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Resumen

El suefio de movimientos oculares rdpidos (MOR) es un estado de
actividad cerebral que se presenta ciclicamente cuando los animales
homeotermos duermen. Asimismo la cantidad de suefio MOR estd regulada en
forma homeostitica. Actualmente se hipotetiza que ¢l sueiio MOR es el
resultado de la interaccién entre dos conjuntos de neuronas cerebrales. Un tipo
de neuronas se encargaria de generar y mantener este estado mientras que el
otro inhibirfa su ocurrencia. Se postula que las neuronas serotoninérgicas
representan una parte del conjunto de estas neuronas que inhiben al suefio
MOR ya que se muestran selectivamente inactivas durante el sueiio MOR.
Consistente con esta inactividad durante el suefio MOR, es el hecho de que la
liberacién de serotonina es minima en muchas regiones del cerebro durante
este estado. Asi por cjemplo en la formacién reticular pontina, la liberacién es
mdxima durante la vigilia, intermedia durante el sueiio lento y minima durante
el suefio MOR. Empero a la fecha nadie ha reportado qué ocurre con la
liberacién de serotonina durante los diferentes estados de vigilancia en la
formacién reticular del bulbo raquideo. En conjunto la formacién reticular
pontina y bulbar esta involucrada importantemente en la generacién y
mantenimiento del suefio MOR. Asimismo la formacién reticular bulbar
regula un fenémeno cardinal del suefio MOR; la atonfa muscular. Se sugiere
también que la serotonina estaria participando en la regulacién del tono
muscular. Mas aiin nadie sabe qué ocurre con la liberacién de serotonina
durante el rebote de suefio MOR. En el presente estudio se utilizé la técnica de
muestreo de microdiilisis acoplada con la cromatografia de liquidos de alta
presién-deteccién electroquimica, para medir la liberacién de serotonina asf
como su principal metabolito (5-HIAA) en la formacién reticular bulbar a lo
largo de los diferentes estados de vigilancia, durante la privacién selectiva de
suefic MOR asf como durante el rebote de sueiio MOR. Se encontré que en
comparacién a la vigilia, la liberacién de serotonina fue significativamente
menor durante el suefio, en especial durante el sueiio MOR.
Independientemente del estado de vigilancia, los niveles extracelulares de
serotonina y los de 5-HIAA se redujeron dristicamente durante la privacién
de sueiio MOR. Durante el rebote de sueiio MOR, la liberacién de serotonina
se mantuvo significativamente disminuida; por el contrario aumenté
significativamente para el caso de 5-HIAA. Adicionalmente, cuando se
consideraron los estados de vigilancia se observé que los niveles de serotonina
fueron significativamente bajos cuando el animal estuvo preponderantemente
dormido que cuando estuvo despierto. En conjunto estos datos apoyan la
hip6tesis acerca de que la neurotransmisién serotoninérgica constituye un
clemento permisivo para el sueiio MOR.
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Abstract

Rapid eye movement (REM) sleep is hypothesized to result from the
activity of REM sleep-generating and REM sleep-inhibiting neurons. The
serotoninergic neurons of the raphe nuclei represents one such populations of
REM-sleep inhibiting neurons since they are silent only during REM sleep.
Consistent with the decrease in activity of S-HT neurons, the brain
extracellular levels of serotonin are lower during REM sleep compared to
wakefulness. It is not known whether serotonin relcase is also reduced as a
consequence of REM sleep rebound. Using microdialysis sampling coupled to
HPLC-ECD, we measured the extracellular levels of 5-HT and its metabolite
(5-HIAA) in the medial medullary reticular formation (nMRF) of freely
behaving rats during normal sleep, REM sleep deprivation as well as during
REM sleep rebound. We found that the levels S-HT and 5-HIAA were
significantly decreased by REM sleep deprivation. The reduction of 5-HT
release was maintained during REM sleep rebound but the extracellular level
of its main metabolite was increased. In addition, even during REM sleep
rebound, 5-HT release during sleep was low compared to wakefulness. Taken
together these data support the permissive role of S-HT neurotransmission for
REM sleep expression.

