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RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue demostrar si los cambios en el patrén de suefio y
en la actividad EEG inducidos por el estrés por inmovilizacion, la ingesta de
comida, asi como el ejercicio forzado, son generados por la participacion del
Factor liberador de Corticotropinas (CRF), la Colecistocinina (CCK) y las p-
endorfinas respectivamente. Lo anterior mediante la administracién icv de
antagonistas selectivos para cada uno de estos péptidos. Adicionalmente
observar si a cada manipulacion corresponden patrones de actividad neuronal
(inmunoreactividad a la proteina Fos) especificos y si estos patrones de expresion
de Fos se modifican después de la administracién icv de los antagonistas. Los
resultados muestran que el tiempo total, la duracién promedio y la latencia de
suefio lento y sueffio MOR cambia para cada condicidn experimental. Estas
modificaciones sobre el patron de suefio se revierten con [a administracion de los
antagonistas respectivos. Asimismo, se observa que la potencia del EEG se
modifica para cada condicién experimental, observandose que el grupo de estrés
por inmovilizacion y ejercicio forzado son los mas afectados. Los resultados
sugieren que la vigilia previa determina un patrén caracteristico de actividad
neuronal, que probablemente esté repercutiendo sobre la distribucién vy
frecuencias del! EEG. Teniendo como responsables al CRF, la CCK y las
endorfinas de estos cambios. En conclusién, sugerimos que los requerimientos del
organismo y del cerebro durante el suefio, dependen directamente de las
experiencias previas que ocurren durante la vigilia.

ABSTRACT

There are several neurotransmitters such as acetylcholine, serotonin and
noradrenaline, as well as several peptides referred to as Sleep Factors (SF), which
play an important role in sleep regulation. Due to the existence of this great
variety of substances of diverse biochemical nature and mechanisms of action
affecting sleep, we propose a hypothesis which seeks to conciliate the fact that so
many substances modulate sleep. This hypothesis suggests that the most
prominent experiences occurring during wakefulness activate sets of neuronal
groups related to such experiences. These neurons wiii in turn release substances
among them “Sleep Factors”, which in turn induce different patterns of sleep. In
this study therefore, we show that forced wakefulness by gentle handling, to which
stress by immobilization, forced exercise or increased food intake is added,
activated different neuronal patterns as revealed by c-fos expression, as well as
inducing differences in sleep patterns and EEG power densities. This suggests
that the state of the brain’s physiology prior to sleep, which depends upon events
which occur during the waking period, determines the patterns of sleep and
possibly the sleep factors involved in its regulation.



INTRODUCCION
Los diferentes mecanismos que se encuentran involucrados en el ciclo vigilia-
suefio son muy diversos. Hasta ahora un sinnumero de trabajos ha propuesto
diferentes nicleos, vias anatémicas y neurotransmisores para tratar de explicar
este fenomeno. Sin embargo, hasta hoy dia los mecanismos mediante los cuales
se relacionan neurotransmisores y areas particulares del cerebro permanece poco
claro. Tal vez el problema esta relacionado con el hecho de que el suefio es un
estado muy fragil, que puede ser influenciado por una gran variedad de
manipulaciones experimentales. Estas condiciones pueden ser agrupadas en 2
categorias: los factores endégenos que corresponden a las manipulaciones de
tipo farmacologico y los factores exdgenos que comprenden a las manipulaciones
externas que exacerban una conducta en particular y que tienen un efecto directo
sobre el ciclo vigilia-suefio. Estas condiciones involucran situaciones de diferente
naturaleza. Por ejemplo, la privacién de suefio, la actividad sexual, la actividad
mental, el estrés, la ingesta de comida o el ejercicio entre otras. La mayoria de las
veces estos factores son vistos como entidades independientes, no existe un
puente que una el efecto de las manipulaciones externas con las consecuencias
que al nivel de mensajeros quimicos tienen sobre el organismo, es decir con los
factores endogenos. Esto quiere decir que las manipulaciones externas
desencadenan una respuesta normal del organismo cuyo resultado tiene entre
muchas otras consecuencias efectos sobre el patréon de suefio. Esto hace que el
suefio se vuelva aun mas complejo, pues diferentes situaciones pueden alterarlo,

pues la maquinaria bioguimica que participa es siempre diferente.

Por otra parte, una gran mayoria de estudios ha propuesto algunos modelos que
tratan de explicar los diferentes mecanismos y variables que participan en este
fenomeno bioclégico. Gran parte del sustento experimental de estos modelos, es la
extensa cantidad de informacién que existe sobre, lesiones de estructuras o vias
anatémicas, de registros de actividad unitaria, de administracién de farmacos o

substancias que reducen o prolongan la cuota diaria de suefio, de mapeo de



actividad cerebral, de analisis del electroencefalograma y recientemente sobre la
participacion ciertos genes. Sin embargo, ninguno de estos estudios considera la
alternancia del estadio de suefio, con otra fase, la vigilia (V), constituyendo asi el
ciclo vigilia-suefio. Asimismo, cada una de las fases de suefio: Suefio de ondas
lentas (SOL) y suefio de movimientos oculares rapidos (MOR), se estudian de
forma independiente y no como una entidad funcional propia de un sistema unico.
Este sistema, involucra la interaccién no solo entre las fases de suefio, sino
ademas entre el organismo y el medio que le rodea. Lo cual implica que los
diversos estimulos generados durante el periodo de actividad influyen sobre los
diferentes sistemas fisioldgicos y estos a su vez tienen diferente impacto sobre la
respuesta del cerebro hacia estos estimulos, parte de esta respuesta es a través
del suefio y la actividad neuronal generada en él. Este trabajo es una
aproximacion para tratar de explicar como es que el patrén de suefio y la actividad
cerebral se modifican y depende de forma directa de! tipo de experiencia previa o
predominante que el organismo llevé acabo cuando se encontraba despierto. Asi
como el explicar los posibles mecanismos bioquimicos que participan en la

generacion de estos cambios.

NEUROBIOLOGIA DEL CICLO VIGILIA-SUENO: aspectos generales

Como la frecuencia cardiaca, la actividad sexual, el hambre y la sed, el suefio ha
sido experimentado por el hombre desde los albores de su existencia prehistorica.
No solo como una vivencia personal sino como aigo que podemos reconocer en
otros seres, en nuestros congéneres y en los animales que nos rodean.
Curiosamente cuanto mas primitivo es un animal y menaos diferenciado su sistema
nervioso, mas dificil nos es establecer si duerme o no. Esto es ya complicado con
los reptiles y los peces, practicamente imposible en los invertebrados. Sin
embargo todos convergen en [a existencia de un estado actividad-reposo.
Podriamos comparar nuestro estado de vigilia con el periodo de actividad de un

insecto, pero dificiimente nuestro estado de suefio con su periodo de inactividad.
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Como la frecuencia cardiaca, la actividad sexual, el hambre y la sed, el suefio ha
sido experimentado por el hombre desde los albores de su existencia prehistérica.
No sélo como una vivencia personal sino como algo que podemos reconocer en
otros seres, en nuestros congéneres y en los animales que nos rodean.
Curiosamente cuanto mas primitiva es un animal y menos diferenciado su sistema
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los reptiles y los peces, practicamente imposible en los invertebrados. Sin
embargo todos convergen en la existencia de un estado actividad-reposo.
Podriamos comparar nuestro estado de vigilia con el periodo de actividad de un

insecto, pero dificiimente nuestro estado de suefio con su periodo de inactividad.




Hay algo en los mamiferos, poseedores de grandes cerebros diferenciados, que

los caracteriza como un sistema funcional sui generis.

Hoy en dia la determinacion de las fases que componen al ciclo V-SOL-MOR
puede hacerse por varios criterios. Primeramente los de tipo conductual (cierre o
apertura de los 0jos, posiciones corporales, reactividad a estimulos ambientales) y
los electrograficos (electroencefalograma (EEG), electrooculagrama (EOG),
electromiograma (EMG), o actividad neuronal (registro unitario). Para poder
distinguir entre los diferentes estados es necesario hacer una combinacién entre

todas las variables que nos permiten evaluarlo.

Actualmente contamos con un esquema general que nos permite hacer una
descripcidon de cada una de las fases. Sin embargo aun se desconocen muchos
de los mecanismos que subyacen a este fendmeno tan complejo que es el ciclo
vigilia-suefio. Se sabe que durante cada una de [as fases participan una variedad
de neurotransmisores, neuromoduladores, neurohormonas y “factores inductores
de suefio” muy amplia. Para generar cada fase es necesario la participacion
orquestada de todos ellos. De hecho para mas de una fase, los grupos de
neuronas que participan son los mismos, tal es el caso de la vigilia y el suefio
MOR. Esto nos muestra que tan compiejo es este fenémeno, el cual requiere la

participacion de todo el cerebro.

Registro electrografico

Los criterios para definir las diferentes fases de! ciclo vigilia-suefio, se basan en la
observacion de patrones conductuales y cambios en la actividad cerebral,
obtenidos a partir del registro electrografico. Uno de los especimenes mas
utilizados para registro de suefio es la rata, que de acuerdo con los estandares

establecidos (Tekeuchi ,1970) se divide en:



e Vigilia. La actividad del EEG es rapida, con frecuencias entre los 10 y los 20

Hz y con una amplitud de 30 a 50 uV. El EOG y el EMG presentan una

actividad alta y dependen de la conducta del animal.

VIGILIA

EEG

EEG
EMG
EOG

SUENO LENTO SUENO MOR
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FIGURA 1. Representacion grafica de un registro de suefio de rata. Observe los cambios en la actividad
clectroencefalografica en cada uno de las fases que componen al ciclo vigilia suefio. Note los movimientos
oculares rapidos que caracterizan a la fase de suefio MOR. Electroencefalograma (EEG), Electromiograma
{EMG), clectrooculograma (EOG).

» Sueno de Ondas Lentas (SOL). Se observan los husos de suefic en el EEG,

caracterizados por una frecuencia de 10 a 13 Hz, asociadoes con una actividad

lenta de bajo voltaje (100 a 200 uV). Dominan las frecuencias lentas entre los

0.25-4.0 Hz. El tono muscular disminuye pero no desaparece.

o Suefio MOR. Esta fase se caracteriza por una actividad theta hipocampal

marcadamente ritmica, cuya frecuencia es entre los 4 y 8 Hz. La actividad



electroencefalografica presenta ondas rapidas y de baja amplitud, similar a la
actividad cerebral de la vigilia. La actividad muscular se pierde, pero también se
presentan mioclonias. EIl EOG presenta una actividad en forma de salvas.
Tanto para el SOL como para el suefio MOR Ia rata permanece sobre su
vientre, con las cuatro extremidades flexionadas y la cabeza inclinada sobre el

torax.

NEUROANATOMIA

El enfoque neuroanatémico ha permitido describir un nimero de grupos celulares
distribuidos en diferentes sitios del cerebro. Durante mucho tiempo se manejé la
existencia de "centros” responsables o generadores de cierto estadio de actividad
cerebral o de alguna variable fisiolégica en particular. Sin embargo con el paso de
los anos esta idea ha ido desapareciendo. Por ejemplo anteriormente se
consideraba que los nucleos del tallo cerebral eran los responsables del control de
los eventos individuales que caracterizan al SMOR. Actualmente las evidencias
indican que los diferentes eventos del SMOR son generados por distintos grupos
celulares, localizados a nivel del puente y del mesencéfalo caudal. A continuaciéon
se hara una descripcidon general de las principales areas anatémicas del cerebro

involucradas en cada una de las fases que componen al ciclo vigilia-suefio.

VIGILIA

En la primera parte de este siglo, muchos fisidlogos, incluyendo a Kleitman, creian
que la vigilia y la conciencia eran mantenidas por un flujo constante de
infformacion sensorial hacia el cerebro. En 1930 una serie de experimentos
basados en la transeccion total del tallo cerebral (Kleitman y Camille, 1932),
mostraron que la separacion del cerebro (cerveau isolé) a partir del tallo cerebral y
la medula espinal, principales vias de entrada de informacidn sensorial, generaba
un estadio similar al suefo, caracterizado por una actividad cortical de ondas

lentas, ademas de presentar las pupilas miéticas (Bremer, F., 1935). En 1949,
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basados en la transeccion total del tallo cerebral (Kleitman y Camille, 1932),
mostraron que la separacion del cerebro (cerveau isolé) a partir del tallo cerebral y
la medula espinal, principales vias de entrada de informacion sensorial, generaba
un estadio similar al suefio, caracterizado por una actividad cortical de ondas

lentas, ademas de presentar las pupilas miéticas (Bremer, F., 1935). En 1949,



Moruzzi y Magoun demostraron que la estimulacion eléctrica de la formacion
reticular mesenceéfalica (FRm), pero no de las vias sensoriales generaba un
estado de activacion cortical generalizado. Asi mismo las lesiones de esta area,
producian la pérdida de la activacion cortical y ésta era sustituida por la aparicion
de ondas lentas y un estado de inmovilizacién, similar al estado de coma en
humanos (Lindsley y col, 1949, Lindsley y col, 1850). Los mayores efectos se
localizaron en la parte rostral de la FRm, en al porcién oral pontina y el tegmento
mesencéfalico, que manda proyecciones hacia el hipotalamo posterior y el
subtalamo (Moruzzi, 1972). Estudios posteriores demostraron que la FRm recibe
entrada de colaterales somaticas, viscerales y del sistema sensorial especifico. La
FRm manda a su vez proyecciones hacia el cerebro anterior basal por medio de
una via dorsal no especifica hacia en nucleo talamico y ventral, a través del
hipotalamo, subtalamo y tadlamo ventral (Starzl y col, 1951). Este sistema fue
llamado sistema reticular activador ascendente (SRAA), que fue identificado y
definido como el sistema neuronal, localizado en el tallo cerebral como el
responsable del mantenimiento ténico de la actividad cortical y de los parametros
conductuales de la vigilia. Una serie de estudios posteriores confirmaron estos

hallazgos en diferentes especies.

Por medio de estudios electrofisiolégicos, se ha descrito que el sistema del
cerebro anterior enervado por la FRm, manda proyecciones hacia la corteza
cerebral. Estructuras como el talamo ventromedial, €l nucleo intralaminar y el
nucleo de la linea media, al ser estimuladas eléctricamente son capaces de
generar activacion de la corteza (Steriade, 1981). Sin embargo se ha sugerido la
existencia de una via extratalamica independiente, en la sincronizacién cortical.
Esto se apoya en estudios de estimulacion de la FRm de gatos con ablacién del
talamo. Por ultimo registros electrofisiolégicos han demostrado que la frecuencia
de disparo de las neuronas de la FRm se incrementa durante la activacion cortical
y decrece en los periodos de suefio de ondas lentas (Steriade, 1981). Asi mismo

las neuronas talamicas manifiestan una frecuencia de disparo ténica durante la

10



vigilia, que a su vez activa las areas corticales. Adicionalmente se ha demostrado
que algunos grupos de neuronas del hipotdlamo ventral y del cerebro anterior,
presentan frecuencias de disparo tanto en suefio lento, como en la vigilia
(Szymusiak y McGinty, 1986, Vani Mercier y col, 1984). Incluyendo la substancia
innominata, el niicleo basal de Meynert y la banda diagonal de broca (Kievet y
Kuypers, 1975). Se ha sugerido la existencia de dos vias anatomicas relaciondas
con el mantenimiento de la vigilia. Una via ventral de naturaleza monoaminérgica
y una via dorsal de naturaleza colinérgica. La via ventral tiene su origen en los
nicleos del tallo cerebral y manda proyecciones ascendentes activas al
hipotalamo, subtalamo y cerebro basal. La via dorsal tiene su origen en los
nucleos colinérgicos del puente y del mesencéfalo. Estos nlcleos mandan sus

proyecciones hacia el talamo y este hacia la corteza (Jones, 1989).

SUENO DE ONDAS LENTAS

En 1961 se observo que la estimulacién con bajas frecuencias de la formacion
reticular medular, en particular de la formacién reticular bulbar (FRB) y del nacleo
del tracto solitario (NTS), generaba sincronizacién cortical y un estado similar al
SOL en preparaciones crénicas de gatos despiertos (Magnes, 1961). Por medio
de trazadores se encontro que la FRB y el NTS tienen proyecciones hacia la
region del ntcleo parabraquial, que proyecta hacia el talamo, hipotalamo, region
preodptica, nacleo de la estria terminales y amigdala (Norgren, 1978, Saper y
Loewy, 1980). En 1972 Jouvet propuso que los nucleos del sistema del rafe eran
los responsables de la generacion del SOL. Esto se fundamentaba en que las
lesiones realizadas en esta area inducia un estado de insominio. FPor medio de
estudios de marcaje de estas vias neuronales, se ha observado que existen
proyecciones hacia el SRAA, el hipotalamo y algunas estructuras limbicas.
Tedricamente la activacion de los nlcleos del rafe inhibia al SRAA, permitiendo al

talamo medial inducir los husos de suefio. En 1962 Sterman y Clemente,

demostraron que la lesion de la banda diagonal de Broca y el area predptica (AP)

11



generaba un estado de insomnio. La estimulacion eléctrica de dichas area inducia
somnolencia. Estudios electrofisiologicos han mostrado que las neuronas del
hipotalamo, AP y amigdala, incrementan su frecuencia de disparo en forma
relativamente mayor a la vigilia (Findlay y Hayward, 1969, Jacobs y McGinty,
1971). Resultados similares fueron encontrados por McGinty (1974), pero de
forma mas especifica, en el AP lateral, la substancia innominata y la banda
diagonal horizontal. Recientes investigaciones han demostrado que uno de los
factores que regula el SOL es la disminucién de |a actividad de las neuronas de la
formacidn reticular pontina (FRp) y FRm que manda proyecciones al talamo. Estas
vias inducen por un lado, la hiperpolarizacion del sistema talamocortical,
responsable de la desincronizacidn cortical y por otro lado una desinhibicién o
depolarizacidn de las neuronas reticulares talamicas (nRT). Las nRT presentan
una actividad eléctrica ritmica durante el SOL. Teniendo como consecuencia una
activacion oscilatoria de los nacleos talamicos y en consecuencia de la corteza
cerebral (Steriade, 1992).

12
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FIGURA 3. Se ilustra las oscilaciones talamocorticales in vivo. Las espigas durante el suefio lento
son generadas por las células talamicas (panel A). Los potenciales registrados a travéz de un
microelectrodo insertado en neuronas del NRT de un gato deaferentado. Las flechas sobre las
espigas del panel A sefalan la secuencia en rafaga de estas espigas, entre las cuales se
encuentran las ondas lentas. En el panel B se ilustra las conexiones involucradas en la generacion
de estas espigas. En el panel C se muestra el registro de 3 diferentes tipos de neuronas
(cortical reticular talamicas y talamocorticales) y las esplgas que generan. IPSP potencial
postsinapticos inhibitorios.

SUENO DE MOVIMIENTOS OCULARES RAPIDOS

La fase de suefio MOR se caracteriza por una serie de eventos entre los cuales
se encuentran: un patréon desincronizado de actividad cortical del EEG, un ritmo
theta hipocampal, atonia muscular de los muisculos gravitatorios, registro de
potenciales de campo en el puente, el nucleo geniculado lateral y [a corteza
occipital, las llamadas espigas (PGO). Los movimientos oculares rapidos, las
mioclonias que son movimientos repentinos de la musculatura facial y de los

miembros inferiores, asi como las pronunciadas fluctuaciones cardiorespiratorias.
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La desincronizacién cortical, el ritmo theta hipocampal y la atonia muscular se
presentan tonicamente a lo largo de un periodo de suefio MOR. El resto de los
eventos son de naturaleza fasica. En este trabajo se describiran solamente 4 de
las caracteristicas que definen al suefio MOR, por considerarlas como las mas

importantes.

- Desincronizacion Cortical

La desincronizacién cortical es una de las caracteristicas que diferencia al suefio
MOR del resto de los estadios de suefio. Moruzzi y Magoun (1949) fueron los
primeros investigadores en demostrar que la formacion reticular (FR) del tallo
cerebral juega un papel importante en la inducciébn y mantenimiento de la
desincronizacion cortical. Su trabajo consistid en una preparacién, en donde la
estimulacién de la FR producia una actividad rapida de bajo voltaje y que este
efecto era independiente del sistema sensorial ascendente. Estudios posteriores
realizados en gatos y monos (Lindsley y col, 1950 y Frech y Magoun, 1952)
mostraron que las lesiones del tallo cerebral medial, especificamente de la FR
producian un patron de suefio sincronizado. Asi mismo la lesién lateral que
interrumpia el tracto sensorial ascendente, pero no a la via de la FR, no alteraba
el patrén cortical del ciclo vigilia-suefio. Sin embargo, el mecanismo que se
postulaba para la desincronizacion cortical durante el SMOR era el mismo que el
sugerido para la vigilia. No fue hasta los trabajos de Jouvet (1962) quien propuso
que la FR pontina y mas especificamente el nlcleo pontis caudalis, como la regién
mas directamente relacionada con la desincronizacion cortical durante el SMOR y
ademas que las fibras de la FR pontina ascendian al cerebro anterior a lo largo
del circuito mesencefalico limbico. Estudios posteriores corroboraron estos
resultados. Los trabajos de Carli y col, (1963), Carli y Zanchettti, (1965)
realizando lesiones electroliticas en la parte caudal del tallo cerebral, encontraron

lo siguiente:

14



]. La destruccion del nucleo anterior del rafé, locus coeruleus, subcoeruleus y el

nucleo pontis reticularis tegmental no alteraban la desincronizacién cortical.

Il. Lesiones del nucleo tegmental ventral y dorsal de Gudden vy el nicleo del rafé

dorsal y medial no afectaba tampoco la actividad del EEG durante suefioc MOR.

[ll.Lesiones del nucleo pontis caudalis implicado en trabajos anteriores como el
responsable de la actividad rapida de bajo voltaje, tampoco inducia cambios. La
lesion del nucleo pontis oralis fue el unico grupo de células que se asocié con
la pérdida de los indices electrofisiolégicos que definen la desincronizacion

cortical del suefio MOR.

