA (0.2 uL) (7.5 ug/0.2 plL)

VIGILIA
Porcentaje 306 £ 53 309 £ 54 297 £ 38
Nuamero 313 + 49 383 £ 22 410 = 5.1
Duracion (min) 4.0 £ 0.7 3.1 £ 07 29 05
SOL
Porcentaje 67.7 £ 5.1 66.7 £ 54 678 + 3.7
Nuamero 347 + 47 413 £ 16 478 + 35
Duracién (min) 80 %+ 1.1 61 %04 52 £ 04
Latencia {min) 169 *+ 4.6 143 % 2.8 123 =52
Sp
Porcentaje 1.7 £ 06 24+ 07 25+ 07
Namero 50 + 09 52+ 08 B8Ot 12
Duracién (min}) 1.1 + 02 1.6 04 1.0 £ 0.1
Latencia (min) 1273 £ 35.0 1236+ 19.5 S7T.1 £ 11.6**

Los valores representan el promedio * error estindar de 6 animales, durante 6 horas de
registro.  El porcentaje de cada fase se expresé respecto al tiempo total de registro, **p
< 0.05 comparado con la inyeccion simulada y el vehiculo,
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8.- DISCUSION

Nuestros resultados se correlacionan con lo demostrado durante la fase litea del ciclo
menstrual cuando los niveles de P4 son altos, en donde se observa una disminucién en la
latencia a SP, ademis de un aumento en la cantidad de esta misma fase (Lee y cols., 1990;
Hartmann, 1966; 1967). Durante el embarazo también se observa algo parecido, ya que
durante el Gltimo trimestre la cantidad de SP aumenta, (American Sleep Disorders
Association, 1990), aunque no podriamos asegurar que este efecto solo se deba a la P4, ya que
otras hormonas que se secretan durante el embarazo, al igual que Ia P4 alcanzan sus niveles
mas altos en este Gltimo trimestre (Kawakami y Sawyer, 1964).

La reduccion en la latencia a SP asi como la tendencia hacia un incremento en el
nomero de episodios de SP, después de la administracion de P4, observadas en nuestro
trabajo, sugiere que esta hormona esteroide en la FRP debe estar involucrada en la regulacion
de la iniciacion del SP, pero no en el mantenimiento de esta fase de suefio, ya que no
incrementa la duracién del SP.

Aunque todas Ias inyecciones fueron localizadas en el niicleo reticularis pontis caudalis
de la FRP (Fig. 6}, no se descarta ta posibilidad de que la induccion de SP por P4 pudiera
deberse a su accion sobre otras regiones, tales como et nucleo reticularis pontis oralis, el
trigémino y el nlcleo facial, producido por la difusion de la hormena desde el sitio de
inyeccion a otras areas, ya que en la generacion y mantenimiento de las diferentes fases del
suefio, se encuentran involucradas diversos niicleos del SNC, y el SP es activado y regulado
por diversas areas. De manera contraria a nuestros resultados se ha reportado un incremento
en la latencia a SP con la administracién de concentraciones altas de P4 (180 mg/kg) en ratas
macho (Lancel y cols., 1996) y ésta diferencia puede deberse a las dosis y la via de
administracion de la hormona, aunque también existe la posibilidad de que la P4 module la

iniciacion de SP a través de diferentes vias dentro del cerebro.
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Por otro lado se ha observado que la administracion oral de P4 en hombres disminuye
la latencia a SOL y aumenta la fase 2 del sueiio (Friess y cols., 1997); esto nos evidencia que
la P4 posiblemente actia en otras areas del SNC, modificando las diferentes fases del sueiio, y
no solo el SP. En un reporte se menciona que después de la administracién de P4 se
encontraron niveles alios de dos metabolitos de la P4: la alopregnenolona (3a-hidroxi,5ct-
dihidroprogesterona) y la pregnenolona (3o-hidroxi,5f-dihidroprogesterona) (Friess y cols.,
1997), Io que nos da la pauta para pensar que el efecto que estamos observando no sea debido
a la P4 como tal, sino a alguno de sus metabolitos, ya que varias de las acciones neurales de la
P4 estan mediadas por éstos (Camacho-Arroyo y cols., 1995).