Note: The present study has already been published in a peer-review journal.
Its complete reference is Blanco-Centurion C.A., Salin-Pascual R.J.
“Extracellular serotonin levels in the medullary reticular formation during
normal sleep and after REM sleep deprivation™. Brain Res (2001) Vol. 923
pp. 128-136.
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Introduccién

En la gran mayoria de los animales homeotermos la actividad eléctrica
registrada en poblaciones amplias de neuronas cerebrales (EEG) cursa por tres
estados diferentes }102].[121]. Conjuntamente con estos cambios en la
actividad del cerebro, se modifica el nivel de actividad eléctrica registrada en
los midsculos (EMG) bajo control voluntario. Considerando estas dos variables
se han descrito las siguientes fases o estados de vigilancia:

a La vigilia caracterizada por la predominancia de la actividad eléctrica
de répida frecuencia y bajo voltaje (actividad desincronizada)
acompaiiada de un alto grado de tono muscular.

o El sueiio de ondas lentas caracterizado por la preponderancia de
actividad eléctrica cerebral de baja frecuencia y alto voltaje (actividad
sincronizada) asociada con un grado intermedio de tono muscular.

a El sueiio de movimientos oculares rapidos (MOR) que se
caracteriza por la presencia de actividad eléctrica cerebral
desincronizada similar a la vigilia pero a diferencia de ésta, durante el
suefio MOR el tono muscular alcanza su nivel espontineo més bajo
(atonfa muscular).

Ademads en la especie humana se ha observado que las ensofiaciones se
asocian frecuentemente con el suefio MOR | 14]. Este hecho hizo que en forma
incidental se descubriera otra propiedad del suefio MOR; su regulacién
homeostdtica. Asi fue que cuando se privé de sueiio MOR a voluntarios para
eliminar simultineamente las ensofiaciones, se observé que aumentaba
también el mimero de intentos de entrar al sucifio MOR. Finalmente luego que
al sujeto se le permitié dormir ad libitum, la cantidad de suefio MOR aumenté
significativamente con respecto al periodo previo a la privacién. Este
fenémeno se le denominé rebote de sueiio MOR [13]. El rebote de suefio
MOR no es consecuencia del aumento de vigilia durante la privacién ya que
no se presenta cn sujetos que son despertados por el mismo tiempo pero
durante el suefio de ondas lentas. El rebote de suefio MOR con caracteristicas
similares se ha observado en otras especies de mamiferos distintas al humano
como es la rata | 105), 6 el gato [48]. Estos hallazgos indican que el cerebro de
los mamiferos tiene la capacidad de detectar y compensar la pérdida del sueiio
MOR. Esta respuesta es vital para el organismo ya que se ha visto que la
privacién experimental crénica y selectiva de esta fase de suciio conduce
inevitablemente a la muerte [2].
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Regulacion del sueiio MOR: neuronas generadoras y neuronas
inhibidoras.

Actualmente se cree que el suefio MOR esta regulado a nivel del tallo
cerebral por distintos fenotipos neuronales |61]. Entre estos se piensa que un
subconjunto de ncuronas colinérgicas ubicadas en el tegmento laterodorsal y
el pedunculopontino-complejo parabraquial (LDTg/PPTg+PB) juegan un
papel clave en la generacién de este tipo de suefio. Como cvidencia de esto se
sabe que la estimulacién colinérgica de la regién ventral del Locus Coeruleus
(LC) produce un fenémeno muy similar al suefio MOR |107|. Se ha visto
también que existe un grupo de neuronas en el LDTg/PPTg+PB que solo
disparan durante el sueiio MOR {30].|73|. Dado que varias de las neuronas
colinérgicas del LDTg/PPTg+PB proyectan descendentemente hacia la regién
ventral del LC [79), es posible que algunas de estas proyecciones provengan
precisamente de aquellas células activas solo durante el suefio MOR. En la
parte de la formacién reticular medial pontina (mPRF) correspondiente a la
parte ventral del LC también existen neuronas que se despolarizan
exclusivamente durante el sueiio MOR |31]. Ya que la estimulacién
colinérgica (via receptores muscarinicos no-M1) es capaz de generar estas
mismas respuestas electrofisiolégicas en algunas neuronas de la mPRF
[30].|841.[108], se postula que la liberacién de acetilcolina proveniente del
LDT/PPTg+PB constituye uno de los mecanismos neurofisiolégicos claves
para la generacién del sueiio MOR. Como evidencia adicional de esta
hip6tesis se encuentra que la estimulacién eléctrica de la regién del
LDT/PPTg+PB en efecto genera un aumento de la liberacién de acetilcolina
en la mPRF [53|. asi como de sueiic MOR [100]. Ademds se ha medido que
en la mPRF, la liberacién espontinea de acetilcolina es mdxima durante el
suefio MOR |3Y}. Finalmente luego de que se lesiona més del 60% de Ia
poblacién de células colinérgicas en el LDT/PPTg+PB, el sueiio MOR resulta
eliminado transitoria y selectivamente para luego retornar muy disminuido
mostrando caructeristicas aberrantes [ 112].