Estos autores concluyeron que el nucleo pontis oralis era el responsable directo
de la desincronizacion cortical durante el suefic MOR y que posiblemente el
mecanismo se distribuia en la porcidon rostral del puente y del cerebro medio.
Finalmente Hobson (1965) propuso que el sistema de desincronizacién cortical en
el suefio era anatomicamente y fisioldgicamente distinto del sistema reticular
activador ascendente propuesto para la vigilia. Posteriores estudios, utilizando la
estimulacion antidrémica en conjunto con técnicas de inmunohistoquimica, han
mostrado que existe cierto nimero de proyecciones nerviosas del tallo cerebral
hacia la corteza, que incluye vias al hipotalamo anterior, tegmento dorsal pontino,
nucleo magnus del rafé, nacieo magnocelularis magnus, locus coeruleus y campo
tegmental magnocelular (Itoh , 1976, Keefer, 1978 y Sakai, 1985a). Sin embargo,
la desincronizacion del EEG no depende directamente de estos grupos celulares.
Sakai propuso que las neuronas del nucieo magnocelularis magnus (Mc)
proyectan directamente al nucleo taldmico intralaminar, sitio involucrado
directamente sobre la actividad del EEG (Steriade, 1984). Sakai manifestd que las
neuronas del Mc disparan potenciales de accién selectivamente durante el suefio
MOR, justo 20 s antes de iniciar la desincronizacién del EEG. Por otra parte

Steriade y col (1981) mostraron que las neuronas de la FRm disparan de forma
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tonica tanto en la fase de vigilia, como durante el suefio MOR. Por lo tanto dicha

estructura también participa en la desincronizacion del EEG.

- Movimientos Oculares Rapidos

Trabajos relacionados sobre el control de este fendmeno son pocos. En 1972
Cohen y Komatsuzaki, demostraron que la estimulacion de la FR pontomedular
(FRp) generaba movimientos oculares conjugados. La lesién de tipo unilateral
eliminaba los movimientos ipsilaterales (Goebel vy col, 1871). Subsecuentes
estudios de actividad unitaria de la FRp en animales despiertos revelaron una
intrincada red de células que participan en la generacion de los movimientos
oculares rapidos (Mor) (Kaneko y col, 1981, Curthoys y col, 1981,Yoshida y col,
1982). Estudios de registro de actividad unitaria en una zona mas amplia del tallo
cerebral, que incluia el tegmento pontomedular, asi como los alrededores de la
parte reticular, mostraron la presencia de un grupo de neuronas pontomedulares
que disparaban de forma asociada con la generacion de un Mor (de tipo
sacadico), tanto en vigilia como en suefio MOR. Este grupo de neuronas (32
reportadas) se localizé en la porcién dorsomedial y rostral del nucleo abducens.
Por otra parte Pivik y colaboradores (1977) describieron una poblacién de

neuronas de la FRp asociada con los Mor, con las siguientes caracteristicas:

|. - su disparo de incrementaba 250 ms antes de un movimiento ocular

1. - mostraron un incremento en su frecuencia de disparo de 100-150 ms antes de
un Mor

lll.- una frecuencia maxima de disparo 50 ms antes y 50 ms después de la

generacion de Mor.
Las propiedades descritas en estas neuronas fueron muy diferentes de las

descritas en otros estudios realizados. Sin embargo hasta ahora aun no queda

claro el mecanismo.
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- Espigas Ponto-geniculo-occipitales

Las neuronas responsables de la ocurrencia de las PGO, se encuentran
localizadas en el tegmento caudal mesencefalico y el tegmento rostral pontino:
dentro del area de la FRM y alrededor del braquium conjuntivo, referido como el
area X (Sakai, 1986), en la parte rostral del nucleo parabraquial (PBL), en el
nucleo laterodorsal tegmental (nTLD) vy en ila parte rostral del ndlcleo locus
coeruleus alfa (LC-alpha). El papel de estas estructuras en la generacién de

espigas PGO se basa en las siguientes pruebas experimentales:

|. -Las neuronas relacionadas con las ondas PGO (células PGO-on) que disparan
en forma de rafagas, de 3-5 espigas en 20 ms, preceden a las ondas PGO del
cuerpo geniculado lateral (CGL). Estas ondas se registran en el area X, el nTLD

y en la parte rostral del LC-alpha y el PBL.

il. -La estimulacién eléctrica del CGL y del nucleo lateral central del talamo, tiene

como efecto una estimulacion antidrémica de las células PGO-on.

.-La estimulacién eléctrica de estructuras tegmentales dorsales que tienen
células PGO-on, induce espigas PGO en el CGL y en la corteza cerebral. La
destruccion de estos elementos elimina por completo las ondas PGO talamo-

corticales.

Por Gltimo se ha demostrado la naturaleza colinérgica de las células PGO-on
(Sakai, 1985a), asi como el papel inhibitorio o permisivo del sistema
monoaminérgico sobre este fendmeno (Sakai, 1986b). En la figura 3 se
esquematizan las principales vias que participan en esta fase de suefio y la

regulacion de los diferentes parametros.
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FIGURA 3. En esta figura se representan la red neuronal que participa en la generacién del suefio
MOR vy los diferentes paramétros de lo definen (izquierda). Las regiones inhibitorias se muestran en
circulo rojo y las excitatorias con circulo morado. Un incremento en la frecuencia de disparo de las
neuronas reticuiares, talamocorticales y coiticales desincroniza ¢f EEG. La deshibicién ténica v
fasica de las neuronas originan las espigas ponto-geniculo-occipitales (PGO}. El disparo de la
neuronas reticulares y vestibulares origina los movimientos oculares rapidos, las células
vestibulares excitan directamente a las neuronas oculomotoras. La inhibicidn postsinaptica de las
células del asta anterior de la medula espinal por la formacion reticular pontomedular causa la
atonia muscular. AHC células del asta anterior, CT corteza, FT nulcleo tegmental reticular, LC locus
coeruleus, P regién peribraquial, PT células piramidales, RN nicleo del rafe, TC talamocortical, Il
nacleo oculomotor, IV nuaclec coclear, V nacleo motor trigeminal.
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Por otra parte, se ha demostrado que durante el SMOR existe un aumento en los
niveles de excitabilidad cerebral, es decir una reducciéon del umbral de disparo de
ciertos grupos neuronales. Estos niveles de excitabilidad se han descrito no solo a
nivel del tallo cerebral, sino que se encuentran distribuidos a lo largo de todo el
cerebro. Este grupo de neuronas que incrementan su frecuencia disparo durante
un periodo de SMOR se ha denominado, células REM-on (ias siglas REM se
refieren a rapid eye movement del idioma inglés). Las cuales se han evidenciado
en el locus coeruleus-alfa, perilocus coeruleus, FRP, en el nlcleo parabraquial, el
nucleo magnocelular, en el pedinculo pontino y ndcleo laterodorsal tegmental
(McGinty y col, 1974, Hobson y col, 1975, Sakai, 1985, Szymusiak y McGinty,
1986, Saito, 1977, McGinty y col, 1985, Sakai 1986). Adicionalmente, se han
descrito grupos de neuronas que se mantienen silentes durante un periodo de
SMOR. Este grupo de células ha sido denominado REM-off. Estas se han descrito
en los nucleos del sistema del rafé y el locus coeruleus (Hobson y col, 1975,
Mallick y col, 1989).

MODULADORES DEL CICLO VIGILIA-SUENO: factores exégenos

Uno de los mecanismos del ciclo vigilia-suefio que permanecen poco explorados
es su regulacidn por factores externos. Desde hace 40 afios se han reportado los
efectos de la modulacion del ciclo vigilia-suefio por factores externos; sin
embargo, hasta hoy dia se sabe poco sobre cual es el efecto real de estos
factores sobre los mecanismos cerebrales encargados de la regulacion vy
mantenimiento del ciclo vigilia-suefio. De tal forma, que se ha estudiado una gran
cantidad de condiciones externas y todas han llevado a sugerir que el ciclo vigilia-
suefio es un estado tan fragil que la mayoria de los factores externos pueden
modificar, con diferente intensidad, a cada una de las fases que lo componen,
tanto el suefioc de ondas lentas, el suefo de movimientos oculares rapidos e
inclusive a la vigilia. Los cambios observados en cada una de estas fases varian y

dependen en su mayoria de la condicién a la cual haya estado expuesto el sujeto.
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Es decir, la naturaleza del estimulo es la responsable de inducir cambios
especificos sobre el patrén de suefio subsecuente. Seguramente los cambios que
se presentan en el patron de suefio como consecuencia de los factores externos,
se deben a las modificaciones que en el ambito celular ocurren en el organismo y
en particular en el cerebro. Cambios en los niveles de neurotransmisores,
hormonas y péptidos e inclusive de receptores. En este trabajo se aborda esta
problematica, haciendo énfasis sobre los mecanismos bioquimicos que pudieran
estar participando en la generacién de los cambios inducidos en el cicio vigilia-

suefio, por situaciones como: el estrés, la ingesta de comida y el ejercicio.

SUENO Y ESTRES
Una gran variedad de situaciones que pueden ser caracterizadas como nocivas,
como por ejemplo desgaste fisico, situaciones traumaticas, situaciones de riesgo
etc. por lo general inducen una respuesta caracterizada por un crecimiento de la
corteza adrenal, involucion del timo y del bazo, asi como formacion de ulceras en
el estémago vy el duodeno (Seyle, 1936). Estas respuestas son una manifestacion
del organismo ante la presencia de eventos nocivos y se engloban bajo el termino
de estrés. Estos eventos nocivos llamados estresores son en su mayoria
situaciones o experiencias que activan a los diferentes sistemas fisiolégicos que
participan en la defensa y alerta del organismo. Se ha propuesto que este tipo de
respuestas es parte del proceso homeostatico que permite retornar al organismo a
su estado de equilibrio (Seyle, 1956).
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pituitaria-adrenales (HPA) es de suma importancia para mantener la homeostasis
del sujeto. Asi como la participacion del sistema nervioso auténomo el cual regula
la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria y la vasoconstriccién arterial entre
otros. Se ha demostrado que la mayoria de las situaciones externas que provocan

estrés inducen la liberacion de hormona adenocorticotropica (ACTH) de la
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pituitaria anterior. La secreciéon de ACTH estimula la sintesis de corticoesteroides
en la corteza adrenal los cuales estan directamente relacionados con el
metabolismo de la glucosa y las proteinas. Como mecanismo de retroalimentacion
negativa el aumento de la concentracién de corticoesteroides en el plasma inhibe
la liberacion de ACTH.

La liberacién de ACTH por la pituitaria es regulada por el factor de liberacion de
corticotropinas (CRF), el cual es liberado en las neuronas neurosecretoras
parvocelulares del nucleo paraventricular hipotalamico (Rivier et al., 1982, Rivier y
Plotsky, 1986). EI CRF liberado es transportado por el sistema portahipofisial
hacia la hipofisis, donde induce la ruptura de la pro-propiomelanocortina, proteina
precursora de la cual se deriva la ACTH y otros péptidos como las endorfinas y la

hormona estimuladora de los melanocitos (a-MSH).

Adicionalmente durante el estrés se induce un aumento en la actividad de las
enzimas responsables de la sintesis de catecolaminas (tirosina hidroxilasa,
dopamina beta-hidroxilasa y feniletanolamina N-metiltransferasa) teniendo como
resultado un incremento en la concentracién de dopamina, norepinefrina y

epinefrina en diferentes estructuras del cerebro (Axelrod y Reisine, 1984).

En situaciones de estrés psicosocial, por ejemplo competencia por el alimento y
territorio, se ha mostrado que se inducen cambios en la presién arterial, en el
tamario y masa de la medula adrenal y en la concentracién de catecolaminas
(Axelrod et al. , 1970). En el estrés por inmovilizacidn se obtiene un modelo
combinado de estrés emocional (reaccién al escape) y de esirés fisico (trabajo
muscular), ambas situaciones activan al sistema simpatico y a la médula adrenal,
como resultado la actividad de las tres enzimas limitantes de las catecolaminas se
incrementa (Kvetnanshy et al.,, 1971b). Con otros tipos de estresores como la
exposicién al frio, nado forzado y electrochoques se observan respuestas

similares (Kvetnanshy et al. , 1971a).
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A nivel del metabolismo cerebral se ha demostrado por medio de la incorporacion
de glucosa marcada, que el estrés induce cambios en la actividad metabélica de
varias estructuras del sistema nervioso central principalmente: corteza,
hipotalamo, sistema limbico y puente (Duncan et al., 1993). Adicionalmente se ha
observado que la produccion de lactato y metabolitos de la glucosa también se
modifican durante estrés (De Bruin et al., 1990, Schasfoort et al. , 1987). Por
ejemplo se ha observado que la exposicion repetida al estrés atenta la
incorporacién de glucosa marcada de forma gradual en las zonas mas activas del
cerebro. Sugiriendo con ello una taza de gasto metabdlico menor como

consecuencia de una habituacion al estrés (Schasfoort et al. , 1987).

Todos estos cambios inducidos por el estrés en sus diferentes manifestaciones,
se han convertido en una de las herramientas mas utilizadas para el estudio tanto
de aspectos conductuales como los procesos celulares que esto implica. De tal
suerte que el ciclo vigilia-suefio no ha quedado libre de manipulaciones que
involucran la generacion de situaciones de estrés. Tal vez porque una de las
caracteristicas mas sobresalientes de este tipo de situaciones es que exacerban

la duracion y frecuencia de aigunas de las fases que componen el ciclo.

Si hablamos de suefio y estrés se tiene que hacer primero referencia a la serie de
trabajos sobre los métodos de privacion de suefio y en particular a los de privacion
de suefio MOR debido a que estos métodos producen estrés. Varios estudios han
mostrado que cuando se priva de la fase de sueffio MOR por periodos
prolongados, por medio de la técnica del florero invertido se presenta
posteriormente durante el pericdo de recuperacion una incremento en el tiempo
total de suefio MOR, dicho incremento se conoce como rebote de suefio MOR
(Dement, 1969, Siegel y Gordon, 1965, Vogel et al., 1975, Endo et al., 1998). El
problema central de este rebote de suefioc MOR radica en que no se puede
discernir si el aumento de suefio MOR es debido a la privacién per se o bien a la

manipulacién que se utiliza para privar de esta fase de suefio y que por si misma
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genera estrés. Tales conclusiones se basan en el hecho de la privacion de suefio
MOR por medio de esta técnica induce trastornos en la conducta del animal y

deterioro fisico.

Con respecto a este punto algunos grupos han demostrado que algunas
sustancias relacionadas con respuestas al estres como son: la ACTH, los
corticoesteroides, la noradrenalina y la epinefrina muestran variaciones en su
concentracion después de la privacion de suefio MOR. Evidencias recientes han
mostrado incremento en los niveles de tirosina hidroxilasa y de RNAm del
transportador de norepinefrina en el nucleo locus coeruleus después de un
periodo de 3 dias de privacion de suefio MOR (Basheer et al, 1998). Estos
resultados sugieren que posiblemente el rebote de suefio MOR que se presenta
posterior al periodo de privacién sea consecuencia directa del estrés y se deba a
la serie de cambios bioguimicos que se generan en el metabolismo de los
diferentes hormonas y neurotransmisores que participan en la regulacion de este
fenémeno (Rampin et al., 1991). De tal suerte que el rebote de suefio MOR seria
consecuencia directa de los procesos de sintesis y secrecion de las diferentes
hormonas activadas por el estrés sobre el mecanismo de mantenimiento del
suefio MOR. Entre estas hormonas encontramos a la ACTH, el CRF, las
endorfinas, epinefrina y norepinefrina que a su vez afectan otros sistemas como
frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca y temperatura. Estas serie de eventos
bioquimicos pueden ser los responsables de cambios en la actividad cerebral y
por consiguiente en el patron subsecuente de suefio. Aligunos estudios han
mostrado que la administracién i.c.v. de CRF incrementa el porcentaje de suefio
de ondas lentas y de suefio MOR (Marrgsu y col. |, 1650, Opp y col., 1997,). Estos
cambios en el suefio son similares a los reportados cuando el animal se somete a
estrés Unicamente, lo cual sugiere que muy posiblemente el CRF sea uno de los
FIS involucrados en modular el mecanismo general de suefio, después de gue un

animal a sido sometido a una situacion de estrés.
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Por otra parte en estudios anteriores se habia demostrado que 2 horas de estrés
por inmovilizacién son suficientes para inducir un rebote de SMOR, similar al
rebote ocasionado por los métodos tradicionales de privacion de esta fase
(Kovalzon y Tsibulsky, 1984, Rampin y col, 1991). Dentro de los posibles
mecanismos involucrados como los responsables de este rebote de suefio MOR
se considera a los péptidos derivados de la familia de la propioomelanocortina
(POMC) de la cual también forma parte la ACTH (Chastrette y col, 1990). La
posibilidad de que alguno de estos péptidos sea el responsable de los cambios de
la arquitectura de suefio y la potencia del EEG no es nula. Se sugiere que muy
posiblemente la vigilia asociada al estrés sea la fuente de varios procesos

hormonales que tienen como fin inducir el suefio post-estrés.

Las primeras evidencias que observaron el efecto del estrés sobre el suefio
corresponden a los trabajos de Altman y colaboradores (1972) cuyo experimento
consistiéd en someter a 5 horas de estrés por inmovilizacion a un grupo de ratas y
observar que sucedia sobre el suefio. Los resultados mostraron que no habia un
efecto significativo sobre la fase de suefio lento, pero si sobre el suefio MOR, el
cual disminuia durante las 6 primeras horas de registro después del estrés.
Estudios mas recientes han demostrado que el estrés inducido por medio de
inmovilizacién durante un periodo de 2 horas, al inicio del periodo de obscuridad,
produce un incremento en la duracién promedio de suefio MOR. Adicionalmente,
se demostro que si el periodo de estrés se repite durante varios dias el incremento
de suefio MOR ya no se presenta; es decir hay un periodo de habituacién al
estrés. De forma contrario, |la privacién de suefio por la técnica del florero invertido
por 2 horas no induce ningln efecto sobie ei suefio MOR (Rampin et al., 1991).
Estos resultados sugieren que el aumento de suefio MOR que se presenta
posterior a los periodos de privacion puede deberse a un efecto directo del estrés
generado por la manipulacién de privacién, mas que a la falta misma de suefo
MOR. Estudios recientes han mostrado que el estrés por inmovilizacién aplicado

también por 2 horas no soéio induce un incremento en la duracién y frecuencia del
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suefio MOR, sino un incremento de [a potencia absoluta de la banda delta y theta,
durante las 4 horas subsecuentes al periodo de estrés (Garcia-Garcia et al.,
1998). Empero, se ha demostrado que un periodo de estrés por inmovilidad de
una 1 hora parece ser mas eficiente que un periodo de 2 horas para inducir ciertos
cambios. Durante el periodo de 1 hora se obtiene 57% mas de SMOR en
comparacion al 32% obtenido con 2 horas, inclusive se obtiene un aumento de

SOL de un 17%, lo cual no sucede con 2 horas de estrés (Bonnet et al., 1997).

Por el contrario, existen algunas evidencias que sefialan que el estrés por
inmovilizacién no induce ningun efecto sobre el SMOR en algunos sujetos de
experimentacién (Bouyer et al., 1997). Estos resultados indican que las diferencias
inter-individuales que se presentan como respuesta al estrés estan directamente
relacionadas con l|a reactividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenales (Bouyer et
al., 1998). Lo cual implica que la secrecion de hormonas estara en funcion de la

intensidad y duracion del estrés.

Por otra parte, hay experimentos que indican que el efecto del estrés sobre el
ciclo vigilia-suefio depende de la naturaleza del estresor. Se ha observado que la
exposicioén durante 5 minutos a un choque eléctrico asociado a una conducta de
escape induce un decremento significativo sobre el tiempo total de suefio y sobre
SMOR, en el primer dia de registro. Durante el segundo dia de registro sélo se ve
afectado el SMOR, recuperandose hasta el séptimo dia de registro (Kant et al.,
1995). Otras evidencias muestran que ratas que son expuestas a estrés de tipo
social o locomocion forzada presentan un incremento considerable sobre el suefio
de ondas lentas y como consccuencia sobre ia poiencia de la banda delta (0.25-

4.0Hz) del electroencefalograma (Meerlo et al., 1997, Tobler y Borbély, 1990).
Finalmente, se ha visto que la actividad enzimatica de la colina acetiltransferasa

enzima responsable de la sintesis de acetilcolina, se incrementa en ciertas areas

como la corteza, hipotalamo, hipocampo, cerebelo y medula suprarrenal, en
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condiciones de estrés (Wahba y Sohman, 1992). Lo cual sugiere el papel de la
acetilcolina como modulador en las respuestas al estrés. Asi mismo se sabe que
la acetilcolina participa en la generacion y mantenimiento del suefio MOR
(Hernandez-Peon et al., 1963, Amatruda, 1975, Shiromani y McGinty, 1986,
Hobson et al., 1983, Veldzquez-Moctezuma et al., 1991). Lo cual podria explicar el

porque del aumento de suefio MOR despues de un periodo de estrés.

Estos cambios en los diferentes niveles de neurotransmision y de péptidos que se
generan durante el estrés y que también modulan al suefio, seguramente tienen
efecto sobre la arquitectura de suefio subsecuente; es decir sobre el suefio post-
estrés; lo cual sugiere que dichas sustancias directamente relacionadas con el
estrés puedan ser las responsabies de generar los cambios observados en el
patron de suefio. Resumiendo, los cambios que se generan en los diferentes
sistemas fisiologicos, como parte de la respuesta del organismo a los diferentes
estimulos a los que estuvo expuesto cuando estaba despierto, como el caso de
una situacién de estrés, responden directamente a las necesidades imperantes en
ese momento y que posiblemente los péptidos y neurotransmisores que estan
involucrados en situaciones de este tipo, sean los responsables de inducir el
suefio subsecuente. Por lo tanto, el suefio posterior a cada una de las situaciones
expuestas durante la vigilia es diferente, ya que el mecanismo que lo esta
generando (péptidos, hormonas, neurotransmisores etc.) depende directamente
del evento previo que ocurrio antes de dormir. Esto sugiere la existencia de varios
tipos de suefio, posiblemente un suefio post-estrés, post-privacion de suefio, post-
prandial, post-aprendizaje, post-enfermedad etc. Para reforzar esta hipétesis,

analizamos otros ejemplos Gue ia apoyen.

SUENO E INGESTA DE COMIDA
El suefio y la ingesta de alimento son dos conductas perfectamente bien definidas

en todos los seres vivos. Ambas ocurren como patrones ciclicos independientes
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pues nunca se presentan de forma simultanea. Sin embargo, dicha independencia
no es del todo cierta, varias evidencias han mostrado que existe una estrecha
relacion entre la ingesta de alimento y el suefio (Borbély, 1977, Danguir y
Nicolaidis, 1978, Danguir y Nicolaidis, 197%a, Danguir y Nicolaidis, 1979b,
Dewasmes et al., 1991). Quiza el lector podria corroborar por experiencia propia,
que el comer en la mayoria de las veces induce suefio. ¢Pero cual podria ser esta

relacion?