Se ha propuesto que los efectos ansioliticos ¢ hipnogénicos de P4 no son directamente
producidos por la hormona, pero si indirectamente a través de sus metabolitos reducidos como
la 50- y 5PB-pregnenolona (Bitran y cols., 1993; Lancel y cols., 1996; Lance! y cols., 1997).
La administracién sistémica de los metabolitos disminuye la {atencia a SOL sin modificar la
latencia de SP (Friess y cols., 1997); sin embargo, no se debe descartar la posibilidad de que
los efectos de la P4 sobre la latencia a SP sean producidos por sus metabolitos. El
metabolisme de la P4 en la FRP, hasta el momento, es desconocido,

Los mecanismos involucrados en la regulacién de la iniciacién de SP por P4 en la
FRP son desconocidos. Los cambios en la induccién de SP por P4 pueden deberse a la
interaccion con los RP. Esto puede apoyarse por reportes que indican la presencia de RP en la
formacion reticular del tallo cerebral de la rata, detectados por hibridacion in sifn e
inmunohistoquimica (Kastrup y cols., 1998). La P4 también puede modificar el suefio a través
de la modulacidn de receptores a GABA, ya que esta hormona regula la neurotransmision
GABAérgica, ademas de los cambios en la arquitectura del suefio. Los cambios inducidos por
la administracién sistémica de P4, como el incremento en los pre-SP, son similares a los
observados con ia administracién de agonistas del GABA, (Lancel y cols., 1996). Sin
embargo, la microinyeccion de agonistas del GABA,, como el muscimo! en la FRP, en

contraste con la P4, incrementa la W y disminuye el SOL (Camacho-Arroyo y cols., 1991).
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Se ha propuesto que para el disparo y mantenimiento de SP existe un triple mecanismo
neuroquimico:  serotoninérgico, colinérgico y noradrenérgico (Jouvet, 1969), ésto permite
pensar que el efecto de la P4 sobre la generacion de SP podria estar dado por la modulacion de
cualquiera de estos mecanismos. Los efectos de la P4 en ¢! SP pueden ser a través de la
neurotransmisién colinérgica en la FRP, ya que existe mucha informacién sobre el papel clave
de la acetilcolina en la iniciacién y mantenimiento del SP (Bourgin y cols., 1995; Gnadt y
Pegram, 1986, Velazquez-Moctezuma y cols., 1991), y se ha reportado que la P4 aumenta la
liberacion de acetilcolina en preparaciones neuromusculares de rana (Meiri, 1986).

En el presente trabajo se encontrd que la microinyeccién de P4 en el nicleo reticularis
pontis caudalis de la FRP en la rata disminuye la latencia a SP. Con estos resultados podemos
sugerir que la P4 participa en la regulacion de esta fase del suefio a través de sus efectos en la
FRP.

Cabe mencionar que este trabajo solo se realiz6 con P4, y en un nicleo especifico de
la FRP (nicleo reticularis pontis caudalis), y que una perspectiva a futuro seria realizar
experimentos donde se usaran varios metabolitos de P4 dentro de este mismo nucleo y
comparar los resultados con [os obtenidos en el presente trabajo, para evaluar tanto los efectos
de la hormona como tal, como los de sus metabolitos. También se podria evaluar la
microinyeccion de esta hormona en niicleos cercanos al niicleo reticularis pontis caudalis, para

analizar si el efecto s6lo se observa en este nucleo especifico, o también se presenta en otros
nicleos de la FRP.
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9.- CONCLUSIONES

« La P4 participa en la regulacién de la iniciacién del SP a nivel de la FRP en la rata

modificando la excitabilidad neuronal en la FRP,

* La administracion de P4 en la FRP de ratas machos intactos y hembras ovariectomizadas

disminuye la latencia a SP sin modificar la W y el SOL.

* LaFRP esta involucrada en la induccién de SP provocado por P4 en la rata.
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