Las neuronas colinérgicas del LDT/PPTg+PB no solo envian terminales
a lo largo de la formacién reticular del tallo cerebral, también proyectan hacia
varias regiones del cerebro anterior como son el tilamo, la formacién
hipocampal y el cerebro basal anterior [80). Se postula que estas
proyecciones ascendentes son las encargadas de producir ciertos fenémenos
presentes durante el sueiio MOR como son la actividad desincronizada
cortical, el ritmo teta hipocampal y las ondas PGO mientras que las hacen
sindipsis en la formaci6n reticular del tallo cerebral regulan otros aspectos del
mismo fenémeno como la atonfa muscular y los movimientos oculares rdpidos
|80]. Asimismo se ha visto que en estas neuronas colinérgicas se colocalizan
otros neurotransmisores como glutamato, atriopetina, CRF, y oxido nftrico
I80]. Al respecto es relevante apuntar que al igual que sucede con la
estimulacién de los receptores colinérgicos tipo no-M,, la estimulacién de los
receptores glutamatérgicos no-NMDA de la formacién reticular ponto-bulbar
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también induce suefio MOR |65] o atonia muscular |89]. No se conoce si este
glutamato proviene de las mismas neuronas colinérgicas o de otras neuronas
dentro de la formacidn reticular. Esto iltimo es posible ya que no todas las
neuronas que muestran un patrén de disparo selectivo del suefio MOR, son
colinérgicas [75|. Se postula que estas otras neuronas no-colinérgicas
contienen ademds de glutamato otros neurotransmisores como GABA, VIP,
CRF, neurotensina o galanina [8()]. Al respecto la administracién de VIP a la
formacién reticular pontina incrementa el sueiio MOR [4] o en el caso del
CREF produce atonfa muscular [44]. Por otro lado el bloqueo de los receptores
GABA4 en la mPRF genera también un incremento de sueiio MOR [116]. Por
todo ello se propone que el sueiio MOR no se genera exclusivamente por el
subconjunto de neuronas colinérgicas selectivamente activas durante el suefio
MOR, sino que ademids pudieran participar otras neuronas reticulares no-
colinérgicas ubicadas en la misma area del LDTg/PPTg+PB y/o en la
formacién reticular medial pontina. En apoyo de esta iltima idea estd el hecho
que luego de una transeccién completa que separe al LDTg/PPTg de la parte
caudal de la mPREF, se elimina permanentemente cualquier signo caracteristico
del sueiioc MOR en cualquiera de los dos lados [88). Esta misma transecci6n
también elimina el suefio MOR producido por la inyeccién de carbacol en la
formacién reticular pontina [106]. Esto sugiere que ni las neuronas
colinérgicas o no-colinérgicas del LDT/PPTg+PB por un lado, ni las neuronas
reticulares ponto-bulbares por el otro, son capaces por si mismas de generar y
mantener el suefio MOR. Se deduce entonces que durante el sueiio MOR
espontineo o inducido con carbacol, diferentes grupos neuronaies deben de
estar interactuando positivamente para asf iniciar y mantener este estado de
vigilancia. Esta idea se ve apoyada por el hecho de que existen neuronas que
disparan durante el suefio MOR, no sélo en el LDTg/PPTg+PB y en la mPRF,
sino ademds en la formacién reticular del bulbo raquideo {89].