Rubinstein y Sonnenschein (1971a, b) mostraron en un estudio hecho en gatos
que el tiempo total de SMOR se incrementaba después de la ingesta de alimento.
Posteriormente se describio la existencia de breves periodos de somnolencia,
inmediatamente después de la ingesta de comida. Este fendmeno se denomino
como somnolencia post-prandiai (Rubinstein, 1972). Posteriormente, algunas
observaciones relacionaron la ingesta de comida y sueifio partiendo desde otra
perspectiva. En primera instancia se consideraron algunas de las evidencias que
habia descritas en ese tiempo sobre privacidon de SMOR. Durante un periodo de
privacién de SMOR algunas conductas pueden facilitarse, como por ejemplo: la
agresividad, la conducta sexual y el consumo de comida ( Dement, 1969). Siegel
(1975) establecié un relacién entre la cantidad de SMOR y el consumo de comida.
Una disminucion de SMOR se correlaciona con un incremento en el consumo de
alimento durante un periodo de 12 horas. De manera inversa el consumo de
alimento produce un incremento en el SMOR en el mismo tiempo. De tal suerte
que la retroalimentacion entre ambos determina la cuota de SMOR y la ingesta de

alimento durante un periodo de 24 horas.

Pero no fue hasta finales de la década de los 70's y mediados de los 80's que
una serie de trabajos desarrollados por Danguir y Nicolaidis mostraron por vez
primera que la infusion de diferentes tipos de nutrientes en la rata tenia un efecto
sobre el suefio. Por ejemplo, la infusién intravenosa de glucosa no produce ningun

efecto sobre la duracion del SOL y SMOR durante un periodo de registro de 24
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horas. Por el contrario, se observd una disminucién en el porcentaje de SOL
durante la fase de luz. La infusién de lipidos induce sélo un decremento en el
porcentaje de SOL durante la fase de luz. La infusidn de aminoacidos también
reduce el porcentaje de SOL en la fase de luz pero incrementa el suefio MOR
tanto en la fase de luz como de obscuridad. Finalmente la infusién de una mezcla
de aminoacidos y lipidos incrementa el SOL en la fase de luz y obscuridad, asi
como también el suefic MOR en ambas fases del ciclo (Danguir y Nicolaidis,
1980a). Estos resultados sugieren que [a administracibn de substratos
metabalicos de forma sistemica tiene un efecto sobre el suefio el cual depende de
la naturaleza del substrato y probablemente del grado de utilizacién de las células.
Esto implica que el suefio puede ser potenciado de acuerdo a un factor
proporcional que estaria relacionado directamente con la cantidad de substratos
metabdlicos disponibles (Danguir y Nicolaidis, 1978, 1980b). Por lo tanto, la
“calidad” de suefo dependera directamente de la naturaleza de la dieta que un

sujeto ingiera antes de ir a dormir.

Con base en estos resultados Danguir y Nicolaidis (1980a) propusieron la
hipotesis ischymetrica, la cual propone que existe un receptor hipotético en las
células que monitorea los niveles y el intercambio de substratos metabdlicos
disponibles en las células. De tal suerte que, al disminuir los niveles de substratos
metabdlicos disponibles se induce como consecuencia una disminucién en la
tendencia a dormir y aumenta de forma proporcional el apetito o la necesidad de
ingerir alimento. Esto es con el fin recuperar el nivel basal de substratos
metabodlicos. De forma inversa niveles altos de substratos metabdélicos inducen
suefio y regulan la saciedad, un planteamiento sirmiiar al propuesto por Siegel
(1975).

Evidencias posteriores mostraron que la privacion de alimento por 80 horas no
induce cambios significativos sobre la cantidad diaria de los estados de vigilancia.

Sin embargo, la distribucion de la fase de suefio MOR con respecto al ciclo luz-
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obscuridad se ve alterada. La fase de SMOR se incrementa en las primeras 3
horas del ciclo de luz como una consecuencia de la supresion que presenta en la
fase de obscuridad. Conforme se prolonga el periodo de privacion, la duracién del
SOL y sueno MOR se reduce. Cuando el alimento se restituye la cantidad total de
suefo y en particular de SOL se recupera e inclusive aumenta significativamente
con respecto a los animales control (Borbély, 1877). Estos experimentos sugieren
gue existe una estrecha relacién entre el consumo de alimento o disposicién de
nutrientes con la cantidad y distribucién de las fases del suefio, lo cual también ha
sido sugerido por otros autores (Danguir y Nicolaidis, 1978, 1980b). Estas
evidencias ponen de manifiesto la influencia que tiene la ingesta de comida sobre
los estados de vigilancia. Sin embargo, ;Cuales podrian ser [os mecanismos

bioquimicos involucrados en generar estos cambios sobre el suefio?

Una variedad de estudios ha demostrado que un péptido llamado colecistoquinina
(CCK) cuyo nombre quiere decir que excita o mueve la vesicula biliar y el
colédoco y cuya funcién es estimular la secrecion de hormonas pancreéticas y en
el peristaltismo (lvy y Olberg 1927, 1928). Actuaimente se han descrito varias
formas moleculares de CCK, las de 39 y 59 residuos de aminoacidos y formas
pequenhas de 4, 5 y 8 aminoacidos. Dichas formas moleculares se encuentran en
diversos érganos y en el cerebro de varias especies, incluyendo la rata, el cerdo,
el perro y el hombre (Calam et al. , 1982, Walsh et al., 1982, Eberlien et al., 1988).
Interesantemente, la actividad biclégica de la CCK reside en la porcion del
carboxilo-terminal de 8 residuos de aminoacidos con una tirosina sulfatada, la
denominada CCK8-S (Ondetti et al. , 1970). Asi mismo, la CCK participa también
como un regulador de la saciedad ya gue rcduce ia ingesta de alimento después
de comer (Gibbs y col. , 1973).

Adicionalmente, a las funciones descritas para este péptido, se ha mostrado que

la administracion de CCK-8 en ratas va seguida de una secuencia de eventos

conductuales estereotipados propios del organismo despues de comer. Estas
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caracteristicas se agrupan bajo el nombre de sindrome de la saciedad que
culmina con un estado de reposo o de suefio (Antin et al., 1975, Crawley, 1985).
Se ha sugerido que el suefio que se presenta después de la ingesta de alimento,
el denominado suefio postprandial, pudiera estar modulado por la liberacion tanto
en el intestino como en el pancreas de CCK y a nivel central en el cerebro en el

nucleo del tracto solitario.

Los primeros experimentos que mostraron la relacibn entre CCK y suefio
corresponden a los trabajos de Fara, que observé que la administracion de
extractos de duodeno, una region rica en CCK, induce suefio en gatos. Efectos
similares se observaron con la administracién de grasas (Fara et al., 1969).
Estudios posteriores mostraron ya una relacién directa de la CCK con el suefio.
Mansbach y Lorenz (1983) reportaron que la inyeccion intra-peritoneal (ip) de CCK
reduce la latencia al primer periodo de suefio MOR y SOL. Este Ultimo incrementa
su duraciéon de forma dosis dependiente. Resultados similares fueron reportados
por Rojas-Ramirez y colaboradores (1982), donde la inyeccién ip de CCK reduce
la latencia a SOL sin afectar el tiempo total de suefio en la rata. Estudios
posteriores demostraron que la administracién ip de CCK no sdlo incrementa el
SOL sino también la actividad del espectro de potencia en las banda de ondas
lentas en conejos (Kapas et al., 1988). Sin embargo, el efecto somnogénico de la
CCK no soélo involucra al SOL, sino también al suefic MOR cuya duracion se
incrementa (De Saint Hilaire et al., 1989, Kapas et al. , 1991a).

En contraste con los efectos de la administracion sistemica de CCK, la inyeccion
icv de este péptido no afecta el SOL en ratas, pero induce un incremento en Ia
latencia a el primer periodo de suefio MOR (Riou et al., 1982a). Por su parte, la
administracién cronica de CCK durante 5 dias no afecta el SOL pero si incrementa
la frecuencia de los periodos de suefio MOR (DeMesquita y Haney, 1986).
Empero, otros estudios han reportado que en congjos la administracion icv de

CCK no tiene efecto alguno sobre el suefio. De hecho dosis bajas reducen tanto el
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SOL como el suefio MOR (Kapas et al., 1991b). En gatos insomnes tratados con
paraclorofenilalanina (PCPA) un inhibidor de la recaptura de serotonina, la
inyeccién icv de CCK restablece parcialmente los niveles de suefio MOR pero no
los de SOL, sugiriendo con ello que la CCK tiene un papel importante en el

mantenimiento de esta fase de suefio (Prospéro-Garcia et al., 1987).

SUENO y EJERCICIO

Varios paradigmas experimentales han sido utilizados para evaluar el efecto del
ejercicio sobre el suefo. Estudios epidemiolégicos han mostrado que el ejercicio
puede favorecer el suefio y se sugiere que la actividad fisica regular puede
mejorar la calidad de suefio disminuyendo el insomnio. Basado en el hecho del
pronunciado incremento de ondas lentas que se presenta después del ejercicio.
No obstante, el mecanismo que subyace al incremento de la actividad de ondas
ientas es desconocido. Sin embargo, algunas hipétesis sefialan al aumento de la
temperatura corporal como la responsable del aumento de la fase de ondas lentas
(Horne y Moore, 1985). Este incremento de la fase de ondas lentas mantiene una
estrecha relacion con una disminucion del tiempo total de suefio MOR y un
alargamiento de ia latencia de aparicién, lo cual a llevado a sugerir que el ejercicio
afecta a los componentes circadicos y homeostaticos que participan en la
regulacion del ciclo vigilia-suefio (O'Connor y Youngstedt, 1995). Por otra parte, el
gjercicio es en cierta forma un estresor, esto depende de las interacciones de
varios factores: intensidad, duracidén, hora del ejercicio, capacidad de resistencia
del individuo etc., Por lo tanto, los efectos que se han atribuido a este sobre el
suefio, deben de ser tomados con cierta reserva. Empero, el estrés inducide per &l
gjercicio, depende de los métodos y técnicas utilizadas, asi como de los

parametros que se evallian en cada una de las manipulaciones.

Los principales estudios del efecto del gjercicio sobre el suefio, se han llevado

acabo en su mayoria en humanos y algunos casos en ratas y gatos. Sin embargo
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mucho de los resultados encontrados hasta ahora todavia son contradictorios.
Estudios hechos en animales han mostrado que el efecto del ejercicio sobre el
suefio depende en gran medida de la intensidad del mismo. Por ejemplo un
ejercicio moderado produce somnolencia, pero si excede la capacidad del

organismo induce un aumento de la vigilia (Hobson ,1968).

Algunas evidencias han mostrado que el suefio de ondas lentas en sus estadios 3
y 4 se incrementa en su tiempo total, encontrandose tambien una disminucién en
su latencia (Baekeland et al., 1966, Hauri, 1968, Shapiro et al., 1981). Resultados
similares se han observado en gatos y ratas en donde adicionalmente se ha
reportado que la fase de suefio MOR parece ser la mas afectada, pues por lo
general se presenta un aumento en su latencia y tiempo total (Hobson, 1968,
Matsumoto et la., 1968, Susic y Kovacevic-Ristanovic, 1980, Matsumoto et al.,
1982, Driver et al., 1994). Estos resultados sugieren que el gjercicio que involucra
un desgaste mucho mayor induce un aumento en el tiempo total de vigilia, asi
como un alargamiento de la latencia de aparicién del suefio MOR. Adicionalmente,
se ha demostrado que el ejercicio no sélo induce cambios a nivel del patron de
sueiio, sino que también modifica la actividad electroencefalografica. Por ejemplo
Tobler y Borbély (1990) sometieron a un grupo de ratas, durante 20 minutos, a
locomocion forzada y observaron que durante el periodo de recuperacion hay un
aumento de la intensidad de la actividad de ondas lentas del registro
electroencefalografico. Tales resultados siguieren que el efecto del ejercicio
implica también cambios en la actividad cerebral en su conjunto, lo cual pudiera
estar relacionado con el papel reparador o restaurador de la actividad de ondas
lentas. Resultados similares s¢ repoitaron con anterioridad para humanos, donde
sujetos corredores presentan una mayor potencia en actividad lenta y disminucién
de suefic MOR, en comparacién con sujetos no corredores y expuestos a la

mismo tipo de ejercicio (Walker et al. , 1978).
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Por otro lado, evidencias contrarias han mostrado que no hay ningtin efecto sobre
el suefio en ninguno de los estadios del ciclo, después de exponer a diferentes
sujetos a varios tipos de ejercicio (Horne y Porter, 1975). Estas divergencias entre
las diferentes pruebas experimentales se han atribuido a la diferencia de
intensidad y naturaleza del ejercicio, lo cual implica diferentes tasas de desgaste
metabélico. Lo cual seguramente induce diferentes efectos sobre el patrén de

sueno (Horne, 1979).

La mayoria de las evidencias coinciden en que ante la presencia de una actividad
extenuante como lo es el gjercicio se presenta un incremento en la cuota diaria de
suefio, siendo la fase de suefio de ondas lentas la que se ve modificada en mayor

intensidad.

Por otra parte, se ha mostrado una relacion entre la secrecion de p-endorfinas,
gjercicio y suefio. Se ha observado que la administracion icv de p-endorfinas (BE)
en gatos produce insomnio, este efecto se revierte de forma parcial con la
administracion de naloxona un antagonista para péptidos opioides, el suefio MOR
no se recupera en su totalidad (King et al.,, 1981). De forma interesante, los
niveles de BE en plasma no se incrementan si adicionalmente el ejercicio se
conjuga con 36 horas de privacion de suefio (McMurray et al., 1988). Por el
contrario, algunos estudios muestran que si hay incremento después de 72 horas
de privacién de suefio por el método del florero invertido, asi como por el método

del péndulo (Przewlocka, et al., 1986).

Estos resultados nos llevan a sugerir que muy posiblemente las BE pudieran tener
un papel importante sobre el suefio. En particular, ser una de las moléculas
candidato para explicar los cambios que subyacen al patron de suefio post-
ejercicio. La razdn principal, es que después de que los sujetos son expuestos a
una rutina de ejercicio, se presenta reduccién o un incremento de la fase de suefio

lento y disminucion del suefio MOR, muy semejante a lo que ocurre cuando se
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administra icv BE. Por lo tanto, el efecto de la BE estara en relacién directa con la
intensidad del ejercicio, lo cual influencia directamente su concentracién y como

consecuencia los efectos que tiene sobre el ciclo vigilia-suefio.

Numerosos hallazgos indican que las -endofirnas (BE) pueden ser un excelente
candidato. Se ha reportado que los niveles basales (4.5 + 0.2 pmol/L} en plasma
de humanos se incrementan hasta en mas de un 100% (25.7 + 14.7 pmol/L)
después de que los sujetos fueron sometidos a una rutina de gjercicio (McMurray
et al., 1988, Schwarz y Kindermann, 1992, McMurray et al., 1990, Schwarz y
Kindermann, 1992, Pierce et al. , 1993a). Resultados similares se han reportado
cuando las mediciones se realizan en liquido cefaloraquideo (LCFR) de sujetos
que han sido expuestos a ejercicio tanto de alta como mediana intensidad
(Radosevich et al., 1989). Con la salvedad de que el ejercicio de alta intensidad
no incrementa de forma significativa los niveles de BE. Esto sugiere que el
incremento en los niveles de BE en el LCFR no es proporcional a la intensidad del
ejercicio, tal como sucede cuando se miden los niveles en el plasma (Radosevich
et al. , 1989). Esto implica que el gjercicio es un regulador fisioldgico que afecta

de forma diferente al sistema neuroendocrino periférico y central.

Por otra parte, algunas reportes sefialan que la infusién intravenosa de BE en
ratas induce incremento en los niveles plasmaticos de glucagon y disminucién en
la liberaciéon de insulina en el pancreas. Lo cual sugiere que una de las funciones
de las BE sea el regular la disponibilidad de glucosa durante el ejercicio (Fatouros
et al., 1997). Empero, algunas evidencias sefialan que la hiperglicemia inducida
por el ejercicio no es un factor condicionante para estimular un aumento adicional
en la secrecion de BE en el plasma (Farrell et al., 1986). Un punto importante de
resaltar, es que los niveles plasmaticos de BE sélo se incrementan de forma
significativa en sujetos que son expuestos a pruebas de ejercicio por vez primera
(Pierce et al., 1993b). Este incremento no se presenta en sujetos ya entrenados

como los atletas (Viru y Tendzegolskis, 1995). Por otro lado, algunos evidencias
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muestran que las BE no siempre se incrementan en respuesta al ejercicio, pero

los resultados son poco concluyentes (Pierce et al., 1994).

Sobre las sefiales que inducen la liberacién de BE durante el ejercicio se conoce
poco. Pero, se ha propuesto que la modificacion en la acidez de la sangre debido
a cambios en el metabolismo como; presidn parcial de CO,, concentracion HCO, y
lactato pueden ser las sefiales responsables de inducir la liberacién de estas
sustancias (Taylor et al., 1994). Aparte de que las BE estan directamente
relacionadas con los mecanismos involucrados con la nocicepcién, el cual podria

ser también una de las sefiales que induzcan su liberacién (Droste et al., 1991).

Por lo que se refiere a los niveles de BE en el cerebro se ha reportado que el
ejercicio por nado forzado durante 4 horas en ratas, induce incremento en el
contenido de BE en el hipotadlamo y la hipofisis (Tendzegolskis et al.,, 1991). Lo
cual concuerda con la densidad de receptores que se han descrito en estas
regiones y en oftras adicionales como; nucleo del tracto solitario, nucleo
parabraquial y amigdala, regiones como ya se menciono con anterioridad estan

relacionadas con el ciclo vigilia-suefio.

Como podemos darnos cuenta las evidencias sobre los efectos que los factores
externos tienen sobre el ciclo vigilia-suefio son muy variadas y en ciertos casos
especificos. Sin embargo, la relacion entre los factores exégenos y las sustancias
relacionadas con estos, no se ha establecido del todo bien. Por lo tanto, se

discutira una hipotesis que trata de conjugar ambas condiciones.

Un Modelo de Integracién
En los ultimos afios se han descrito una gran cantidad de sustancias, tanto
neurotransmisores como peptidos, que se caracterizan por tener un punto en

comun, la capacidad de influenciar el ciclo vigilia-suefio de diferentes maneras.
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Dentro de los principales grupos de neurotransmisores que participan en este
proceso podemos citar: a la acetilcolina, noradrenalina y serotonina entre los
principales. Sin embargo el grupo de péptidos que influencian al ciclo vigilia-suefio
es muy heterogéneo. Estos se pueden apreciar en |a lista de la tabla 1 del articulo
endogenous and exogenous factors on sleep-wake cycle regulation de esta tesis.
La naturaleza bioquimica de estos péptidos es muy diversa, asi como sus efectos
sobre el suefio. Estas moléculas se agrupan bajo el nombre genérico de factores

inductores de suefio (FIS).

Se ha propuesto que los FIS se acumulan en el cerebro durante periodos
prolongados de vigilia y que estos son los responsables de inducir el suenfio,
posterior a estos periodos. Asimismo, una gran variedad de estudios ha tratado de
caracterizar la estructura quimica de estas sustancias, asi como sus posibles
receptores y efectores, con el fin de poder dilucidar la funcién de estos péptidos y

los mecanismos involucrados en la generacion del suefio.

Adicionalmente y como ya se ha descrito en este trabajo un nimero relativamente
alto de manipulaciones genera diferentes efectos sobre el ciclo vigilia-sueiio. La
ingesta de alimento (Borbely, A., 1977), el aumento de la temperatura ambiental
(Bo Gao y col, 1995), la inoculacién de sustancias de origen bacteriano (Kruegery
Majde, 1994, Krueger, 1987a ), el estrés (Kovalzon y Tsibulsky, 1984, Rampin y
col, 1991, Corsi-Cabrera y col, 1995,), 1a privacién total y parcial de suefio
(Trachsel y col, 1986, Tobler y col, 1990b,) etc. Cada una de estas
manipulaciones esta regulada por mecanismos bioquimicos especificos,
diferentes hormonas y neurotransmisores participan en su regulacion. Aunade a
esto la estimulacion eléctrica o quimica de una gran variedad de estructuras del
cerebro ya citadas con anterioridad como: el talamo, area predptica, nucleo
parabraquial, nucleo del tracto solitario, FTG, FRm, FRp etc. genera patrones de
actividad cortical parecidos al estadio de suefio. La lesién de estas regiones del

cerebro y de otras, induce un estadio inmediato de insomnio, el cual es seguido
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por un estado de recuperacion ya sea total o parcial del suefio. De acuerdo con
esta perspectiva podriamos sugerir que el suefio es regulado por numerosas vias
neuronales de forma independiente y que muy posiblemente las diferentes
variables o manipulaciones que modulan ei ciclo vigilia-suefio, lo hagan a partir de
la generacion de diferentes sefiales bioquimicas, muy posiblemente los FIS. Sin
embargo, este mecanismo de regulacion es de una organizacién compleja y
seguramente no ocurre en el dmbito de una sola sustancia (FIS). Posiblemente el
suefio como el resto de los sistemas fisiolégicos, sea regulado por miiltiples

sustancias enddgenas que a su vez tienen miultiples acciones fisiologicas.

Krueger (1994a) a propuesto que el suefio es un fendmeno regulado por
diferentes variables. Cada una de estas variables tiene una via o entrada
especifica, hacia el sistema nervioso central, de esta forma el suefio puede ser
modulado a diferentes niveles. Ademas sugiere que estas vias pueden ser
reguladas por algunas de las diversas sustancias que se han propuesto que

tienen efecto sobre el sueno, los denominados FIS. Figura 4.

FIS GRUPOS PROPENSIDAD INGESTADE TEMPERATURA
NEURONALES a S-MOR COMIDA CORPORAL
1-8 0 1-6
1-8 1-2 1-2
1-2 1-6 0
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FIGURA 4. En esta figura se muestra la hipétesis propuesta por Krueger y Obal (1894b) en la cual
varias poblaciones de neuronas (A, B, C, D) participan. Cada uno de estos grupos neuronales esta
involucrado en algunos de los parametros que caracterizan al suefio. Las sustancias (FIS) que
act(ian sobre estos grupos neuronales modulan al ciclo vigilia-suefio de forma diferente, cada grupo
neuronal puede ser definido anatémicamente y con interconexiones reciprocas entre ellos. Este
modelo propone gue un solo FIS puede interaccionar con mas de un grupo neuronal y la
participacion de los FIS depende de la situacidn previa. Estos grupos neurcnales estan
involucrados en la regulacién de dos 0 mas parametros fisioldgicos. Su importancia se basa en una
escala numérica de acuerdo al orden de magnitud de dicho FIS (10=maximo 0=nulo). Finalmente
algunos grupos neuronales pueden pero no siempre estar involucrados en la generacién del suerio.

En este modelo se consideran los siguientes puntos:
¢ Algunos grupos neuronales son mas importantes que otros, para la propension
al suefio (lo cual se determina con una escala arbitraria de valores). Como

consecuencia también hay algunos FIS mas importantes que otros.

* La estimulacién constante de dos grupos neuronales y de un tercer grupo de
forma simultanea, induce una disminucién del umbral de suefio, teniendo como

consecuencia un exceso de suefio.

* Los diferentes grupos neuronales influenciados por algunos FIS no siempre
inducen suefio. Sin embargo en algunas condiciones experimentales pueden

tener efecto.

Este modelo se apoya en las siguientes evidencias experimentales: la lesién de

un grupo neuronal tiene un efecto inmediato. El resultado es una reduccién de la

a
este efecto. Ademas de que considera [a importancia que tienen la existencia de
multiples factores inductores de suefio, en la modulacién de este fenémeno. Asi
mismo, contempla la participacion conjunta de todos los grupos neuronales como

responsables de inducir el suefio. No los considera como grupos aislados.
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Ademas se plantea que algunos FIS, que no son especificos para inducir suefio,
puede tener efecto sobre el suefio cuando estos FIS operan de forma convergente
con otros FIS, este mecanismo se ilustra en la figura 8, donde se muestran una
gran variedad de sistemas tanto in vitro como in vivo de interaccion entre los FIS.
Este modelo sugiere que [as vias de entrada de regulacion de suefio, asi como [a
multiplicidad de FIS actuan en paralelo, teniendo mecanismos que generan una
alta estabilidad del ciclo vigilia-suefio. Por lo tanto, al modificar un Gnico FIS no se
altera de forma considerable el suefio. Los cambios dependen de la importancia
relativa que este factor tenga sobre el suefio, por ejemplo: los antagonistas del
receptor de IL.-1 o del factor liberador de la hormona de crecimiento (GRF)
reducen el suefio lento en un 25%, esto indica su importancia relativa. Sin
embargo, inhibidores de la cicloxigenasa, que inhibe la produccion de

prostaglandinas (PGD) tiene poco efecto sobre el suefio.

FIGURA 5. En este diagrama se representan en la parte de la izquierda, las posibles interacciones
entre los diferentes factores inductores de suedo {FIS), en donde algunos FIS pueden inducir la
produccion de alguno o bien la inhibicidn de otros. En este modelo los FIS son regulados a través
de una cascada de eventos bioquimicos, por diferentes vias las cuales mantienen cierta
independencia entre ellas, ademas de que varias asas de retroalimentacion participan. En la parte
derecha de Ia figura se muestran los efectos sobre alguna de las fases del suefio; suefio no MOR
(N-MOR) y SMOR. Las flechas de la izquierda representan estimulacion (—), la linea recta
inhibicién {(—). Las flechas de la derecha indican su efecto sobre el suefio: incremento (T),
decremento (), no hay efecto (—). Factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina (IL), factor
liberador de corticotropinas (CRF), protaglandinas (PG), propiomelanocortina (POMC), hormona
adenocorticotrépica (ACTH), hormona estimuladora de los melanocitos (MSH), péptido inductor de
suefio de ondas delta (DSIP), factor liberador de la hormona de crecimiento ( GRF) hormona de
crecimiento (GH), péptido vasoactivo intestinal (VIP), scmatestating {SRIF), interferon {(iFN),

propiocomelanocortina (POMC).
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Estos cambios en la variabilidad de factores inductores de suefio implican una
gran diversidad de sitios de accion. Donde situaciones, como la privacion de
suefio, el ejercicio y enfermedades infecciosas pueden maodificarlo.
Adicionalmente, en este modelo se consideran las propiedades dinamicas de las
neuronas, esto quiere decir que el suefio puede ser generado por diferentes
grupos neuronales. Lo cual implica que el “centro” comando generador de suefio,
es de gran plasticidad (Krueger y col, 1994a). Por otra parte, muchos sistemas
fisiologicos afectan el suefio y en algunos casos la sensibilidad de las neuronas
involucradas en estos sistemas se ven alteradas por los FIS. Por ejemplo la IL - 1
induce cambios en la frecuencia de disparo de las neuronas hipotalamicas
(Shibatta y col, 1989). Mas aun, aigunas neuronas pueden ser inicialmente
insensibles a los cambios de temperatura, después de ser expuestas a |L.-1 son
sensibles al calor (Eisenman, 1982). Esto sugiere que las propiedades intrinsecas
de estas neuronas son dinamicas y sujetas a la influencia de los FIS. Asi pues, la
IL-1 cambia la respuesta sensitiva caracteristica de esta poblacién de neuronas.
Por lo cual tenemos que una unica neurona puede formar parte de mas de una
red neuronal en particular, lo cual implica que las propiedades intrinsecas son

también dinamicas (Hooper y Moulins, 1989).

Con base en estos antecedentes en nuestro laboratorio se ha desarrollado una
hipotesis con caracteristicas similares en cuanto a conceptos sobre la diversidad
de factores inductores de suefio y sus multiples mecanismos de accion. Esto
implica que los efectos que tienen los FIS sobre el suefo son muy diversos. Por lo
general los FIS no generan los mismos efectos, salvo en ciertos casos. Si se
obseiva ia lista de la tabia 1 nos podemos dar cuenta de la diversidad bioquimica
que existe entre ellos, ademas de los efectos que cada una de estas sustancias
tienen sobre la fisiologia normal del organismo. Debido a ello nosotros sugerimos
que las actividades o experiencias previas de la vigilia como pueden ser el estrés,
la privacidon de suefio, la ingesta de alimentos, algin proceso infeccioso, la

actividad mental, la actividad sexual etc.,, es decir todas las conductas que
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realizamos durante el dia, son capaces de generar sefales biogquimicas, que
activan a los diversos FIS (via activacion de diferentes variables fisiologicas y
poblaciones neuronales) y estos FIS modulan a los grupos neuronales

responsables de inducir el suefio.

Por lo tanto, consideramos que el suefio no es el mismo después de cada una de
las actividades que realizamos cuando estamos despiertos, porque los
requerimientos del organismo tampoco lo son, esto quiere decir que cuando el
organismo se expone a ciertas condiciones que alteran su estado basal de
funcionamiento, las variables fisiologicas que reguia el organismo también se
modifican. Uno de los ejemplos mas claros durante situaciones de estrés como ya
se discutid con anterioridad. Estos cambios en los diferentes niveles de
neurotransmision y de péptidos que se generan durante el estrés seguramente
tienen efecto sobre la arquitectura de suefio subsecuente; es decir sobre el suefio
post-estrés; lo cual sugiere que dichas sustancias directamente relacionadas con
el estrés puedan ser las responsables de generar estos cambios en el patrén de
suefio. Resumiendo ios cambios que se generan en los diferentes sistemas
fisiolégicos, como parte de la respuesta del organismo a los diferentes estimulos a
los cuales estuvo expuesto cuando estaba despierto, como el caso de una
situacion de estrés, responden directamente a las necesidades imperantes en ese
momento y que posiblemente los péptidos y neurotransmisores que estan
involucrados en situaciones de este tipo, sean los responsables de los cambios en
el suefio subsecuente. Por lo tanto, el suefio posterior a cada una de las
situaciones expuestas durante la vigilia es diferente, ya que el mecanismo que lo
esta generando (peptidos, hormonas, neurotransmisores etc.) depende
directamente del evento previo que ocurrid antes de dormir; lo cual sugiere la
existencia de varios tipos de suefo, posiblemente un suefo post-estrés, post-
privacién, post-prandial, post-aprendizaje, post-enfermedad etc.; cuya funcion sea

restablecer el estado basal de funcionamiento de acuerdo a las necesidades que
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el organismo requiera; lo cual depende directamente de las experiencias previas

acontecidas durante la vigilia y de las sustancias involucradas.

Una hipotesis alternativa

Como una forma de hacer mas congruente la relacién entre las manipulaciones
exogenas y los mecanismos bioquimicos que se ponen en marcha. Nosotros
sugerimos una hipdtesis con el fin de poder consolidar la razén por la que el
suefio es un estado que puede ser influenciado tanto por manipulaciones externas
como internas. Consideramos que las experiencias previas de [a vigilia; es decir
todas las actividades o situaciones a las cuales estamos expuestos cuando
estamos despiertos (manipulaciones externas) generan un “somnoprint’ que es
equivalente a una huella digital (Drucker-Colin, 1995). Esto determina un cierto
grado de sefializacion sobre el organismo y el cerebro. Dicho mecanismo de
sefializacién involucra la participaciéon de poblaciones neuronales especificas, de
neurotransmisores y peptidos directamente relacionados con la situacion
imperante durante la vigiia. La interaccion entre estas variables
(neurotransmisores, péptidos y vias anatémicas) tiene como resultado un estado
de actividad del cerebro diferente para cada condicidon (Drucker-Colin, 1995).
Evidencias recientes han demostrado que la actividad cerebral cuantificada a
partir de la expresion de la proteina Fos, es diferente en situaciones de estrés, de
ingesta de comida y de vigilia forzada y aunque en algunos casos los nicleos
activos pueden ser similares, por lo general existe un patrdn de actividad
especifico para cada situacidn (Garcia-Garcia et al., 1998). Adicional a las
poblaciones neuronales activas, es logico pensar que estos nucleos sintetizan o
liberan sustancias relacionadas con su actividad basal, muchas de estas

sustancias estan relacionadas con la modulacion del ciclo vigilia-suefio.

Estos hallazgos, nos lleva, a proponer el siguiente esquema: las experiencias de

la vigilia activan poblaciones neuronales especificas para cada una de ellas. La
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activacion de estos grupos neuronales lleva a la sintesis de sustancias
{neurotransmisores, péptidos, hormonas etc.) que su vez modulan el mecanismo
general de suefo. Por lo tanto, el patron de suefio subsecuente a la experiencia,
siempre sera diferente pues el mecanismo modulador seguramente cambia. El
suefio no solo depende de la duracién de la vigilia previa, sino también de la

naturaleza de la experiencia ocurrida en esta.

Esta hipétesis podria explicar €l porque de la gran diversidad de sustancias con la
capacidad de modular al suefio, los denominados factores inductores de suefio ©
moduladores de suefio (ver Revision Garcia-Garcia y Drucker-Colin, 1999). Cada
uno de estos factores seguramente participa en conjunto o en paralelo sobre el
mecanismo general inductor de sueiio y muy seguramente la sintesis o liberacion
de estas sustancias estara en estrecha relacién con la experiencia dominante

durante la vigilia, lo cual depende de los grupos neuronales activos.

Asi mismo, estudios realizados con analisis de densidad espectral han reportado
que las experiencias de la vigilia pueden modificar la actividad cerebral durante el
sueno (Ambrossini et al., 1988, Sieber-Dario et al., 1996, Garcia-Garcia et al. |,
1998). Este hallazgo corrobora que el cerebro responde de forma particular
durante el suefio como consecuencia de la experiencia de la vigilia.
Adicionalmente, algunas evidencias han mostrado que la actividad
electrofisioldégica de ciertas poblaciones neuronales puede modificarse como
consecuencia del tipo de neurotransmisor o péptido al cual estén expuestas
(Eisenman, 1982, Hooper y Moulins, 1989). Estas evidencias sugieren que los
diferentes patrones de disparo de ias diversas poblaciones neuronales a
determinada situacién dependeran directamente de la sustancia a la cual esta
respondiendo dicha poblacién (péptido, hormona, etc.). La secreciéon de esta
sustancia estara en funcibn de la experiencia previa: estrés, enfermedad,

privacion de suefio actividad mental, actividad sexual, ejercicio etc.



LA ACTIVIDAD ELECTROENCEFALOGRAFICA (EEG) COMO HERRAMIENTA
DE ESTUDIO

Una forma de medir los cambios en la actividad cerebral es por medio del registro
electrografico del EEG, una serie de estudios ha demostrado por medio de la
técnica de analisis de densidad espectral del EEG (ver apéndice 1), que la
potencia de las bandas de baja frecuencia (banda delta 0.25-4.0 Hz), se modifica
después de periodos cortos y largos de privacion de suefio (Borbély y col, 1984,
Traschel y col, 1986, Tobler y Borbély, 1990). Estos cambios en la potencia del
EEG son interpretados con otros fines que no nos conciernen en este momento.
Sin embargo nosotros utilizamos estos resultados como una herramienta que
puede ayudarnos a explicar como la actividad cerebral se modifica cuando se
manipula el periodo de vigilia. Adicionalmente se ha observado que el estrés por
inmersion en agua y la privacion de suefio MOR por el método de la plataforma
genera cambios en la actividad del EEG. La privacién de suefio MOR produce una
disminuciéon en la intercorrelacion interparietal, un incremento en la potencia
absoluta y relativa entre los 7.3-9.3 Hz y una disminucion de la potencia relativa
de la banda delta. En el grupo de estrés por inmersién en agua se presenta una
tendencia similar, aunque la potencia de las frecuencias rapidas es menor. Estos
resultados se observaron durante la actividad del EEG en la vigilia, no durante el
suefno, sin embargo estos autores sugieren que la privacion de suefio MOR afecta
la funcion cerebral, teniendo un incremento en el nivel de despertar hipocampal y
donde la combinacion de estrés y privacion de suefio MOR afecta el acoplamiento

interhemisferico (Corsi Cabrera y col, 1995).

En otros estudios realizados en ratas, en donde se aumenta la temperatura
ambiental de 23 °C a 30 °C se ha encontrado que no hay un efecto directo sobre
las fases del ciclo vigilia-suefio, no obstante hay un incremento de la potencia de
la banda de frecuencias lentas del EEG (Bo Gac y col, 1995). Esta serie de

estudios nos permiten justificar dentro del marco de referencia de nuestra
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hipbtesis, como la actividad eléctrica del cerebro cuantificada a partir del registro

de EEG se modifica en respuesta a diversas situaciones.

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se ha discutido con antelacion tanto neurotransmisores como péptidos,
participan en la regulacion del ciclo vigilia-suefio. Dentro del grupo de los
neurotransmisores tenemos a la acetilcolina (Hernandez-Pedén et al., 1963,
Amatruda, 1975, Shiromani y McGinty, 1986, Hobson et al.,, 1983, Velazquez-
Moctezuma et al., 1991), a la noradrenalina (Jouvet et al., 1972, Jouvet, 1984) y a
la serotonina (Jouvet et al., 1972). Ei grupo de peptidos que influencian el ciclo
vigilia-suefo es sin embargo, mucho mas amplio y diverso que e! de los
neurotransmisores. Estas moléculas se agrupan bajo el nombre de factores
inductores de suefio (FIS). Dentro de este grupo de sustancias se encuentran, el
factor liberador de corticotropinas (CRF) (Opp y col. , 1989), la colecistocinina
(CCK) (Mansbach y Lorenz, 1983, Kapas y col., 1988), asi como las p-endoifinas
(King y col., 1981, Przewlocka y col., 1986). En particular estos péptidos no solo
tienen propiedades inductoras de suefio, sino que ademas se sabe participan en
otros eventos fisiologicos. Asi el CRF induce la liberacion de la hormona
adenocorticotropica (ACTH), que es la responsable de desencadenar los
mecanismos relacionados con las respuestas al estrés (Axelrod y Reisine, 1984).
La CCK es una hormona que se libera después de la ingestién de comida y que
participa en la regulacion de la saciedad alimenticia (Gibbs y col, 1973). En
cambio las p-endorfinas incrementan su concentracion tanto sistémica como en
ciertas estructuras del cerebro después del ejercicio. Se cree que este aumento
esta relacionado con el desgaste fisico y los mecanismos que involucran la

nocicepcién (Tendzegolskis, 1991, Schwarz y Kindermann, 1992).

Por otra parte, se ha demostrado que varias manipulaciones tienen un gran

impacto sobre el ciclo vigilia-suefio. La ingesta de alimento (Borbély, 1977), el
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hipétesis, como la actividad eléctrica del cerebro cuantificada a partir del registro

de EEG se modifica en respuesta a diversas situaciones.

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se ha discutido con antelacién tanto neurotransmisores como péptidos,
participan en la regulacion del ciclo vigilia-suefio. Dentro del grupo de los
neurotransmisores tenemos a la acetilcolina (Hernandez-Peén et al.,, 1963,
Amatruda, 1975, Shiromani y McGinty, 1986, Hobson et al., 1983, Velazquez-
Moctezuma et al., 1991), a la noradrenalina (Jouvet et al., 1972, Jouvet, 1984) y a
la serotonina (Jouvet et al., 1972). El grupo de péptidos que influencian el ciclo
vigilia-suenio es sin embargo, mucho mas amplio y diverso que el de los
neurotransmisores. Estas moléculas se agrupan bajo el nombre de factores
inductores de suefio (FIS). Dentro de este grupo de sustancias se encuentran, el
factor liberador de corticotropinas (CRF) (Opp y col. , 1989), la colecistocinina
(CCK) (Mansbach y Lorenz, 1983, Kapas y col., 1988), asi como las p-endorfinas
(King y col., 1981, Przewlocka y col., 1986). En particular estos péptidos no sélo
tienen propiedades inductoras de suefio, sino que ademas se sabe participan en
otros eventos fisioldgicos. Asi el CRF induce la liberacidon de la hormona
adenocorticotrépica (ACTH), que es la responsable de desencadenar los
mecanismos relacionados con las respuestas al estrés (Axelrod y Reisine, 1984).
La CCK es una hormona que se libera después de la ingestién de comida y que
participa en la regulaciéon de la saciedad alimenticia (Gibbs y col, 1973). En

cambio las p-endorfinas incrementan su concentracién tanto sistémica como en

esta relacionado con el desgaste fisico y los mecanismos que involucran la

nocicepcion (Tendzegolskis, 1991, Schwarz y Kindermann, 1992).

Por otra parte, se ha demostrado que varias manipulaciones tienen un gran

impacto sobre el ciclo vigilia-suefio. La ingesta de alimento (Borbély, 1977), el
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aumento de la temperatura ambiental (Bo Gao y col., 1995), infecciones por
productos bacterianos (Krueger y Majde, 1994), el estrés (Kovalzon y Tsibulsky,
1984, Rampin y col., 1991, Corsi Cabrera y col., 1995,), la privacidn total y parcial
de suefio (Borbely, 1977, Borbély et al., 1981, Trasche! y col., 1986, 1988, Tobier
y Borbely, 1990).

Particularmente en nuestro Ilaboratorio, demostramos que el estrés por
inmovilizacién y la ingesta de comida, generan cambios especificos en el patron
de suefio subsecuente, asi como en el espectro de potencia del EEG.
Adicionalmente, chservamos que cada una de estas manipulaciones activaron
poblaciones celulares igualmente especificas en el cerebro, a apartir de la
expresion de la proteina Fos. En el caso del estrés por inmovilizacion se
cuantificaron neuronas inmunoreactivas en el nucleo paraventricular hipotalamico,
nucleo parabraquial, nucleo locus ceruleus, area predptica lateral y nucleo
basolateral amigdalino. En cambio, la ingesta excesiva de comida activdo a
neuronas ubicadas en el nucleo del tracto solitario Unicamente (Garcia-Garcia et
al., 1998). Estos resultados nos hicieron suponer que estos grupos neuronales
manipulacién-especificos pudieran ser los responsables de los cambios
observados en el patrén de suefio, asi como en las potencias de las diferentes
frecuencias que componen la actividad del EEG.

La hipétesis general que proponemos para explicar estos cambios, es
que los grupos neuronales manipulacion-especificos posiblemente
modificaran el ciclo vigilia-suefio mediante un FIS igualmente
particular. Asi para el caso del estrés por inmovilizacién, se ha visto
que el nicleo paraventricular hipotalamico y el nicleo central de fa
amigdala incrementan los niveles de RNAm para CRF durante el estrés
(Hsu et al., 1998). Por otro lado, después de una ingesta excesiva de
alimento se ha visto que, las neuronas del nicleo del tracto solitario se
activan (Fos-IR), ademas de que expresan receptores para CCK
(Niehoof, 1989).

Con el fin de buscar si existe relacion entre [a accidon cerebral de estos Factores

Inductores de Suerio con los cambios en el patrén de suefio por un lado y por otro
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con los patrones especificos de actividad neuronal que inducen cada una de estas

manipulaciones, nos planteamos los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

1. Determinar si los cambios en el patrén de suefio por el estrés, la ingesta de
comida, asi como el ejercicio, son generados por la participacién del Factor
liberador de Corticotropinas (CRF), la Colecistocinina (CCK) y las B-endorfinas
respectivamente. Lo anterior mediante la administracion intracerebroventricular
(icv) de antagonistas selectivos para cada uno de estos péptidos antes de cada
una de las manipulaciones. CRF (alpha helical 9-41-CRF), CCK (Proglumide) y

B-endorfinas (Clonaltrexamina).

2. Determinar si los patrones de expresion de Fos se modifican después de la

administracién icv de estos antagonistas en cada una de las manipulaciones.

3. Demostrar si el ejercicio forzado induce también un patrén especifico de suefio,
diferenciado por modificaciones en la arquitectura de suefio, asi como en la
actividad EEG de cada una de las fases del ciclo. Asi como, observar si existen
patrones de actividad neuronal (Fos-IR) en las diferentes areas del cerebro de

la rata, directamente relacionada con esta manipulacion.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaran 160 ratas macho de la cepa Wistar (200-250 g) las cuales se
dividieron en 2 experimentos. LLos animales del experimento 1 se utilizaron para
registro del polisomnograma y analisis espectral de la sefial EEG. Los animales
del experimento 2 se utilizaron para medir la inmunoreactividad de la proteina Fos

en diferentes regiones del cerebro de la rata.