El hecho antes mencionado acerca de que el bloqueo de los receptores -
GABA, en la mPRF de lugar al aumento del sueiio MOR sugiere por otro
lado que durante este estado, las neuronas GABAérgicas que proyectan hacia
o se ubican en esta regién pudieran estar selectivamente inactivas. Puesto que
la transmisién GABAérgica es fundamentalmente inhibitoria, se puede
especular que estas neuronas estarfan inhibiendo a las neuronas generadoras
del suefio MOR durante la vigilia y el suefio de ondas lentas. Durante el suefio
MOR cesaria esta inhibicién. A la fecha no se sabe si esto es cierto para el
caso de las neuronas GABAérgicas que proyectan a la formacién reticular
ponto-bulbar. Sin embargo, s{ se conoce que existen al menos otros dos
distintos fenotipos neuronales que se muestran selectivamente inactivos
durante el suefio MOR. Por un lado se encuentran las neuronas del LC.
Debido a que el LC es un agregado casi homogéneo de necuronas
imunoreactivas a Dopamina-B-hidroxilasa, se postula que muy posiblemente
estas células sclectivamente inactivas durante el suefio MOR utilicen
noradrenalina como neurotransmisor [1]. En apoyo del papel inhibitorio de la
noradrenalina sobre el sueiio MOR, se ha visto que la estimulacién de los



receptores adrenérgicos o2 hiperpolariza a las células colinérgicas del
LDTg/PPTg+PB {1 15). Ademds se conoce que el LC proyecta hacia la regién
del LDTg/PPTg+PB |78] e inerva a la formacién reticular ponto-bulbar [79].
Igualmente la aplicacién de noradrenalina a la parte ventral del LC inhibe el
sueiio MOR | 12] y bloquea el efecto inductor de suefio MOR producido por la
estimulacién colinérgica de esta regién | 1 1]. Recientemente se ha medido que
la liberacién espontdnea de noradrenalina durante el suefio MOR es mfnima
en la parte ventral del LC |86] como es de esperarse si estuviese inhibiendo a
algunas de las neuronas generadoras del suefio MOR.

Respecto a la otra poblacién de neuronas inactivas tinicamente durante el
suefio MOR, se trata de células presuntamente serotoninérgicas en los nicleos
del rafe. Se aplica el calificativo de presuntas ya que a diferencia de la
homogeneidad neuroquimica del LC, en los niicleos del rafe existen otros
fenotipos distintos a las neuronas serotoninérgicas |91]. Empero existe
evidencia que sefiala que muy posiblemente son las neuronas serotoninérgicas
del rafe, en particular del rafe dorsal, las que juegan un papel en la
modulacién del sueiio MOR. Por ejemplo las células silentes tnicamente
durante el suefio MOR del rafe dorsal inhiben su descarga durante la vigilia
por la aplicacién del agonista para el autoreceptor 5-HT;,, 8-OH-DPAT
{21],[34]. Lo anterior sugiere que probablemente estas células sean
serotoninérgicas. Ademds lucgo de la aplicaci6én de 8-OH-DPAT en el rafe
dorsal, la concentracién extracelular de serotonina se ve disminuida en este
sitio y se produce ademds un aumento del suefio MOR [71]. De la misma
forma se conoce que durante el sueiio MOR la concentracién extracelular de
serotonina es mfnima en varias dreas cerebrales [67[|1 14}, incluyendo al
LDTg/PPTg [96] y a Ja mPRF {32]. Ya que el patrén temporal de liberacién
serotoninérgica es andlogo al patrén temporal de disparo observado en las
células del rafe |21).]62|. se propone que son precisamente las neuronas
presuntamente serotoninérgicas las que estén inactivas durante el suefio MOR.
También se sabe que las neuronas serotoninérgicas de los nicleos
mesencefélicos del rafe proyectan tanto a la regién del LDTg/PPTg+PB |78]
como a la formacién reticular | 79|. Asimismo, se ha visto que la estimulacién
de los receptores post-sindpticos serotoninérgicos tipo SHT hiperpolariza a
las células colinérgicas in vivo [95].[101] e in vitro [S1|. En particular esta
inhibicién ocurre sobre las neuronas selectivamente activas durante el suefio
MOR pero no ocurre asf con aquellas que estdn activas tanto en vigilia como
durante el suefio MOR [ 101]. La estimulacidn de los receptores S HTa en el
drea del LDTg/PPTg igualmente inhibe al suefio MOR {95). En resumen y
basado en todo lo anterior se propone que tanto las neuronas noradrenérgicas
del LC, como las neuronas serotoninérgicas de los nicleos del rafe
constituyen neuronas inhibitorias para las células que generan el suefio MOR.
Se sugiere que esta inhibicién ocurre durante el suefio de ondas lentas y
especialmente durante la vigilia y cuando esta inhibicién cesa, el suefio MOR
puede ocurrir [01].