Experimento 1

Registro de suefio

Los animales de este experimento fueron implantados para registro convencional
de sueno. Por medio de anestesia con Halotano, se colocaron 5 electrodos
simétricamente sobre [a superficie del craneo para registro del electrocorticograma
(ECoG) y un par de electrodos sobre los musculos de la nuca, para el registro del
electromiograma (EMG). Al final los electrodos se soldaron a un conector y se
fijaron al craneo con acrilico dental. Adicionalmente, en todos los animales se
colocd una canula en el ventriculo lateral (P =08 L = 1.5 V = 3.6) (Paxinos y
Watson, 1985), con excepcion del grupo control. Al finalizar la cirugia los animales
se trataran con antibiotico. Posteriormente, después de una semana de
recuperacion los animales se habituaron al sistema de registro polisomnografico
durante 3 dias. El sistema consta de una camara sonoamortiguada y faradizada
conectada a un poligrafo Grass modelo 79 D. La camara cuenta con ventilacion e
luminacion constante y un sistema de espejos donde la conducta del animal

puede observarse.

Todos los animales fueron registrados polisomnograficamente durante 4 hrs
(15:00-19:00). Durante el registro polisomnografico la sefal del EEG se capturd
simultaneamente en un disco optico. Se tomaron muestras de la fase de vigilia,
suefio lento y sueino MOR (F.M. 256 Hz, época 4 s) en cada una de las

condiciones experimentales. Los valores de EEG fueron procesados para analisis
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espectral. Los registros de suefio se evaluaron de forma visual y se calificaron en
vigilia, suefio lento y suefioc MOR segun estandares establecidos. Posteriormente,
se obtuvieron los hipnogramas correspondientes. Para el analisis estadistico se

utilizé una ANOVA (p<0.05) y una prueba de T-tukey, como pos-hoc.

Manipulaciones experimentales
Estrés por inmovilizacion

Los animales se dividieron en los siguientes grupos (n=8 por cada grupo). Grupo
1, los animales no fueron sometidos a ningun tipo de manipulacién. Los animales
del grupo 2 se mantuvieron despiertos de 11:00-15:00 hrs de forma manual,
solamente que en las dos horas intermedias (12:00-14:00) se colocaron en un
tubo de acrilico donde estuvieron restringidos de movimiento. Los animales del
grupo 3 fueron sometidos al mismo procedimiento, solamente que se les
administro solucién salina (0.9% NaCl, 5ul icv) antes de ser sometidos al estrés.
Los animales del grupo 4 fueron sometidos al mismo procedimiento, pero
adicionalmente se les administro el antagonista para CRF (CRF-41 alpha-helical

9-41, 50 pg/5ul icv) antes de inmovilizar a los animales.

Ingesta de comida

Para el grupo 5, los animales fueron sometidos al mismo procedimiento, un
periodo de vigilia prolongada de 4 hrs (11:00-15:00), pero adicionalmente en las
dos horas intermedias (12:00-14.00) se les dio alimento ad libitum (croquetas
ina). A este grupo previamente se ies redujo la cantidad de alimento que
consumen por dia, en un 20% durante un lapso de 2 semanas antes de iniciar la
maniobra experimental, lo anterior con el objetivo de mantener a los animales con
hambre. Asi mismo, se fijaron dos horarios de alimentacién de 12:00-14:00 y de
20:00-22:00 hrs exclusivamente, para que los animales aprendieran a comer sélo

durante ese tiempo. Los animales del grupo 6 fueron sometidos al mismo
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procedimiento, solamente que se les administro solucion salina (0.9% NaCl, 5ul
icv) antes de la manipulacién. Los animales del grupo 7 fueron sometidos a la
misma manipulaciéon, pero en lugar de solucion salina, se les administrd el
antagonista para CCK (Proglumida L-364 718, 10ug/5pl icv) antes de que a los

animales se les diera el alimento.

Ejercicio Forzado

Para el caso del grupo 8, los animales se mantuvieron también despiertos durante
4 hrs y en las dos horas intermedias (12:00-14.00) se colocaron en una banda
para ejercicio, disefiada para tal efecto. Esta banda corre a una velocidad de
32.5m/min. Los animales del grupo 9 fueron sometidos al mismo procedimiento,
solamente que se les administro solucion salina (0.9% NaCl, 5ul icv) antes de
iniciar el ejercicio. Los animales del grupo 10 fueron sometidos a fa misma
manipulacibn mas la administraciébn del antagonista para p-endorfinas
(Clonaltrexamina-END-1-27, 10ug/5)! icv) antes de iniciar el periodo de ejercicio

forzado.

Experimento 2
Inmunoreactividad a la proteina Fos

Los animales del experimento 2 se dividieron exactamente en los mismos grupos
del experimento 1, con la excepcién de que no se les coloco el conector para el
registre de suefio v selamente fueron implantados con la canula en el ventriculo
lateral. Después de una semana de recuperacidn de la cirugia, los animales
fueron manipulados bajo las mismas condiciones y horarios que los animales del
experimento 1. Al finalizar el pericdo de manipulacidon (11:.00-15.00) estos
animales fueron sacrificados inmediatamente con una sobredosis de pentobarbital
y perfundidos con 300 ml de buffer de fosfatos y solucién salina 0.01 M (PBS),

seguidos de 200 mi de paraformaldehido al 4% en PBS. Los cerebros fueron
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removidos y colocados en una solucion de sacarosa al 30% durante 48 hrs.
Posteriormente fueron procesados histologicamente y se obtuvieron cortes
transversales de 40 um de espesor. Los cortes fueron lavados en tres ocasiones
(10 minutos por lavado) con PBS vy tritén x-100 al 10% e incubados durante 2 hrs
en suero normal de cabra (Vector). Una segunda incubacién se hizo con el
anticuerpo anti Fos (Santa Cruz Biotecnology) (1/200) durante 24 hrs a 4 ° C.
Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con PBS y los cortes se
procesaran para la técnica inmunohistoquimica ABC. Esta técnica consiste en
incubar los cortes durante dos horas con un anticuerpo anti [gG de conejo (1/200)
en una solucion de PBSGT (PBS 0.01 M, triton 10% y suero normal de cabra 1%).
Después los cortes son lavados por 30 minutos e incubados por dos horas en
PBSGT y Avidina-biotina, nuevamente los cortes son lavados tres veces e
incubados por 5 minutos en 0.01 M de trisma (pH 7.4) con diaminobenzidina.
Posteriormente se agrega peréxido de hidréogeno (3%) y se espera a que la
reaccion especifica sea evidente. Al final los cortes son lavados 3 veces y
colocados en portaobjetos con una capa de gelatina, se deshidratan y se montan
con permount. Finalmente, el niUmero de neuronas inmunoreactivas se cuantifico
con un analizador digital de imagenes. Tomando encuenta los parametros de
densidad estandares ya existentes para discriminar células falso positivas y sélo
cuantificar las positivas. De igual forma se tiene considerado e! uso de templetes

para la definir las areas de muestreo.

RESULTADOS

Los resultados de este trabajo mostraron que manipulaciones de la vigilia como:
el estrés por inmovilizacion, el ejercicio forzado y la ingesta de comida generan
diferentes circuitos anatomicos, revelados a partir de la expresién de la proteina
Fos. Algunas regiones anatdémicas comparten el mismo grado de actividad, sin
embargo algunas otras muestran patrones independientes y especificos en la

expresion de esta proteina. Adicionalmente, el patrdn de suefio y la actividad EEG
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subsecuente a cada una de las manipulaciones se maodifica. De forma interesante
el factor liberador de corticotropinas, la colecistocinina y las -endorfinas juegan
un papel importante como los péptidos responsables de generar estos cambios.
La administracion icv de antagonistas selectivos para los receptores de estos

péptidos bloquea el o los efectos generados por cada una de las manipulaciones.

Primeramente, sé describiran los resultados correspondientes a la expresion de la
proteina Fos como indicador de actividad neuronal en diferentes regiones del
cerebro. Posteriormente los resultados de arquitectura de suefio y espectro de

potencia del EEG para cada situacion experimental.

Inmunoreactividad a la proteina Fos

Los resultados obtenidos con respecto a la expresion de la proteina Fos fueron los
siguientes: si analizamos el total de células marcadas en cada condicion
experimental tenemos que el grupo control tuvo 219. 3 + 33.4 células, en el grupo
de estrés por inmovilizacién 325.1 + 46.9 células, en el grupo de egjercicio forzado
745.4 + 80.8 células y en el grupo de ingesta de comida 325.7 +£54.2 células
inmunoreactivas. En la tabla 6 se puede apreciar el numero de células
inmunoreactivas en cada una de las regiones de muestreo en cada condicidén
experimental. Note que el mayor nimero de células inmunoreactivas corresponde
al grupo de ejercicio forzado, con excepcion de 2 regiones el septum lateral y el

area CA1 del hipocampo donde la inmunoreactividad fue nula.
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Tabla 2. Numero promedic (X = E.S) de celulas inmuncreactivas a la proteina Fos en cada

condicion experimental. *p<0.05, **p<0.01

ESTRUCTURA Control Estrés por Ejercicio Ingesta de
inmovilizacién forzado comida
Telencefalo
Corteza piriforme 3112 40.4 = 3.6** 64.8 £ 10.13%* 28.7 £ 4%*
Corteza frontal 30+ 2 316 £ 3.2 87.2 £ 9.89%* 333 =38
Septum lateral 247 + 1.6 54.2 + 2.8%* - 235 £ 24
Nicleo de [a estria terminal 234 £ 1.7 43.5 = 2.5%% 37.2 £ 4.81* 237 =29
Nicleo basolateral de la amigdala 21.2 £ 2.6 357 & 3.4* 32.4+£4.21%* 201 £2.6
Nicleo acumbens 3713 76 £ 1.3* 16.6 + 1.80%* 8.2 £1.8%
Diencefalo
Nicleo paraventricular hipotdlamico 7+1.3 43.4 % 4+ 48.4 £ 5,32%* 24.2 £ 1.9%*
Area preoptica lateral 125+ 1.3 2552 % 42.8 £ 3.21%* 10.6 2.3
Nucleo supraquiasmatico 118+ 1.6 122+1.2 29.0 & 3.47** 8.2+4.1
Nucleo supradptico 102+ 1.1 223+ 2.1* 43.6 + 9.02*%* 4+12
Nicleo dorsomedial hipotalamico 9.8+ 1.7 13.5 = 1.5 72.0 £ 6.98%* 257+ 4.7*
Ntecleo hipotalamico [ateral 52+29 12.7 + 2.5% 40.8 £ 4.87%* 12.1 £2.7%
Area CA1 hipocampo 32+:16 ER RN - 51+33
Puente y medula
Sustancia gris periacueductal 2.1 +07 11.8 + 3.2*% 30.6 £ 4.70* 12.2 £2.4*
N. Pedunculo pentino tegmental 52+1.7 9.5 +£2.3% 34.8 £ 1.24%* 5.6+1.4
Nicleo parabraquial lateral 1.3 £ 0.7 4.6 % 2* 40.2 £ 1.56%* 7.5+ 2.2%
Nitcleo locus coeruleus 23 =13 I1.1 +3.8% 39.6 £ 1.63** 10.5 £ 0.9%
Nicleo dorsal del rafe 761 4529 34.8 £ 6.33%* 33x£25
Ncleo pontino 5+15 17.4 + 3.6* 50.6 + 1.69*%* 15.7 £ 1.9*
Nigcleo del tracto solitario 11,53 10.3+2.4 - 18.8 + 4.3*

El grupo de estrés por inmovilizacidn mostré altos niveles de expresion de esta
proteina, a nivel del telencéfalo, en la corteza piriforme, el septum [ateral, el
nucleo de la estria terminal, el nucleo basolateral de la amigdala y el nlcleo
acumbens. A nivel del diencéfalo en el nucleo paraventricular hipotalamico, area
predptica lateral, el nlcleo supradptico. el nuclec dorsomedial hipotalamico y el
nucleo hipotalamico lateral. En puente y medula, en la sustancia gris
periacueductal, nicleo pedunculo pontino tegmental, el nucleo parabraquial
lateral, nicleo locus coeruleus y nucleo pontino. La corteza frontal, el nucleo
supraquiasmatica, el area CA1 del hipocampo, el nlcleo del rafe dorsal y el nucleo
del tracto solitario no mostraron cambio. En el grupo de ingesta de comida al nivel

de telencéfalo y diencéfalo sélo la corteza piriforme, nucleo acumbens, nicleo
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paraventricular hipotdlamico, nucleo dorsomedial hipotalamico y nlcleo
hipotalamico lateral mostraron de forma significativa células inmunoreactivas. Al
nivel de puente y medula el nimera de regiones con expresion significativa de Fos
fue en la sustancia gris periacueductal, nucleo parabraquial lateral, nicleo locus

coeruleus, nucieo pontino y el nucleo del tracto solitario.

Antagonistas

Alpha-helical 9-41 CRF

Encontramos que en el grupo de estrés por inmovilizacién y la administracion i.c.v
del antagonista para los receptores de CRF, el nimero total de células fue mucho
menor (148.80 + 11.75) con respecto al grupo control (219.3 + 33.4) y de estres
(325.1 + 46.9). Sin embargo las estructuras y nulcleos que expresaron Fos lo
hicieron en mayor numero (tabla 7).

Tabla 3. Namero promedio (X + E.S.) de céluias inmunoreactivas a la proteina Fos después de!

estrés por inmovilizacién y la administracién del antagonista para los receptores de CRF. *p<0.05
**p<0.01

ESTRUCTURA Control Estrés por El/alpha helical

Inmovilizacion (EI) CRF (50ug)
Telencefalo
Corteza piriforme 3.1+12 40.4 £ 3.6** -
Corteza frontal 30 2 316 + 3.2 -
Septum lateral 247 £ 1.6 54.2 £ 2.8%* -
Nucleo de la estria terminalis 234 £ 1.7 43.5 + 2.5%* -
Nicleo basolateral de la amigdala 21.2 £26 35.7 £ 3.4% -
Nicleo acumbens 37+1.3 7.6 = 1.3*% -
Diencefalo
Nucleo paraventricular hipotalamico 7+1.3 43.4 £ 4%* -
Area predptica lateral 125+ 1.3 2552 % -
Nicleo supraguiasmatico 11.8x1.6 122 1.2 -
Nucleo supradptico 10.2 1.1 22,3 x2.1% -
Nicleo dorsomedial hipotalamico 9.8+ 1.7 13.5 + 1.5* 37.2 +3.92*
Nucleo hipotalamico lateral 52+£29 12.7 £ 2.5% -
Area CA|l hipocampo 32x16 3114 -
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Puente y medula Control Estrés por EI/alpha helical
Inmovilizacion {EI) CRF (50uq)
Substancia gris periacueductal 2.1£0.7 11.8 £ 3.2* 8 + 0.54*
N. Pedunculo pontino tegmental 52+ 1.7 9.5+ 2.3 19.6 £ 0.92**
Nucleo parabraquial lateral 1.3£0.7 4.6 +2* 23.6 £ 2,61**
Nicleo locus coeruleus 23 +13 1.1 +3.8* 16,4 £ 1.32%%
Nicleo dorsal del rafe 761 4529 28.2 + 1.86%*
Nucleo pontino 5+¢1.35 17.4 = 3.6* 15,8 £ 0.58%*
Niicleo del tracto solitario 1153 103+24 -

Por ejemplo el nimero promedic de células que expresaron Fos en el nucleo
parabraquial lateral después del estrés fue 4.6 + 2.0 celulas, un valor mucho
menor en comparacion a las 23.6 + 2.61 celulas cuantificadas bajo la misma
situacion pero con la administracion del antagonista para CRF (tabla 7). Si
evaluamos la expresién de la proteina en los diferentes niveles cuantificados
encontramos que a nivel del telencéfalo la expresién es nula, en regiones
diencefalicas sclo el nucleo dorsomedial hipotalamico mostré inmunoreactividad.
A nivel de puente y medula fa expresidon de Fos fue en la sustancia gris
periacueductal, nlcleo pedinculo pontino tegmental, nicleo parabraquial lateral,
nucleo locus coeruleus, nucleo pontino y de forma importante en el nlcleo dorsal
del rafe, esta region muestra inmunoreactividad significativa solo en esta

condicién. Finaimente en el nicleo del tracto solitario no hubo expresién.

Clonaltrexamina
Para el grupo de administracion de clonaltrexamina y ejercicio forzado

encontramos que hay una disminucién en el nimero de células inmunoreactivas

n la t
cn la mayeria de los

nucleos analizados entre los que se encuentra la corteza
piriforme, nlcieo de la estria terminal, nlcleo basolateral de [a amigdala, nucleo
acumbens, nucleo paraventricular hipotalamico, nicleo dorsomedial hipotalamico,
sustancia gris periacueductal, nucleo pedunculo pontino tegmental, nlcleo locus
coeruleus y nucleo dorsal del rafe. También se encontré que algunos nlcleos no
mostraron inmunoreactividad a Fos como es el caso del area predptica lateral,

nicleo supraquiasmatico, ntcleo supradptico, nucieo hipotalamico lateral, nucleo
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parabraquial lateral, nucleo pontino y nlcleo del tracto solitario. Asimismo se
encontrd que el area CA1 del hipocampo fue inmunoreactiva en esta condicion, la

corteza frontal permanecié sin cambios (tabla 8).

Tabla 4. Numero promedio {X + E.S.) de células inmuncreactivas a Fos en las diferentes areas
analizadas después del ejercicio forzade y la administracién del antagonista para 8-endorfinas.

ESTRUCTURA Control Ejercicio EF/clonaltrexamina
forzado (EF) (10ug)
Telencefalo
Corteza piriforme J1+1.2 64.8 £ 10.13*%* 324+ 1.28
Corteza frontal 30 £2 87.2 £ 9.89%* 85+ 1.67
Septum lateral 247 +1.6 - -
Nocleo de la estria terminalis 234 £1.7 37.2 £ 4.81* 11 £ 2.81*
Nucleo basolateral de la amigdala 212226 32,4+ 4.21%* 13.2 £ 1,35%*
Nicleo acumbens 3713 16.6 + 1.80%* 41 £ 8.15%*
Diencefalo
Nucleo paraventricular hipotdlamico 7+1.3 48.4 £ 5,32%% 25.4 £ 2. 11%*
Area predptica lateral 125+ 1.3 42.8 & 3.21%* -
[Nucleo supragquiasmatico I11.8+1.6 29.0 % 3.47%* -
(Nicleo supradptic 102+1,1 43.6 + 9.02%* -
Nicleo dorsomedial hipotdlamico 98 =17 72.0 £ 6,98%* 21.6 £ 6.42%*
Nicleo hipotalamico lateral 5229 40.8 £ 4.87** -
Area CA1 hipocampo 32=16 - 6.8+048
Puente y medula
Substancia gris pertacueductal 2107 30.6 = 4.70* 12.6 = 3.15%
N. Pedunculo pontine tegmental 52«17 34.8 + 1.24%* 15.8 + 1.20%*
Nicleo parabraquial lateral 1.3x0.7 40.2 £ 1.56** -
Nicleo locus coeruleus 23 +£13 39.6 £ 1.63%* 6.8 + 0,37
Nicleo dorsal del rafe 761 34.8 + 6.33%* 14.6 £ 5.07*
Nicleo pontino 5+ 1.5 50.6 £ 1.69%* -
Nicleo del tracto solitario 11.5+3 - -
“p<0.05 **p<0.01
Proglumida

Para el caso del grupo de administracién de proglumida e ingesta de comida se
encontrd que en el septum lateral y el nicleo de la estria terminal no hubo
inmunoreactividad. La corteza frontal mostré un menor numero de células, por el
contrario la corteza piriforme se mantuvo sin cambios con respecto a la ingesta de
comida y proglumida, pero significativo con respecto al grupo control. El ntcleo

basolateral de la amigdala disminuyo en numero de células inmunoreactivas a
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Fos, en cambio el nucleo acumbens triplico el nimero de células con la
administracién de proglumida. Al nivei del diencéfalo el nlcieo supraquiasmatico y
el area CA1 del hipocampo permanecieron sin cambios significativos. El nicleo
dorsomedial hipotalamico fue igual de activo que en la condicidn ingesta de
comida. El nucleo paraventricular hipotalamico, area predptica lateral, nicleo
supraoptico y el nucleo hipotalamico lateral incrementaron los niveles de
expresion de la proteina Fos con respecto al grupo control y al mismo grupo de
ingesta de comida. Para el caso de la expresion de Fos en el puente y medula se
encontré que la sustancia gris periacueductal, nucleo pedunculo pontino
tegmental, nucleo parabraquial lateral, nucleo locus coeruleus, nicleo dorsal de
rafe y el nucleo pontino tuvieron un ndmero significativo de neuronas
inmunoreactivas. De forma interesante el nicleo del tracto solitario no mostrd

ningun cambio en la expresion de Fos. Los resultados se resumen en la tabla 9.

Tabla 5. Numero promedio (X + E.S) de células inmunoreactivas a Fos después de la ingesta de
comida en las diferentes areas de cuantificadas. Note que con la administracion de proglumida no

induce una mayor expresion *p<0.05 **p<0.01.

ESTRUCTURA Control Ingesta de Comida  IC/Proglumida
(IC) (10ug)
Telencefalo
Corteza piriforme 3.1+£1.2 28,7 £ 4> 29.75 £5.84
Corteza frontal 302 333 £3.8 15.25+ 4.32
Septum lateral 247 £1.6 235 =24 -
Niicleo de la estria terminalis 234 +1.7 23.7 £29 -
Nicleo basolateral de la amigdala 212 £2.6 20,1+ 2.6 9.37 £ 2.59
Nucleo acumbens 37£1.3 8.2 £ 1.8% 30 + 8.05
Diencefalo
Ntcleo paraventricular hipotalamico 713 24.2 £1.9*%* 38.62 + 7.52
Area preodptica lateral 125+ 1.3 10623 2475+ 5,08
Niicleo supraquiasmatico 11.8+1.6 82+4.1 6.12 £ 4.06
Nicleo supradptico 10.2x 1.1 11.4£1.2 42,12 £5.0
Nicleo dorsomedial hipotalamico 98+1.7 25,7 £ 4,7* 2275 + 4.87
Nucleo hipotalamico lateral 5229 12.1 £2.7% 15.87 £ 3.92
Area CAl hipocampo 32116 5.1+£33 13.75 £6.15
Puente y medula
Substancia gris periacueductal 2.1+£0.7 12.2+£2.4% 21.83 + 3.46
N. Peduniculo pontino tegmental 5217 50+14 22.25+4.49
Nucleo parabraquial lateral 1.3+£0.7 7.5+£2.2% 12.33 £ 1.76
Nacleo locus coeruleus 23 £13 10.5 £ 0.9* 12+ 2.88
Nucleo dorsal del rafe 761 3325 254772
Nicleo pontino 5£1. 15.7 £ 1.9* 13+2.12
Nicleo de! tracto solitario 1153 18.8 £ 4.3* 7.66 £ 3.05




Arquitectura de Sueno

Cada manipulacién de la vigilia genera cambios sobre la arquitectura de suefio. El
patrén de suefio subsecuente al estrés por inmovilizacién, ejercicio forzado e
ingesta de comida cambia. El tiempo total, duracién, latencia y la frecuencia tanto
de vigilia, suefio lento y suefio MOR se modifican de forma especifica para cada
una de las condiciones experimentales. En la tabla 2 se puede apreciar el efecto

de estas manipulaciones sobre las diferentes fases del ciclo vigilia-suefio.

Tabla 6. Valores promedio de cada una de las fases del ciclo vigilia-suefio en cada una de las
condiciones experimentales (*p<0.05 ***p<0.001).

VIGILIA Frecuencia Tiempo Total Duracién Porcentaje Latencia(min.)
{min.) {min.)

Control 41.87 £ 3.18 91.27 £ 8.80 2051038 3807411 O

Estrés por Inmv. |[31.621 3.28 6241 +6.35 187+£021 2630+£253 0

Ejercicio Forzado |[33.12+3.98 77.58 £ 7.64 236039 3262+29 0

Ingesta de Comida ||26.37 £t 665 77.56+6.18 396+086* 32331218 0

SUENO LENTO

Controf 6501702 138.30x15.64 339+£044 57091621 23941906

Estrés por fnmv. 5962+ 7.91 15472+ 1345 4141060 64881442 53.09+2051

Ejercicio Forzado 156.24 +6.09 14992+ 1468 428+066 63.47+641 4418111.96

Ingesta de Comida 38.50 £+ 7.32 14548 +£6.14 640119 61.07+246 16.72%8.51

SUENO MOR

Control 10621169 11431261 093020 482+1.08 4245:%8.17

Estrés por Inmv. |16.37 £ 2.47 20.79 + 2.44* 1.17+£0.19 8.86%1.04* 5067 +10.25

Ejercicio Forzado §9.0+1.03* 9.01x0.90 089+012 3914033 101.58x1.12*

ingesta de Comidai9.75 £+ 0.92* 1532 1 2,81 1372021 658+129 28291843

Suefo post-estrés

Los valores promedio de cada una de las fases del ciclo vigilia-suefio para el
grupe de estrés por inmovilizacidon se muestran en la tabla 3, en ella se puede
observar que los diferentes estadios se modifican de forma significativa con
respecto al grupo control. De igual manera se puede observar que el efecto
generado por el estres por inmovilizacién sobre el patrén de suefo se revierte con
la administracién del antagonista para los receptores del CRF. Particularmente se
puede observar que el estrés por inmovilizacién reduce la frecuencia de los

periodos de vigilia, el tiempo total (gréfica 1) y el porcentaje.
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Tiempo Total de Vigilia

120 -

100 +

80 -

60 -

Tiempo (min)

40 4

20 4

Control Estrés por El/salina (Bul) El/alpha-helical 9-
Inmovilizacion (EI) 41CRF (50ug/5uL)

GRAFICA 1. Tiempo total de vigilia despues del estrés por inmovilizacién y con la administracién
del antagenista para los receptores de CRF (*p<0.01).

El suefio lento no se modifica de forma significativa en ninguno de sus
parametros. Sin embargo, la administracion del antagonista para los receptores

de CRF aumenta la duracién de esta fase.



Tabla 7. En esta tabla se muestra el valor promedio de cada uno de los valores del ciclo vigilia-
suefio en condiciones de estrés por inmavilizacion y con la aplicacién icv de 50ug del antagonista
para los receptores de CRF (*p<0.01, **p<0.001).

VIGILIA Frecuencia Tiempo Total Duracicn Porcentaje Latencia
(min.) (min.) {min.)
Cantrol 41.87+3.18 91.27 + 8.80 205+£038 38.07t4.11 0
Estrés por inmv. (El) 31.62+3.28* 6241+6.35* 1871021 26.30%2.53" 0
El/salina (5L) 2512+ 267 48.37+262* 1.88x037 19.91+1.01" 0
El/alpha helical 9-41CRF || 45.83 £ 4.45 76.97 £9.30 1.48£022 31.82+3.32 0
SUENO LENTO
Control 65.0+7.02 1383011564 339044 57091621 23.94+9.06
Estrés por Inmv. (El) 59621791 15472:1345 414+060 6483+4.42 53.09+2051
El/salina (5L) 5499+ 1158 153472109 454+059 74.21+£3.20*0 82351266
Ef/alpha helical 3-41CRF 6566 +7.35 153.81+£11.84 9.19%0.88*** 63431468 2472+11.41
SUENO MOR
Control 10.62 + 1.69 11.43 £ 2.61 093+020 482+1.08 4245+8.17
Es* s por Inmv. (El) 16.37+247* 20.79+244 1171019 8.86+1.04* 50.67 £10.25
El, .iina (5L) 14.25 +1.46* 21.36+2.54* 133+017 8.87+1.02* 2708 +4.52
El/alpha helical 9-41CRF 8.0 £ 1.50 11.34 + 2.69 1.15£023 4.74+£1.07 5492+11.0

El suefio MOR es uno de los estadios que mas se afecta con esta manipulacion.

El tiempo total

y como consecuencia el porcentaje se incrementa hasta en un

100% con respecto al grupo control (grafica 2). La frecuencia promedio se

incrementa significativamente sin afectar la duracién (gréfica 3). Estos cambios

generados sobre el patrén de suerio por el estrés por inmovilizacion se revierten

con la administracion icv del antagonista para los receptores de CRF, lo cual se

puede observar en las graficas numero 2 y 3. Con la administracion del

antagonista para CRF, el tiempo total, frecuencia y porcentaje de vigilia y suefo

MOR fue similar a los valores del grupo control.
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Tiempo Total de Suefio MOR

30 4

25

n
[w]
L

—
n
i

Tiempo (min)

10 4

Control Estrés por El/salina {(54L) El/alpha-helical 9-
Inmovilizacién {EI) 41CRF (50pg/5uL)

GRAFICA 2, Tiempo total de suefio MOR, note el efecto del estrés por inmovilizacién sobre esta
fase de suefio y como la administracion del antagonista revierte este incremento (*p<0.01).
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Relacion Frecuencia y Duracién del Suefio MOR

20 -+ * O Frecuencia T 16
* M Duracion
18 < [ L <+ 1.4
16 4
- 1.2
14 -
= 1 i~
.§ 12 i
310 4 08 g
' :
L 84 - 06
6 o
- 0.4
4 4
2 - 0.2
0 - - 0
Control Estrés por EI/salina (5uL) EI/alpha-helical
Inmovilizacion 9-41CRF
(EI) (50ug/5u)

GRAFICA 3. Frecuencia y duracion promedio de la fase de suefio MOR después de! estrés por
inmovilizacion. Note el incremento significativo en la frecuencia de esta fase sin afectar la
duracidn (*p<0.01)

Suefio post-ejercicio

Para el grupo de ejercicio forzado el efecto de esta manipulacion sobre el patrén
de suefio es muy diferente al generado por el estrés por inmovilizacién. La fase
de vigilia y suefio lento no se ven afectados. Sin embargo, el suefio MOR ve
aumentada |a latencia al primer periodo de aparicidn de esta fase (tabla 4). Este
efecto de alargamiento de la latencia no se revierte aun con la administracion icv

del antagonista para pB-endorfinas.
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Tabla 8. Valores promedio de cada una de las fases del cicio vigilia-suefio obtenidos después del
ejercicio forzado y la administracion de clonaltrexamina (*p<0.001).

VIGILIA Frecuencia  Tiempo Total Duracién Porcentaje Latencia (min.)
{min.} (min.)
Control 41.87 £ 3.18 91.27+880 205038 38.0714.11 0
Ejercicio Forzado (EF) 33.12+£3.98 77.58+764 2361039 32.62+296 0
EF/salina (5/L) 32.33 £ 3.65 7586 +745 22512035 31.34+1223 0
EF/Clonaltrexamina 46.25 +6.20 9416 £6.53 2.09+0.27 39.31zx271 0
(1019)
SUENO LENTO
Control 650702 138.3+1564 3391044 57.09+6.21 23.94 £9.06
Ejercicio Forzado (EF) 5624 £+6.09 14992 +1468 432+062 63471641 44.18+11.96
EF/salina (5/1) 57.30+£6.10 1472611284 423 +054 ©6367+t568 4336+£11.17
EF/Clonaltrexamina 63491894 13879942 3621058 57941371 26.42 £ 7.91
{1019)
SUENO MOR
Control 10.62 1 1.69 11.43+261 0.94+0.21 482 +1.08 42.45 £ 817
Ejercicio Forzado (EF) 9.0+£1.03 901090 089+£012 391+£0.33 101.57+11.12*
EF/salina (5/L) 10.01 £ 1.56 932+087 098+£023 4.01+£0.50 105.12+10.34*
EF/Clonaltrexamina 6.251+1.49 639+£150 1160£691 2731063 11217 % 26.55*
(10ug)
Latencia ol Primer Pericdo de Suefio MOR
160 =
140 4
120 «
~100 <
=
E
o 80 =
g
8
[

Control

Ejercicio Forzado (EF)

EF /salina (Bp1)

EF/Clonaltrexamina

(10wg/Bpl)

GRAFICA 4. Latencia al primer periodo de suefic MOR después del ejercicio forzado. Observe
como esta no se recupera aun después de la administracion del antagonista para p-endorfinas.
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Suefio post-prandial
Para el grupo de ingesta de comida los cambios sobre el patréon de suefio

subsecuente son mas marcados para la fase de suefio lento. Se puede observar
un incremento en el tiempo total y porcentaje de esta fase, asi como en la
duracion promedio, la cual se incrementa en mas del doble con respecto al grupo
control {gréfica 5). De forma inversa la frecuencia se reduce (gréfica 6). Por otro
parte, la fase de vigilia ve reducida la frecuencia, el tiempo total y como
consecuencia el porcentaje. Esta reduccién en la fase de vigilia se compensa con

el aumento tan significativo en la duracion promedio de suerio [ento (tabla 5).

Duracién Promedio de los Periodos de Suerio Lento

Tiempo (min)

Control Ingesta de Comida IC/salina (5uL) 1C/proglumida
e(n] (10pa/5uL)

GRAFICA 5. Duracion promedio de |la fase de suefio de ondas lentas después de la ingesta de

alimento. Observe el incremento significativo y como este se revierte con la administracion del
antagonista (*p<0.01).
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Frecuencia de Periodos de Sueiio Lento

60 4

40 4 *

30 1

Frecuencia
¥
b——

20 4

10 4

Control Ingesta de Comida IC/salina (Spl) IC/proglumida
xo (10p9/5ul)

GRAFICA 6. Efecto de la ingesta de alimento sobre la frecuencia promedio de los periodos de

suefio lento. Observe como se reduce la frecuencia de esta fase con la administracién del
antagonista proglumida (*p<0.01).

Para el caso del suefio MOR se observa un incremento en el tiempo total, en la
duracién promedio y un acortamiento en la latencia al primer periodo. Las
modificaciones en estos parametros se observan en la tabla 5. Sin embargo, en el
grupo de ingesta de comida y administracién de solucién salina los efectos sobre
ferentes parametros de suefio que se ven afectados son poco consistentes.
De manera interesante los cambios generados por la ingesta de comida sobre el
patron de suefio se revierten con la administracién icv de proglumida, antagonista
no selectivo de los receptores para CCK.



Tabla 9. Valores promedio de las diferentes fases del ciclo vigilia-suefio obtenidos después de la

ingesta de comida y administracion de proglumida (*p<0.01).

VIGILIA Frecuencia Tiempo Totul Duracion Porcentuje  Latencia {min.)
{min.) (min.)

Control 41.87+3.18 91.27+8.80 2.05+0.38 3R.07+4.11 0

Ingesta de Comida (IC) 26.37 £ 6.65 77.56 +6.18 3.96 + 0.86* 3233+£2.19 0

IC salina (Sul) 17.25 & 1.55* 46.85 +5.39* 2.52+038 1936 +2.23* 0

IC proglumida (10ug) 46.71 £ 7.70 83.90 + 12.51 1.68+£0.20 3470+ 520 0

SUENO LENTO

Control 65.0x+7.02 1383+ 1564 339+0.44 57.09 £6.21 23.94+9.06

Ingesta de Comida (IC) 38.50 + 7.32* 14548 +6.14 6.40 £1.19* 61.07+246  16.72x9.51*

IC salina (5ul) 36.62 + 3,76* 13699+ 1128  6.46+0.45* 6878+2.03 3523 +18.18

IC proglumida ¢10ug) 63.14 £ 6.35 148.76 + 12.43 361084 61.62 £5.09 1932+6.18

SUENO MOR

Control 10.62 + 1.69 11.43£2.61 093+0.20 4824108 12.45£8.17
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GRAFICA 7. Efecto de la ingesta de comida (IC) sobre el tiempo total de suefio MOR. Observe que en grupo
de [C/salina no se presenta el mismo efecto. Observe que con la administracién de proglumida se revierte este

efecto.
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Analisis de Densidad Espectral

Los resultados obtenidos del analisis de densidad espectral muestran para el caso
de la potencia absoluta para cada fase del ciclo vigiiia-suefio y en cada condicién
experimental lo siguiente; la fase de vigilia durante el estrés por inmovilizacién no

se ve afectada por esta situacion (grafica 8).
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GRAFICA 8. Efecto del estrés por inmovilizacién sobre la potencia del EEG en la fase de vigilia.

Note que no hay cambios significativos. n = 8, F.M. 256 Hz, época 4 s.

Sin embargo, para el caso del gjercicio forzado la potencia absoluta muestra un
incremento significativo muy pronunciado entre los 14 y 29 Hz (F=22.825 p <
0.0001) (grafica 9A). De hecho es el inico grupo que en la fase de vigilia presenta
tal efecto, el cual se revierte con la administracién i.c.v. de clonaltrexamina. El
grupo de ingesta de alimento al igual que el grupo de estrés por inmovilizacion, no

presenta ningin cambio sobre la potencia absoluta de la vigilia (grafica 9B).
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GRAFICA 9. Efecto del gjercicio forzado (A) y la ingesta de comida (B) sobre la potencia absoluta
de la sefial EEG durante |a vigilia. En el panel A cbserve como se disminuye la potencia entre los 5
y 22 Hz (F=22.825 p < 0.001). Este efecto se revierte con la administraciéon de clonaltrexamina. En
panel B no se observan cambios significativos. n = 8 F.M. 256 Hz época 4 s.— p<0.001 control vs
gjercicio.

LLa potencia absoiuta durante el suefio lento tampoco se ve modificada en ninguna
de las condiciones experimentales. En la fase de suefio MOR no hay cambios

significativos en el grupo de estrés por inmovilizacion (grafica 10).
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GRAFICA 10. Efectos del estrés por inmovilizacion scobre la fase de suefio MOR (potencia).
Observe que no hay cambios significativos aun con la administracion del antagonista. n =8
F.M. 256, epoca 4 5

En el grupo de ejercicio forzado la administracion del antagonista para los

receptores de B-endorfinas, reduce la potencia entre los 20 y 26 Hz de frecuencia
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(F = 4.202 p < 0.01) durante el suefio MOR. De hecho el ejercicio forzado reduce
de forma generalizada |la potencia de todo el espectro de frecuencias analizadas
durante esta fase. Los valores de potencia se asemejan mucho entre ejercicio
forzado y la administracién de clonaltrexamina, es decir el antagonista no bloquea

el efecto del ejercicio sobre el suefioc MOR.
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GRAFICA 11. Efecto del ejercicio forzado sobre ia potencia en la fase de sueiio MOR. Observe
como esta manipulacién reduce la potencia de forma significativa. La administracion del antagonista
no revierte este efecto. n = 8 F.M. 256, época 4 s — p<0.01 EF vs control y EF vs
EF/clonaitrexamina.

Finalmente en el grupo de ingesta de comida el efecto sobre la potencia durante
el suefio MOR es muy significativo (F = 5.343 p < 0.006) (grafica 12). Esta

manipulacion reduce [a potencia practicamente en todo el intervalo de
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frecuencias. Este efecto se revierte con la administracion i.c.v. de proglumida,

antagonista no selectivo para los receptores de CCK.
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GRAFICA 12. Efecto de la ingesta de alimento sobre la fase de suefio MOR (potencia). Note como
la ingesta de comida reduce la potencia en todo el espectro de frecuencias (p<0.006). Este efecto
no se revierte con la inyeccién icv del antagonista progilumida. n = 8, F.M. 256, época 4 5 —
p<0.006 contro! vs ingesta de comida vs IC/proglumida.
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DISCUSION

En la hipétesis de trabajo consideramos que durante la fase de vigilia y las
experiencias a las cuales un organismo se expone o lleva acabo durante esta, son
las responsables de activar diferentes poblaciones de neuronas en el cerebro, que
a su vez desencadenan una serie de eventos bioguimicos (sintesis de FIS) y que

estos FIS tienen como resultado el modular al ciclo vigilia-suefo.

Los resultados de este trabajo muestran que efectivamente la respuesta del
cerebro ante las diferentes manipulaciones se modifica. El estrés por
inmovilizacion, el ejercicio forzado y |la ingesta de comida, son manipulaciones que
activan diferentes poblaciones de neuronas, generando con ello circuitos
especificos para cada manipulacién. Por lo cual es légico pensar, que como
consecuencia de estos cambios en el cerebro, el patrén de suefio subsecuente y

el espectro de potencia del EEG cambian.

Suefio post-estrés

Una de las herramientas mas utilizadas para medir la actividad celular ante
diferentes estimulos es la utilizacion de marcadores celulares. Tal es el caso de la
proteina nuclear Fos, la cual tiene un pico maximo de expresion a los 80 minutos
después de finalizado un estimulo. Una de las ventajas de esta técnica es que las
células que respondieron al estimulo pueden ser cuantificadas de forma individual.
Por lo tanto, permite medir de forma indirecta la actividad metabolica de areas del
cerebro que respondieron a un determinado estimulo.

Partiendo de este antecedente sobre lo que representa la expresién de la proteina
Fos. Tenemos que las diferentcs manipuiaciones utilizadas en este proyecto
favorecen la expresion de esta proteina en diversas areas y nucleos del cerebro.
Para el caso del grupo de estrés por inmovilizacion la actividad del cerebro es muy
elevada en regiones hipotalamicas como el nlcleo paraventricular, ndcleo
dorsomedial, nucleo supraoptico y area predtica lateral. Se sabe que el

hipotalamo es el centro integrador de la informacién proveniente de otras regiones
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del organismo y del cerebro durante una situacion de estrés. Uno de los nucleos
mas importantes es el paraventricular hipotalamico (nPV) el cual juega un papel
importante en la sintesis y liberacion de CRF. Este péptido como ya sé describio
anteriormente, es el responsable de activar |a secrecidon de otras hormonas
relacionadas con el estrés. Se ha observado que los niveles de RNAm de CRF se
incrementan en el nucieo de la amigdala central y en el nucleo paraventricular
hipotalamico, estructuras directamente relacionadas con la regulacion del estrés
(Hsu et al., 1998). Estas estructuras mostraron altos niveles de inmunoreactividad
a la proteina Fos. Asi mismo otros estudios han reportado que los niveles de CRF
en el plasma se incrementan después de someter a ratas, monos y humanos a
diferentes situaciones de estrés (Wittert et al. , 1992, Menzaghi et al. , 1993,
Sarnyai, 1988, Murton et al., 1998, Westrin et al., 1998).

Por otra parte, las vias de entrada de informacién hacia el nPV (sitio de sintesis y
liberacion del CRF) provienen del tallo cerebral, mesencéfalo y de los organos
circunventriculares, los cuales proveen informacion humoral proveniente de otras
regiones. A nivel de! tallo cerebral regiones como el locus coeruleus, nucleo
parabraquial, nucleo I[atedorsal tegmental y los nucleos del sistema
serotoninergico del rafe proveen de informacién al eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenales. De la misma forma el sistema limbico y en particular la amigdala
juegan un papel importante en la regulacion del estrés y los componentes
relacionados con los aspectos cognoscitivos y emocionales. Esta circuiteria ya
descrita para una situaciéon de estrés corresponde con los diferentes ntcleos del

cerebro que expresaron Fos en nuestra manipulacion experimental.