Por otro lado durante el rebote de sueiio MOR ocurren cambios de
actividad tanto en las células colinérgicas del LDTg/PPTg+PB como en las
células serotoninérgicas y noradrenérgicas del tegmento mesopontino. Estos
cambios de actividad son congruentes con la idea de que ambos grupos
celulares regulan en forma diferente al suefio MOR. Se ha visto que hay un
aumento de actividad en las células colinérgicas del LDTg/PPTg durante el
rebote de suefic MOR [59]|. Este incremento de actividad en las neuronas
colinérgicas se correlaciona positivamente con la cantidad de rebote de suefio
MOR. Por el contrario se observé un decremento en el nimero de células
serotoninérgicas activas en los nicleos del rafe y de las  células
noradrenérgicas del LC |58]|,[59]. Estos decrementos de actividad también
correlacionaron positivamente con la cantidad de rebote de suciio MOR. Asf
pues es posible que durante el rebote de sueiio MOR ocurra una disminucién
importante en la actividad de las neuronas serotoninérgicas y noradrenérgicas
que en consecuencia daria lugar a un aumento de actividad en las células
colinérgicas generadoras de! sueiio MOR. Este aumento de actividad
explicaria el rebote de este tipo de suefio. Estudios de actividad unitaria
realizados durante la privacién de suefio MOR también apoyan esta hipétesis.
En estos se ha visto que las células selectivamente activas durante el suefio
MOR incrementan su tasa de disparo mientras que aquellas selectivamente
inactivas muestran un efecto contrario|57}.

Papel facilitador de la serotonina sobre el tono muscular
durante los estados de vigilancia.

Otros estudios indican que durante el sueiio MOR el papel inhibitorio
propuesto para las neuronas serotoninérgicas de los nicleos del rafe guarda
estrecha relacién con la atonia muscular. Esta conclusién se deriva en parte de
estudiar el patrén de disparo de neuronas del rafe dorsal en animales que
muestran suefio MOR sin atonfa muscular [ 104] asi como en animales que se
les induce atonfa muscular durante la vigilia {93]. En el primer caso se vio que
durante el suefio MOR sin atonfa muscular, la tasa de disparo de las células
del rafe dorsal se incrementé en lugar de reducirse como ocurre normalmente.
De hecho los animales que desplegaron el mayor grado de actividad motora
durante el suefio MOR, presentaron el mayor incremento en la tasa de disparo
de las células del rafe dorsal. Por el contrario durante los episodios inducidos
de cataplexia, las neuronas de este ndcleo se mostraron silentes no obstante
que el animal fuera capaz de seguir con la mirada un estimulo visual. De igual
forma se ha reportado que en animales normales, las neuronas del rafe dorsal
incrementan su tasa de disparo del 100 al 400% en respuesta a ciertos tipos de
actividad motora como es la masticacién, el lamido o el acicalamiento [34];
por el contrario se muestran silentes en respuesta a estimulos novedosos que
producen inhibicién motora. Las neuronas del rafe bulbar también
incrementan su actividad durante la locomocién |34]. Asimismo se ha visto
que la aplicacién de serotonina en la mPRF es capaz de bloguear la atonfa
muscular inducida con la administracién de carbacol a la regién ventral del
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LC {97]. Dado que en la mPRF estin presentes neuronas que excitan a
motoneuronas espinales |69], parece I6gico suponer que la serotonina pudiera
jugar un papel facilitador sobre el tono muscular al activar a estas neuronas
reticulo-espinales. Adicionalmente se pude presuponer que la inactividad
selectiva observada en las neuronas serotoninérgicas de los niicleos del rafe
durante el suefio MOR, constituiria un factor desfacilitatorio que irfa a la par
con la inhibicién que ocurre sobre las motoneuronas. Es sabido que durante el
suefio MOR ocurre una intensa inhibicién sobre las motoneuronas espinales
|9]. Asi pues ambos procesos desfacilitacién e inhibicién irfan a la par para
que ocurriera la atonfa muscular durante el suefio MOR.