Estos resultados sugieren que el estado del cerebro durante una situacion de
estrés involucra la participacion de un circuito anatémico y bioquimico que
responde solo ante estimulos de esta naturaleza. Por [o tanto es ldégico pensar
que como consecuencia de estos cambios de actividad que se suscitan en el

cerebro se tenga como consecuencia cambios en el suefio que le precede.
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Nuestros resultados sefialan que efectivamente el estrés modifica el patrén de
suefio. Como consecuencia de esta manipulacion el tiempo total de vigilia se
reduce, el suefio lento no tiene cambios significativos y el tiempo total de suefio
MOR se incrementa como consecuencia de un aumento en su frecuencia. De
forma interesante con la administracion icv del antagonista para los receptores de
CRF se bloquean los efectos del estrés sobre el patron de suefio. Algunas
evidencias muestran efectos similares, se ha reportado que la administracion icv
del antagonista alpha-helical (3-41) para receptores de CRF en animales que han
sido sometidos a estrés por inmovilizacién durante 2 horas revierte el aumento de
suefio MOR caracteristico de esta manipulacion (Gonzalez et al.,, 1997). Estos
resultados junto con los nuestros sugieren que el CRF podria ser una de las
moléculas responsables de inducir el rebote de SMOR debido al estrés.
Adicionalmente se ha observado que la administracion de CRF en ratas después
de 72 horas de privacion de suefio, induce suefio lento y prolonga la duracion del
suefio MOR (Marrosu et al. , 1990). Sin embargo, evidencias contrarias han
mostrado que la administracion de CRF induce vigilia (Ehlers et al., 1986, Opp,
1897), incremento de la actividad motora (Koob et al. , 1984, Kalivas et al., 1987)
y estimulacion al sistema nervioso auténomo (Brown et al. , 1982). Lo cual
sustenta porque al bloquear durante la fase de actividad de la rata los receptores
para CRF-R1 y CRF-R2, por medio de los antagonistas alpha-helical (9-41) y
astresina respectivamente se induce una reduccién de la fase de vigilia (Chang y
Opp, 1998). De la misma forma se ha observado que en ratas con niveles bajos
de sintesis de CRF presentan tiempos totales de vigilia reducida a expensas de
un aumento de suefio lento, sin presentar cambios en el suefio MOR (Opp, 1997).
Esto sugiere que el CRF es una molécula importante en el mantenimiento de la
vigilia espontanea, lo cual tiene légica si consideramos que una situacion de
estrés involucra un alto grado de alerta. Pero también podria ser la responsable
de desencadenar una cascada de eventos bioquimicos que tienen como

consecuencia final cambios en el patrén de suefio.
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Por lo cual sugerimos que el efecto del CRF sobre el suefio MOR podria ser a
través de un mecanismo indirecto. Se ha demostrado que el CRF es capaz de
inducir la liberacion de somatostatina (Mitsugi et al., 1990) y se ha documentado
que la somatostatina es una de las hormonas con capacidad de inducir suefio
lento y sueiio MOR (Danguir y Nicolaidis, 1986). Lo cual sugiere que el
mecanismo de accidn del CRF sea a partir de la induccion de la sintesis y
liberacion de somatostatina. Empero, otras pruebas experimentales parecen
mostrar que el mecanismo de accion del CRF estaria relacionado directamente
con la modulacidén de algunas estructuras invoiucradas con la generaciéon y
mantenimento del suefio MOR. Entre estas estructuras tenemos a el nucleo
parabraquial medial, el nucleo dorsal tegmental y el nucleo oral pontino (Saito et
al., 1977, Sakai, 1988, Gilbert y Lydic, 1990). Estas estructuras sintetizan y
expresan receptores a CRF (Austin et al. 1997, Radulovic et al., 1998). Esto
sugiere la posibilidad de que el CRF pueda actuar de forma directa sobre los
nlcleos en donde se han descrito neuronas cue disparan de forma ténica durante
un periodo de suefio MOR, las denominadas células REM-on. Lo cual implica que
el efecto del rebote de suefio MOR producido por el estrés sea generado por
efecto directo del CRF sobre estos nucleos. Posiblemente el CRF incremente la
frecuencia de disparo de las poblaciones celulares localizadas en estos nlcleos
prolongando asi la duracién y frecuencia de los periodos de suefio MOR. Sin
embargo, todo parece indicar que el efecto del CRF es mucho mas complejo y en

gran medida poco claro.

Existe la posibilidad de que otras sustancias cuya sintesis depende directamente
de la liberacion de CRF estuvieran participando. Entre estas encontramos a los
péptidos derivados de la propioomelanocortina (POMC) como el péptido del [6bulo
intermedio de la hipofisis (CLIP), [a hormona estimuladora de los melanocitos
(des-a-MSH) y los péptidos opioides, particularmente las endorfinas. Algunos de

los cuales se ha visto que tienen efecto sobre el suefio (Chastrette y Cespuglio,
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1985, Chastrette et al., 1990, King et al.,, 1976, 1981), ademas de estar
involucrados en las respuestas al estrés. Esto sugiere que muy posiblemente
estas sustancias al ser liberadas durante una situacion de estrés pudieran estar
participando al igual que el CRF en la modulacién de algunas estructuras
relacionadas con el suefio. Los hechos experimentales sefalan que la
administracion icv. des-a-MSH y CLIP tiene como resultado un incremento en el

suefio lento y sueffio MOR (Chastrette et al., 1990, Wetzel et al., 1994)

Adicionalmente se ha demostrado que durante el estrés por inmovilizacion ocurre
un aumento en la liberacién de 5-hidroxitriptamina (5-HT) y de sus intermediarios
metabdlicos (5-hidroxi-indol} en el hipotalamo basal {nicleo arcuato) y areas
circunvencinas (Cespuglio et al., 1990, Houdouin et al. | 1991). Estas evidencias
muestran que la 5-HT posiblemente este participando en el aumento de suefio
MOR de forma secundaria activando la sintesis y/o liberacién de algunas
sustancias hipnogenicas inductoras de suefic MOR como el caso del CLIP
(Cespuglio et al., 1990, Chastrette et al., 1990, Wetzel et al., 1994). Esto es, la
serotonina liberada durante el estrés por inmovilizacién en el hipotadlamo basal
proveniente de fibras del nucleo del rafe dorsal, influencia la disponibilidad de
sintesis o liberaciéon de sustancias inductoras de suefio MOR (Houdouin et al. ,
1991, Bonnet et al., 1997). Lo cual se apoyaria también en los reportes recientes
donde por medio de microdialisis en ratas en libre movimiento se ha mostrado
que el CRF incrementa los niveles de 5-HT en el estriado lateral, cuando es
administrado en neuronas del nucleo del rafe dorsal (Price et al., 1998). Esto
muestra que el CRF pudiera estar actuando a través de la liberacién de serotonina
directamente y estd a su vez aclive ia cascada de sintesis de algunos factores
inductores de suefio que al acumularse durante la situacion de estrés, serian las
responsables de inducir los cambios posteriores sobre el patron de suefio como

ya se ha sugerido con anterioridad.
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Estas evidencias han lievado a sugerir que las respuestas conductuales y
hormonales que acompafian al estrés agudo por inmovilizacidon se pueden

organizar en 3 etapas principales: (Bonnet et al., 1997)

e A nivel periférico, cuando el estrés se presenta, los niveles plasmaticos de
ACTH, glucocorticoides, catecolaminas etc. se incrementan.

e A nivel central, durante el estrés, la liberaciéon de 5-HT (dentro del ntcleo
arcuato) y la liberacion de CLIP (dentro del nucleo del Rafe dorsal) ocurre
simultaneamente.

¢ A nivel central, después del estrés, |a liberacién de 5-HT disminuye y comienza
su recaptura por lo cual retorna rapidamente a sus niveles basales, por el
contrario la concentracién de CLIP continua aumentando primero en el nacleo

del rafe dorsal y mas tarde en el ntcleo arcuato.

Esta secuencia de eventos explicaria por ejemplo el papel de la serotonina como
facilitador de la sintesis de un posible candidato (CLIP) como el responsable de

inducir el aumento de suefio MOR posterior al estrés.

Por otra parte, se ha mostrado que el rebote de suefic MOR después de un
periodo de privacion de 10 horas por medio del método del florero invertido, no se
presenta si se lesiona con N-(2-cloroetif)-N-etil-2-bromobenzilamina (DSP-4) un
neurotdxico que dafa las fibras noradrénergicas provenientes del nucleo locus
coeruleus (LC) (Gonzalez y col., 1994, Gonzalez et al., 1996). Por otra parte, se
ha observado que la inyeccion de DSP-4 directamente al LC disminuye el rebote
de suefio MOR una vez que los animales han sido sometidos a 1 hora de estrés
por inmovilizacion (Gonzalez y col.,, 1995, 1998). Adicionalmente, Emoto et al.,
(1993) demostré que al bloquear los receptores para CRF los niveles de los
metabolitos de la noradrenalina principal neurotransmisor del LC se ven reducidos
cuando los animales se exponen a 50 minutos de estrés por inmovilizacién. Estos

trabajos ponen en evidencia la participacion del sistema noradrenérgico en las
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respuestas al estrés y como un posible mediador en la regulacién del suefio post-
estrés. Asi mismo sugieren la participacion del CRF como uno de los mediadores

en estos cambios.

Suefio post-ejercicio

El ejercicio forzado por el contrario induce un alto grado de excitabilidad, el
nimero de celulas inmunoreactivas a Fos fue muy alto en todas las regiones
analizadas. De forma especifica el nucleo supraguiasmastico y el nicleo dorsal
del rafe mostraron patrones de expresién caracteristicos para esta manipulacion.
El suefo post-ejercicio se caracterizo por mostrar un alargamiento en la latencia
de aparicién del primer periodo de suefio MOR. E! suefo lento no-mostro ningun
cambio, las evidencias experimentales apuntaban a que esta fase de suefio seria
la mas afectada, sin embargo no sucedid. Uno de los hallazgos mas interesantes
es que la fase de vigilia después del gjercicio es muy activa, en el sentido de la
potencia del EEG en las frecuencias rapidas. Esto podria explicar él porque el
ejercicio induce un alto nimero de céluias que expresan Fos. El cerebro esta
completamente excitado, lo cual impediria que el sujeto pudiera dormir. De
acuerdo con la hipétesis del excitostato (Drucker-Colin, 1995) durante un periodo
de sueno MOR la excitabilidad del cerebro aumenta, si esta excitabilidad es mayor
el cerebro se despierta. Por lo tanto un alto grado de excitabilidad neuronal induce
despenrtar y tal parece que el ejercicio es un gran excitador de esta actividad. El
espectro de potencia de la vigilia y la expresion de Fos asi lo muestran. Esto a su
vez explicaria el porque del alargamiento de ia latencia al primer periodo de suefio
MOR. Como el cerebro esta tan excitado tendria que pasar un tiempo muy largo

para disminuir esta excitabilidad v asi podcr transilar a suefio MOR

Los resultados muestran ademas que la administracién de clonaltrexamina
agonista no selectivo de los receptores para B-endorfinas revierten el efecto
excitador del ejercicio sobre la potencia de la fase de vigilia, pero no sobre la

latencia al primer periodo de suefio MOR. Esto sugiere que las B-endorfinas si
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estan participando como las responsables de inducir esta excitabilidad en el
cerebro, sin embargo la latencia al primer pericdo de suefio MOR sigue
aumentada. Por lo cual, consideramos que aun los niveles de excitabilidad son
altos y se necesita mas tiempo para retornar a las condiciones basales. Como se
puede observar en los resultados la corteza frontal y el nucleo acumbens
mantienen elevados el numero de células inmunoreactivas a Fos, aun con la

administracion de clonaltrexamina.

Sueno post-prandial

La ingesta de comida como bien se ha descrito esta regulada principalmente a
nivel hipotadlamico. Los nucleos lateral y ventromedial hipotalamico reguladores del
hambre y la saciedad mostraron expresion significativa de Fos. Adicionalmente, el
nucleo del tracto solitario, mostré inmunoreactividad especifica solo para esta
manipulacién. Se ha descrito que este nucleo es importante en la regulacion de Ia
saciedadregion importante enPara el grupo de vigilia forzada mas ingesta de
comida, los resultados mostraron que la arquitectura de suefio tiene otro patron
completamente diferente al resto de los grupos. La frecuencia del suefo lento se
reduce y de forma proporcional aumenta la duracidn de esta fase. El tiempo total
de suefioc MOR aumenta debido a un incremento en la duracién promedio de esta
fase. Los cambios generados en el patron de suefio después de la ingesta de
comida muy probablemente estén relacionados con los eventos bioquimicos
involucrados con la conducta en cuestion. Una variedad de estudios ha
demostrado que la colecistocinina o CCK-8, es una de las hormonas intestinales
que mayor participacion tiene en la regulacion de la saciedad (Gibbs y col, 1973).
Por lo cual se le atribuyen funciches regiuladoras de ia ingesta de comida y del
control del apetito. Asimismo, se ha observado que la administracién de CCK en
ratas va seguida de una secuencia de eventos conductuales caracteristicos,
propios del organismo después de comer. Estas caracteristicas que se agrupan
bajo el nombre de “sindrome de la saciedad” culminan con un estado de reposo

(Antin y col, 1975). Este estado con lleva a una reduccién de la actividad motora
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(Crawley, 1985). Sin embargo, se han observado pericdos cortos de suefio
después de comer (suefio post-prandial). Se ha sugerido que el suefo post-
prandial es un componente de la manifestacion conductual de la saciedad, por lo
tanto el estado de reposo observado después de la inyeccion de CCK puede
corresponder a un estado de suefio (Kapas y col, 1988). Estas evidencias
apoyarian la idea de que la CCK sea la responsable de inducir los cambios
observados en el suefio post-prandial de este trabajo. Los efectos que se
obtuvieron en el patrén de suefio, basicamente aumentan en el suefio de ondas
lentas y suefio MOR es similar a los reportados cuando se administra CCK, ya sea
de forma icv o intraperitonial (Mansbach y Lorenz, 1983, Rojas-Ramirez, y col,
1982, DeMesquita y Haney, 1986). Asimismo se ha observado que esta hormona
incrementa la potencia de la actividad de bajo voltaje, entre los 0.4 y 6 Hz (Kapas
y col., 1988). Sugiriendc con ello que promueve el suefic no-MOR o suefio lento.
Cabe serialar que en estos trabajos se utilizaron diferentes dosis de CCK y el
efecto fue diferente en cada una de ellas, a dosis mayores el efecto es mayor. Sin
embargo en nuestros resultados el espectro de potencia de la fase de suefioc MOR
mostro una disminucidén en todo el espectro de frecuencias. Lo cual no
corresponde al aumento que en el tiempo total de esta fase se ha reportado.
Esperariamos que hubiera una relacién entre la intensidad de la potencia y la
cantidad total de suefio MOR que se induce después de comer, pero no [a hay y
no sabemos porque. Por el contario la potencia del suefio de ondas lentas

permanece sin cambios significativos en ninguna de las frecuencias.

No obstante, la administracién del antagonista para CCK revierte los efectos que
sobre el patron de suefio se inducen después de comer. Los valores de frecuencia
y duracién de suefio lento retornan a su valor basal. De igual manera sucede con

el espectro de potencia del suefio MOR y sus valores de suefio.
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El sitio anatémico del cerebro responsable de la accién somnogenica de la CCK
se desconoce. Sin embargo, se han sugerido algunas alternativas a este respecto.
Se sabe que la CCK periférica pude cruzar la barrera hematoencefalica (Passaro
et al., 1982), por lo cual podria actuar directamente sobre érganos circunvecinos
como: el area postrema y el nucleo del tracto solitario (NTS), sitios donde la
densidad de receptores es elevada (Niehoff, 1989). Adicionalmente este nticleo
mostro una alta inmunoreactividad a la proteina Fos y se sabe que esta
relacionado con la regulacion del suefio (Puizillout y Foutz, 1976). Por lo cual

podriamos pensar en una relacién entre CCK-NTS-y-suefio.

Se ha demostrado que la CCK sé sintetiza y libera en el hipotalamo como
consecuencia de la ingesta de alimento y que puede actuar como neurotransmisor
o neuromodular en ciertas circunstancias. Por lo cual es muy posible que ta CCK
pueda activar o modular a ciertos nucleos del cerebro directamente relacionados
con sueifo MOR. Por ejemplo el nucleo parabraquial y la amigdala, sitios donde se
ha descrito existencia de receptores de CCK (Hokfelt et al., 1988, Vanderhaegen y
Schiffmann, 1992) y que ademas estan relacionados con la generacidon o
mantenimiento de! suefio. En relacién con los tipos de receptores se han descrito
2 tipos: los receptores CCK-A que estan localizados principalmente en el tracto
gastrointestinal (Innis y Snyder, 1980), pero que también estan presentes en el
cerebro {(Moran et al., 1986) y los receptores CCK-B presentes en el sistema
nervioso central y periférico (Innis y Snyder, 1980). Esta division tan especifica ha
desaparecido y hoy en dia se sabe que ambos receptores existen en todo el
organismo. Se ha sugerido que los receptores CCK-A son los responsables de
mediar el efecto inductor de suefio, ya que ei uso de agonistas para los receptores
CCK-B no tiene efecto alguno sobre el suefio (De Saint Hilaire et al., 1991, Chang
y Kapas, 1997). De forma interesante, las evidencias sefialan que los receptores
tipo A se encuentran distribuidos en el NTS y en el hipotalamo posterior, areas
perfectamente relacionadas con la regulacion de la saciedad y la induccién de

suefo (Moran et al., 1986, Puizzillout and Foutz, 1976, Vanni-Mercier et al., 1984a
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b). Adicionalmente las regiones que mayor numero de células inmunoreactivas a
Fos expresaron corresponden a regiones donde se han descrito receptores para
CCK. E!l nucleo paraventricular hipotalamico, el nucleo dorsomedial hipotalamico,
el nucleo lateral hipotalamico, el nucleo parabraquial lateral y el nucleo del tracto
solitario. En estas regiones con la administracion icv dei antagonista proglumida
los niveles de expresién de células inmunoreactivas disminuye dramaticamente.
Esto sugiere la participaciéon de estas regiones y de la cascada de eventos
bioquimicos, en este caso la secrecion de CCK y su efecto sobre el patron de

suefo, incluyendo los efectos sobre |la potencia del EEG.

Por otro lado, la insulina es otra hormona que mantiene una alta relacién entre
ingesta de comida y suefio. E! principal papel endocrino de la insulina es permitir
la incorporacion de glucosa a las células y al igual que la CCK su administracién
modifica algunas fases del ciclo vigilia-suefio. Se ha demostrado que cuando se
administra insulina via intravenosa (iv) el efecto es un incrementa sélo de suefio
lento. Cuando la insulina se administra de forma simultanea con glucosa por la
misma via se incrementa la duracion del suefio MOR en un periodo de 24 horas,
teniendo como preferencia la fase de luz (Danguir y Nicolaidis, 1980b). Estos
resultados parecen depender de la dosis, ya que altas dosis de insulina suprimen
el SMOR vy no tienen ningun efecto sobre el suefio lento (Danguir y Nicolaidis,
1980a). Por el contrario se ha reportado que la administracion ip de insulina
durante el dia induce una respuesta bifasica: Un aumento de la latencia a suefio
lento de hasta 2 horas, pero posteriormente un incremento en el tiempo total. Este
efecto se vuelve monofasico cuando la insulina es coadminstrada con glucosa,
mostrandose un incremento solo en el tiempo total de sueno lento (Sangiah et al.,
1988). Este efecto es muy similar al encontrado solo con la ingesta de comida. Es
interesante que la administracion i.c.v. de insulina durante la fase de luz no tiene
ningun efecto sobre el SOL y el suefio MOR (Danguir y Nicolaidis, 1984a). Por
otra parte, cuando se administra antisuero para insulina se reduce el SOL tanto en

la fase de luz como de obscuridad, pero el suefio MOR no se ve afectado
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(Danguir y Nicolaidis, 1984b). Este efecto es similar al observado en el patrén de
suefio post-prandial despues de la administracién del antagonista proglumida..
Por el contrario, la administracién ip de insulina reduce el suefic MOR (Sangiah et
al., 1988). Las evidencias mas recientes sobre insulina y suefio (De Saint Hilaire
et al. , 1995), han reportado que la inmunizacion para la insulina periférica induce
un incremento en la cantidad de suefio total a expensas preferencialmente de un
aumento de SOL, una disminucién en la ingesta de alimento, reduccidn del peso
corporal y aumento de los niveles sanguineos de glucosa. Estos resultados
corroboran algunas de las evidencias que ya se habian descrito. Adicionalmente
se sugiere que la insulina periférica que entra al cerebro activa al sistema
noradrenérgico por lo cual se induce despertar e incremento en la ingesta de
comida. Al inmunizar contra la insulina esta interaccidén no se lleva acabo y como
resultado se induce hipersomnia e hiperfagia (De Saint Hilaire et al., 1995). Estas
evidencias y la relacién que pudieran estar guardando con la ingesta de comida y

el suefio postprandial, atin son poco claras.

Actividad del EEG

Por lo que se refiere a los espectros de potencia en general reflejan que la
actividad cerebral y por lo tanto el patron de suefio es totaimente diferente en
cada condicion. Estos resultados sugieren la existencia de un suefo post-
gjercicio, un sueno post-estrés y un suefo post-prandial. Estos “tipos” de suefio
por llamarlos de alguna manera, tienen el mismo mecanismo de generacién de
suefio, distribuido a lo largo del tallo cerebral y hacia el cerebro anterior; sin
embargo el mecanismo que lo produce, a partir de diferentes FIS es lo que lo
hace diferente. Los resultados muestran gue existe un patrén de sueno y de
actividad cerebral especifico para cada una de las multiples situaciones a las que

estamos expuestos cuando estamos despiertos.

En recientes publicaciones (Skaggs y McNaughton 1996) se ha demostrado que

la actividad eléctrica de un grupo de neuronas de una porcion del hipocampo,
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presenta un patrén de actividad de disparo mayor durante un breve periodo de
suefio. La relevancia de ello es que este aumento en [a frecuencia de disparo de
este grupo de neuronas, es después de someter a los animales a una tarea de
exploracion espacial, es decir a una experiencia durante la fase de vigilia.
Seguramente la variacién en la potencia del EEG que se presento en los grupos
experimentales, sea producto directo de los cambios en los diferentes niveles de
excitabilidad celular de varios grupos de neuronas, distribuidas a diferentes
escalas del cerebro. Este trabajo apoya de forma contundente que una
experiencia, evento o actividad que se lleva acabo cuando estamos despiertos,
influye directamente sobre el grado de actividad cerebral cuando dormimos.

Varios trabajos en su mayoria estudios de privacion total y parcial de suefio
hechos en humanos, gatos y roedores (Borbély y Neuhaus, 1979, Borbély y col,
1981, Borbély y col, 1984, Tobler y Scherschlicht, 1989, Lancel y col, 1991). Han
sugerido que el ciclo vigilia-suefio es un proceso altamente regulado y que un
alargamiento del periodo de vigilia tiene como resultado un aumento en la
intensidad (potencia) de la banda de ondas lentas (Borbély, A. 1982, Daan y
Beersma, 1984a, y Daan y col, 1984b). Ahora sabemos que no solo la privacion
de suefio es capaz de generar estos cambios sobre la actividad eléctrica del
cerebro. Situaciones como el estrés, la ingesta de comida y el gjercicio también
favorecen cambios muy diversos e incluso mayores sobre el espectro de potencia
del EEG. Estos resultados son la primer evidencia que muestra el efecto que
manipulaciones como estas tienen sobre la potencia de las diferentes frecuencias

que componen a cada una de las fases del ciclo vigilia-suefio.

Asi pues, falta mucho trabajo por hacer, ias pruebas experimentales hasta hoy
son pocas, las especulaciones muchas. Pero conforme se vaya avanzando en la
diseccion minuciosa de cada una de las variables que maodifican al suefio, de los
factores inductores de suefio involucrados y de los posibles mecanismos de
accion, se podra tener un panorama mas amplio de este complicado fenémeno

que es el suefio. En conclusién, los aspectos relacionados con la induccién y
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modulacién del ciclo vigilia-suefio son muy complejos. EI amplio panorama
existente nos da un campo de visidn intrincado scobre los mecanismos
involucrados en la regulacién del ciclo vigilia-suefio. La existencia de una vasta
cantidad de sustancias con la capacidad de modular el suefio aunado a las
diferentes manipulaciones que lo pueden modificar, nos hace pensar que no
existe un neurotransmisor o sustancia especifica para cada una de las fases del
ciclo. No existe un hipnogénico(s) unico, sino mas bien una orquestacién
sincrénica entre varias vias paralelas y en algunos casos comunes, tanto a escala
anatdmica como bioquimica. El avance en estas investigaciones nos permitira en
la medida de lo posible poder inferir acerca de los mecanismos de subyacen a
ciertas patologias del suefio, asi como ir mas alla y poder resolver preguntas mas

complejas, 4 Cédmo cual es la funcion del suefio?

La funcion del suefo
Al preguntar ;por qué dormimos? Podriamos responder ¢por que despertamos?

La respuesta a la segunda pregunta parece evidente, pero quizas todas las
afirmaciones que hagamos acerca de la vigilia también sean validas para el
suefio: sino estuviéramos despiertos no podriamos comer, reproducirnos, trabajar,
etc. Pero tambien sino durmiéramos, no podriamos hacer nada de lo hacemos en
la vigilia. Por esta razén, es entendible que tanto el suefio y la vigilia son procesos
completamente dependientes y no podemos mantenernos solo en uno.

Asi pues seria obvio pensar que si en la vigilia tenemos un alto grado de actividad,
desgaste fisico y mental, durante el suefio recuperariamos energia y
restableceriamos al sistema para iniciar otro ciclo de actividad. De tal suerte, que
se& ha sugerido que una de las funciones del suefio es su papel restaurador, ¢ pero
que hay que restaurar? Las evidencias muestran que el papel restaurador del
suefio concierne mas al cerebro que al cuerpo. Esto es debido a que lo Ginico que
se manifiesta diferente durante el suefio es la actividad eléctrica del cerebro. Por
ejemplo, el suefo se distingue de la vigilia quieta por los cambios en la actividad

neuronal (registro de EEG) y la perdida de sensibilidad conductual. Por lo tanto,
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pensamos que la funcidn del suefio esta encaminado a la restauracion del

cerebro.

Una de las evidencias que mas apoya la idea del papel restaurador del suefio
sobre el cerebro, es que la privacion de suefic afecta mas a los procesos
cognoscitivos que al funcionamiento del cuerpo. De igual manera la privacién de
suefio intensifica la potencia de las ondas lentas del EEG, sugiriendo con ello
cambios sobre las propiedades eléctricas de las neuronas. Ademas este
incremento de la potencia de las ondas lentas va decayendo con el tiempo y
mantiene una relacidén directamente proporcional con el tiempo de vigilia. A mayor
tiempo de la vigilia, mayor cantidad de suefio de ondas lentas. Es decir, el tiempo
de privacion de suefio induce una mayor intensidad en la potencia de las ondas
lentas, solo en las primeras horas. Esta intensidad va decayendo conforme se
prolonga y recupera el suefio. Este mecanismo de compensacion nos siguiere que
el suefio es un estado regulado homeostaticamente. Esta regulacion homeostatica
del suefio implica que cualquier condiciéon que requiera restauracion via induccion
de suefio activa asas de retroalimentacién hacia los mecanismos neuronales
responsables del suefio, asegurando con ello que la necesidad de suefic sea

satisfecha (Benington y Heller, 1995).

Ahora bien si sustituimos la privacion de suefio por otras condiciones diferentes o
mejor aun si a la privacion de suefio le sumamos una situacién diferente como
estrés, ejercicio o de ingesta de comida ¢jcuél es el resultado? ;Cuadl es el
significado funcional de los cambios que se presentan en el patrén de suefio
después de cada condicién? ;Por qué el estrés induce una mayor cantidad de
suefio MOR? ¢Por qué el ejercicio una mayor latencia al primer periodo de suefio

MOR? ; Por qué la ingesta de comida induce mas suefo lento y suefic MOR?.

Las evidencias experimentales muestran que la respuesta del cerebro ante estas

manipulaciones es diferente para cada condicién. El estrés induce una mayor
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cantidad de suefio MOR, el ejercicio prolonga la latencia de aparicién al primer
periodo de suefio MOR y la comida afecta a ambas fases, suefio lento y suefio
MOR. Un comin entre las 3 situaciones es que afectan al suefic MOR, sin
embargo no al mismo nivel. El estrés por inmovilizacion aumenta la frecuencia de

esta fase y por el contrario la ingesta de comida afecta a la duracion.

Hace algunas décadas se sugiri6 que el sueiio MOR tiene una funcion de
reprogramacién. Dewan ha sugerido que esta fase es necesaria para el
establecimiento de nuevas vias funcionales en organismos lesionados. En otras
palabras sin suefio MOR no hay reprogramacion que permita la recuperacién
funcional después de lesiones del sistema nervioso central, desde el punto de
vista clinico se ha observado que los pacientes que exhiben signos de
recuperacién presentan una mayor cantidad de suefio MOR que aquellos con
dafio cerebral similar que muestran poca mejoria. Segun Jouvet (1998} durante el
suefio MOR se lleva acabo una programacion periédica del sistema nervioso que
mantendria o facilitaria los sistemas neuronales responsables o implicados en la
ocurrencia de estimulos internos innatos y de patrones motores fijos. Esta
hipdtesis explicaria él porque durante una situacion de estrés la consecuencia
inmediata durante el suefo subsecuente es aumentar el suefio MOR. Este
aumento de suefio MOR tendria como funcién la de mantener la reprogramacion,
tal vez a partir de regenerar circuitos danados por el estrés, asi como el
establecimiento de nuevas conexiones sinapticas. Varias evidencias han mostrado
que el estrés tiene un efecto danino sobre las células del hipocampo (McEwen,
1999). De igual manera se podria pensar que el suefio MOR sirva como “ventana”
de aprendizaje y el aumento ocasionadc por €1 esirés sea consecuencia de que
animal tiene que consolidar lo aprendido durante la situacidn de estrés, que le
permita en la siguiente ocasién poder enfrentarlo y sobrevivir. En estudios hechos
en animales que han sido privados de suefic MOR se ha observado que
consolidan menos la tarea aprendida que las que si tuvieron suefio MOR (Smith,

C. 1985, Maho et al., 1991). Lo cual sugiere el papel que el suefio MOR tiene
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sobre los procesos de aprendizaje y memoria. Evidencias recientes han mostrado
que las células de “lugar” del hipocampo incrementan su frecuencia de disparo en
los periodos subsecuentes de suefio, después de que los animales han sido
expuestos a diferentes situaciones. Esto sugiere que durante el suefio se lleva
acabo el procesamiento de informacién de lo aprendido en la fase de vigilia
(Pavlides y Winson, 1989, Wilson y McNaughton, 1994).

Por lo tanto, en una situacion de estrés o de ingesta de comida la funcién principal
del suefio MOR es la consolidacion de la informacién y el restablecimiento de
nuevas conexiones, que nos llevan a la reprogramacién sugerida por Jouvet. Tal
vez un papel protector del suefio que permite consolidar conductas como un

mecanismo adaptativo en busca de la permanencia de la especie.

De igual manera se ha sugerido que la informacién adquirida por el cerebro
durante la vigilia es secuencialmente procesada durante el suefio de ondas lentas
y el suefio MOR. El procesamiento de la informacién durante el suefio es
resultado de la eliminacién de informacion irrelevante y la integracion de la
informaciéon necesaria (patrén de respuesta adaptativa). Esto implica que existe
una recolocacion de las trazas de memoria en diferentes sitios del cerebro
(Ambrosini et al. , 1988). Si bien es cierto esto, en cada ciclo de suefio los
procesos de memoria y consolidacion de esta, estarian implicitos y su relevancia
dependeria de la naturaleza de la experiencia previa.

Recientemente se ha demostrado que la actividad cerebral cuantificada a partir de
un estudio de tomografia por emision de positrones (PET) durante el suefio MOR,
cambia y es dependiente de la experiencia previa. El experimento realizado en
humanos demostro que en suietos entrenados ante una prueba de tiempo de
reaccion, el numero de regiones activas fue mucho mayor en comparacion a los

sujetos no entrenados (Maquet, 2000).

Finalmente lo complicado de esta situacion, es que realmente no se sabe cual es

el papel funcional del suefio. Lo que si es cierto es que 2/3 partes de nuestra vida

89



dormimos y sino lo hacemos tenemos como resultado la muerte. Tan importante
es que es logico pensar que la forma en lo hacemos dia con dia no tiene porgque
ser necesariamente la misma. Cada dia nos exponemos a situaciones diversas
que de alguna u otra manera tienen un impacto sobre la forma en que dormimos.
La estructura del suefio como lo demostramos en este trabajo, depende en gran
medida del evento previo y de que tan predominante sea este, sobre el resto de

las experiencias a las cuales estamos sometidos.

La secuencia del ciclo vigilia-suefo, es decir la distribucion y alternancia de fases
varia de acuerdo a las necesidades del organismo y del cerebro, teniendo

finalmente la generacién de un tipo de suefio en particular.
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CONCLUSIONES

Sugerimos que cada una de las manipulaciones, situaciones, experiencias o
eventos, que se llevan acabo durante la fase de vigilia tiene un impacto distinto
sobre el ciclo vigilia-suefio. Por lo tanto, el suefio es un estado altamente
influenciable por el medio externo, de tal manera que existe una estrecha
relacion entre la fase de actividad y de suefio.

Sugerimos que existen diferentes patrones de sueiio, diferenciados entre si
por la frecuencia, duracién, tiempo total y latencia de cada una de las fases:
Vigilia, suefio lento y suefio MOR modifican estos paramétros en funcién de la
situacion previa.

La potencia (uV) de las diferentes frecuencias que componen la actividad EEG
de la rata de cada estadio del ciclo vigilia-suefio; se modifica en funcién del
evento previo acontecido durante la vigilia.

El estrés por inmovilizacion, el gjercicio forzado y la ingesta de comida inducen
patrones variados de expresién de la proteina Fos en el cerebro de la rata. Lo
cual sugiere circuitos de neuronas que participan de forma especifica ante
cada estimulo.

El factos liberador de corticotropinas (CRF) y la colecistocinica (CCK) son una
de las sustancias que participan en los cambios generados por el estrés y la
ingesta de comida sobre el patron de suefio, el espectro de potencia y la
expresion de la proteina Fos.

Las pP-endoifinas participan 5010 pa

sueno por el ejercicio forzado.
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APENDICE |

ELECTROENCEFALOGRAMA

El electroencefalograma (EEG) es una técnica no invasiva que permite el registro
de la actividad eléctrica cortical. Esta actividad eléctrica tiene su origen en las
capas mas superficiales de la corteza y fue descrita alrededor de los afios de
1930 por Hans Berger. A partir de los estudios de Berger se han realizado una
gran cantidad de trabajos que han permitido describir la existencia de una
organizacion eléctrica de la corteza cerebral, que cambia con los estados de

vigilancia y a lo largo de la ontogénesis.

Mecanismos de Generacion del EEG
La actividad del electroencefalograma (EEG) tiene su origen en los llamados

potenciales postsinapticos excitatorios e inhibitorios de las células piramidales de
la corteza y en menor medida en la actividad originada por los potenciales de
accion. Los potenciales excitatorios postsinapticos (PEP) de una célula piramidal
se producen por una despolarizacidon local que se propaga de manera
electrotonica a través de la membrana celular, es decir corresponden a la
intensidad del estimulo y decrecen en el espacio y el tiempo. Los potenciales
postsinapticos inhibitorios (PIP) pueden ser resultado del flujo de corriente de
cloro hacia el interior. En el microcircuito producido durante estos flujos de
corriente, durante un PEP, se forma el llamado pozo activo, que es el lugar
membranal donde [a corriente entra, generandose un potencial extraceluiar
negativo, y una fuente activa que es el lugar membranal donde la corriente sale,
produciéndose una defleccidn positiva (Creutzfeldt y Houchin, 1974).

Las neuronas contribuyen al potencial de campo sumado de una poblacion
neuronal cuando sus arborizaciones dendriticas son transversales a las laminas
corticales. En este esquema las capas 1V y V, preferentemente, son |la fuente de
registro del EEG, ya que los potenciales sinapticos se suman longitudinalmente a

través del eje principal de las neurcnas de estas capas. Debido a esta
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citoarquitectura un pozo activo puede estar circundado por 2 fuentes pasivas, en
los puntos donde la corriente fluye hacia el exterior; de manera inversa una fuente
activa induce la formaciéon de pozos pasivos periféricos, o cual origina [a
generacion de un cuadripolo. Sin embargo, como la citoarquitectura nerviosa esta
orientada verticalmente y es asimeétrica debido al arreglo de las dendritas
arborizadas en las capas superficiales de la corteza y los axones que corren
desde el soma hacia las capas profundas, uno de los lados del cuadripolo resulta
dominante y de ese modo se constituye en realidad un dipolo, con lo cual se
producen potenciales de campo, a los que Lorente de N6 [lamé de campo abierto.
La localizacién del pozo y de la fuente puede variar de acuerdo a determinadas
condiciones. Asi por ejemplo la excitacién proveniente de los nicleos especificos
del talamo llega a la lamina 1V corticai formando alli un pozo y debido a que el
electrodo se encuentra en el cuero cabeliudo y mas cercano a la fuente se registra
un potencial positivo en ese momento. En otro ejemplo las fibras del cuerpo
calloso terminan principalmente en las capas superfictales corticales formado ahi
un pozo cercano al electrodo de registro, lo cual se representa como una

deflecciéon negativa (Somjen et al., 1979, Niedermeyer y Lopez Da Silva, 1987).

Se considera que los potenciales de accién no contribuyen esencialmente al
registro de EEG ya que su duracion es de 1 a 2 milisegundos y no se propagan
electroténicamente. En cambio, los potenciales de campo tienen una duracion de
10 a 250 milisegundos y se propagan de forma electroténica. Se ha postulado que
uno de los principales marcadores del ritmo cortical que se refleja en el EEG, es el
talamo. Si se registra la actividad eléctrica en un nicleo sensorial y la zona de
proveccion cortica

= L

| corfespondiente, la actividad ritmica de ambas regiones
coincide. La lesién experimental de télamo dispersa el ritmo cortical de la regién
correspondiente, pero no a la inversa. No obstante, también se ha sefalado |a
existencia de marcapasos intrinsecos corticales (Lopez Da Silva y Storm van

Leeuwen, 1978, Harmony y Alcaraz, 1987).
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Parametros que definen la actividad del EEG
« Forma de la onda

e Frecuencia
¢ Periodo

e  Amplitud

o Distribucién

e Simetria

Forma de la onda: Se refiere a ila morfologia que presenta la onda. Por ejemplo
se pueden presentar ondas en arcadas, puntas, ondas de frente abrupto etc.
Tiempo de la Onda: Las ondas del EEG (oscilacién) es la evolucidén del potencial
entre dos maximos o dos minimos, es decir, entre dos extremos analogos. La
distancia entre esos dos extremos, es la distancia de la onda que se mide en
milisegundos.

Frecuencia: la actividad de! EEG esta compuesta por diferentes ondas que se
clasifican en bandas de frecuencia. La frecuencia se refiere al numero de veces
en que se repite una onda en un segundo. La frecuencia instantanea de una sola
onda puede ser determinada midiendo la duracién de la onda (tiempo) y
calculando el reciproco de este valor.

Periodo: Cuando una onda o un complejo puede repetirse en intervalos largos, se
conoce como periodo. La presentacién en periodos mas o menos constantes se
describe como ritmo.

Amplitud: Es la medida de la distancia vertical de |a onda y se expresa en uV. La
diferencia entre los valores maximos y minimos determina la amplitud. Por
ejemplo, si la altura del EEG mide 14 mm y ia sefiai de calibracion mide 7 mmy es
equivalente a 50uV, una onda de 14 mm tendra una amplitud de 100 pV.
Distribucion: se refiere a la ocurrencia de la actividad eléctrica registrada por los
electrodos colocados en diferentes partes de craneo. Los patrones del EEG
pueden aparecer en una gran area, a ambos lados del craneo, sobre un sélo lado

0 €n una pegquefa area.
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Simetria: la simetria se refiere a que la sefal del EEG es igual en amplitud,

morfologia y frecuencia en dos zonas homologas

Ritmos
Se han identificado una gran cantidad de ritmos en el EEG. Con fines clinicos

normalmente se reportan 4 ritmos basicos, a saber: delta, theta, alfa y beta en el
humano. En la rata se ha hecho una divisidn similar de acuerdo al intervaio de

frecuencias en:

Ondas lentas(delta). se caracteriza por una frecuencia de 0.5-4.0 Hz y un voltaje
alrededor de los 200 uV. Su presencia esta asociada a la fase de suefio de ondas

lentas.

Theta 1. tiene una frecuencia de 4-8 Hz con un voltaje entre los 75 y 125 uV. Se
presentan en regiones occipitales en la nifez y en los adultos aparece en regiones
anteriores y centro-parientales, es reactiva a la apertura palpebral o bien al

realizar procesos cognoscitivos

Theta 2: se identifica por tener una frecuencia entre 8 y 13 Hz con un voltaje
alrededor de 50 uV. Se presenta en regiones posteriores y es caracteristico del

suefio MOR.

Ondas rapidas (beta): presenta una frecuencia entre los 13 y 25 Hz y aparece en
las regiones frontales. Su amplitud generalmente es menor de 50 pV y se puede
bloquear por movimientos contralaterales o estimulacién tactil. De acuerdo con

Alcaraz, 1987.

Métodos de analisis
La sefal de EEG puede ser analizada aparte de los metodos puramente

descriptivos, por varias técnicas de analisis de senales bioeléctricas. Estos

métodos consisten en convertir la sefial del EEG, que es una sefial analogica y
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continua en el tiempo, a una senal digital y discontinua. Esto se realiza por medio
de un convertidor analégico-digital (AD). En forma simplificada, el principio se
basa en considerar a la actividad eléctrica cortical como una mezcla de
fluctuaciones de voltaje sinusoidales y ritmicas que cubren una banda de
frecuencia de 0.25-60 Hz.Uno de los métodos mas utilizados en la clinica es la
que combina el analisis de amplitudes y frecuencias, el cual se basa en que una
sefal, cualquiera que sea, puede descomponerse en ondas sinusoidales de
distintas frecuencias. Para cada sinusoide correspondera un determinado valor de
amplitud y fase, dependiendo de las caracteristicas de la sefial que se analice.
Por ejemplo un segmento de EEG puede descomponerse en una serie de ondas
sinusoidales de frecuencia X y sus arménicos, para cada frecuencia se tendra el

valor de la amplitud de |la onda sinusoidal y su fase (Duffy et al., 1986).

ANALISIS ESPECTRAL

El Mapeo Cerebral es el analisis cuantitativo y topografico del EEG. Permite
realizar simultaneamente analisis de las frecuencias en el tiempo y de la
distribucién de las bandas en el espacio. El andlisis cuantitativo del EEG permite
tener datos cuantitativos de la frecuencia y la potencia de una banda determinada
por el clinico, ademas de que reduce los tiempos de analisis de registros
prolongados del EEG, facilita la comunicacién y la comparacidon cuantitativa entre
diferentes sujetos u otras variables como edad, tratamiento médico, etc., y facilita
gue un mismo segmento de EEG pueda analizarse en diferentes perspectivas (por
ejemplo, un mismo segmento puede analizarse como montaje monopolar o
bipolar, etc.).El mapeo cerebral se basa en el analisis de la frecuencia espectral
que es un procedimiento que permite scparar un conjunto de ondas que coinciden
en un complejo pero que pueden diferir, en su amplitud, su frecuencia o su fase.
El andlisis espectral separa este complejo en sus diferentes componentes de
frecuencia, tomando como base un modelo matematico de analisis de los
componentes seno y coseno de las diferentes ondas, las transformadas rapidas

de Fourier, (Fast Fourier Transformation, FFT). Una vez que se han separado los
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componentes de uno o varios complejos, se puede determinar tanto la frecuencia
como la potencia absoluta de cada uno. Esta potencia se calcula tomando como
base el area bajo la curva de cada componente y se expresa en microvoltios
cuadrados, denominandose espectro de potencia.

Para realizar un espectro de potencia de uno o varios segmentos del EEG, es
necesario remover los artefactos con la finalidad de que no se obtengan
resultados falsos.

Ei espectro de potencia se representa en una grafica en la que se encuentra la
potencia en el eje de las ordenadas y las bandas de frecuencia en el de las
abscisas. De esta manera se puede tener una representacién de la potencia de
cada banda para cada derivacion. Esto es, se puede realizar el espectro de

potencia para cada canal.

Es importante sefialar que este espectro de potencia en realidad representa los
valores obtenidos para cada banda, en cada derivacién, después de realizar las
FFT, en consecuencia son valores numéricos. Debido a que se eligen segmentos
libres de artefactos para realizar las FFT, la potencia absoluta en realidad
representa el resultado del analisis de todos los segmentos seleccionados (Duffy,
1989).

Una vez obtenida la potencia absoluta, se pueden asignar colores a diferentes
valores y asi obtener una representacion grafica de la distribucion topografica de
la potencia. Para crear la imagen pueden realizarse interpolaciones lineales entre

tres electrodos adyacentes.
Existen varios parametros que se analizan en el analsis espectral, entre los mas

importantes estan la potencia absoluta, la potencia relativa y la simetria

interhemisférica.
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Como ya se ha sefialado, la potencia absoluta se obtiene del area bajo la curva
que resulta de un analisis de FFT que da origen a un espectro de potencia. Debe
advertirse que mientras que en EEG la amplitud de la sefial se mide en milivoltios,
después de realizar las FFT se obtienen microvoltios cuadrados que representan
el area bajo la curva de cada banda para cada region evaluada ya sea en un

registro monopolar o bipolar.

La potencia relativa se refiere a la proporcion de cada banda en cada region
evaluada. Después del analisis Para cada derivacién, se encuentra que existen
las cuatro bandas clasicas que se analizan en el EEG. Sin embargo la proporcion
de cada una de ellas es variable dependiendo de factores como la edad, el estado
del paciente, etc. Asi, se considera 100% a toda la actividad eléctrica registrada
en una derivacion, mezcladas todas las bandas de frecuencia. La potencia relativa
se refiere a qué proporcion de ese 100% representa cada banda de frecuencia.
Finalmente, la simetria interhemisférica se refiere un indice de correlacién, ya sea

en términos de potencia absoluta o relativa, entre regiones homélogas.
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