La formaciéon reticular ponto-bulbar y su papel en la
regulaciéon del tono muscular durante el sueiio MOR.

Actualmente se propone que la atonia muscular durante el sueiio MOR se
lleva a cabo por neuronas localizadas paramedialmente a lo largo de la
formacién reticular ponto-bulbar |89].|98). Estas regiones proyectan hacia los
nticleos motores del tallo cerebral asi como de la médula espinal {69],[119].
Asimismo se sabe que la estimulacién eléctrica [22[.[55], colinérgica |43] o
glutamatérgica no-NMDA, [46] tanto de la regién ventral del LC, como més
caudalmente al nivel del nicleo reticular gigantocelular (bulbo raquideo)
produce atonia muscular en animales intactos o decerebrados. Por el contrario
la lesién de estas mismas regiones produce sueiio MOR sin atonfa muscular
[83],/85]. Registros intracelulares en la formaci6n reticular bulbar sefialan que
muchas de las células ahi presentes se despolarizan ténicamente a lo largo de
episodios de atonia muscular durante el sueiio MOR. La formacién reticular
pontina y bulbar actiian en concierto para producir esta inhibicién ya que se ha
visto que la estimulacién eléctrica del niicleo reticular gigantocelular no fue
capaz de producir atonfa muscular en animales con transeccién ponto-bulbar
mientras que si lo fue en animales donde la transeccién se hizo por delante del
puente [87}. Lo mismo sucedié cuando se inactivé temporalmente a la mPRF
con lidocaina |40]. En apoyo de la existencia de esta interaccién positiva entre
puente y bulbo durante el suefio MOR se ha visto que sélo durante este estado,
la estimulacién de la formacién reticular bulbar produce potenciales post-
sindpticos excitatorios en las neuronas reticulares pontinas [31]. Adem4s los
estudios con trazadores han puesto en evidencia la fuerte inervacién recfproca
existente entre ambas regiones [19],[60].[81].

Se ha descubierto también que la regién pontina inhibitoria del tono
muscular asi como también la regién mesencefilica locomotora (PPTg-niicleo
cuneiforme) excitan a la formacién reticular bulbar [33]. Lo anterior indica
que el nicleo reticular gigantocelular puede considerarse como una via comiin
para la generacién tanto de la atonfa muscular como de la facilitacién motora.
La estimulacién de la regién PPTg-micleo cuneiforme también es capaz de
inhibir a otras neuronas de Ia formacién reticular bulbar. Sin embargo ambos
efectos son congruentes para la funcién de generacién del suefio MOR porque
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las células que se inhiben son fundamentalmente aquellas que responden a la
estimulacién somato-sensorial mientras que las que se activan son células
reticuloespinales que inhiben a motoneuronas [33].

Actualmente se conoce bastante acerca de la conexién del niicleo reticular
gigantocelular con motoneuronas lumbares. En el gato intacto, descerebrado o
anestesiado se observa que esta conexi6n es tanto inhibitoria como excitatoria
{7],/8]. La conexién excitatoria involucra menor ntimero de sindpsis
intermedias que la inhibitoria. Ademds se sabe que en un animal intacto la
magnitud de los potenciales post-sindpticos excitatorios no se modifica en el
transcurso del suefio o la vigilia mientras que la magnitud de los potenciales
post-sindpticos inhibitorios si presenta importantes modificaciones
relacionadas con los estado de vigilancia. La influencia sobre la excitabilidad
de las motoneuronas lumbares durante la vigilia y el suefio de ondas lentas es
menor. Sin embargo durante el sueiio MOR, se ve incrementada la amplitud
de estos potenciales inhibitorios en tal proporcién que puede bloquear la
generacion de espigas antidrémicas generadas desde el nervio periférico. Esta
potente inhibici6én sobre las motoneuronas lumbares durante el suefio MOR,
esta mediada por glicina y no por GABA. De este modo los estudios
electrofisiolégicos también brindan soporte a la idea que el nicleo reticular
gigantocelular es una via comuin para aumentar o disminuir la excitabilidad de
las motoneuronas espinales. Empero la via inhibitoria aparece ser
preponderante durante el sueiio MOR y estar mediada por interneuronas
inhibitorias glicinérgicas. ;Qué papel pudiera jugar la serotonina en este
aspecto?

La idea acerca de la funcién divalente de la formacién reticular en
relacién con el tono muscular se ve apoyada por los experimentos que han
medido la liberacién de acetilcolina y serotonina {32],|3Y]. Tanto las células
colinérgicas la regién del LDTg/PPTg como las células serotoninérgicas en
los niicleos del rafe proyectan hacia la formacién reticular ponto-bulbar
[791,[110].1118).1120]. Esto en principio sugiere que las células reticulares
encargadas de producir la atonia muscular estarian siendo moduladas por
aferencias colinérgicas y serotoninérgicas. Asi es posible especular que
durante el suefio MOR la aferencia colinérgica esté relativamente mas activa,
con respecto al nivel de la aferencia serotoninérgica. En efecto, durante el
suefio MOR al nivel de la mPRF, la liberacién de serotonina es mfnima [32]
mientras que la de acetilcolina es mixima |3Y|. Por el contrario durante la
vigilia esta relacién se invierte. Ademéds se conoce que en la formacién
reticular bulbar, la liberacién de acetilcolina [38] es igualmente mdxima
durante el SMOR. Empero, a la fecha no se sabe qué ocurre con respecto a la
liberacién de serotonina en esta regi6n del tallo cerebral. Es por esto
importante conocer si en esta regién clave para la regulacién del tono
muscular, la liberacién de serotonina resulta ser minima durante el estado
fisiolégico donde este tono es naturalmente minimo. De ser asi se reforzaria la
hip6tesis de que los mismos mecanismos que modulan el tono muscular al
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nivel de la formacién reticular pontina también estdn presentes al nivel de la
formacién reticular del bulbo raqufdeo. M4s aln nadie ha reportado qué
ocurre con la liberacién serotoninérgica a consecuencia de la privacién
selectiva de suefio MOR, De ser cierto que el rebote de suefio MOR esta
asociado con decrementos en la actividad de las células serotoninérgicas es de
esperarse que se observe una disminucién en la concentracién extracelular de
este neurotransmisor.

Hipdtesis

De acuerdo al modelo antes descrito es de esperarse que si la serotonina
juega un papel facilitador sobre el tono muscular al nivel del nicleo reticular
gigantocelular, los niveles extracelulares de serotonina en esta estructura sean
minimos durante el suefio MOR ya que durante este estado, el tono muscular
es minimo también. Ademds es de esperarse que la liberacién de serotonina
disminuya en respuesta a la privacién de suefio MOR ya que esta maniobra ha
sido asociada con una disminucién de la actividad de las neuronas
serotoninérgicas que proyectan a la formacién reticular bulbar,
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Objetivos

El propésito del presente trabajo, fue estudiar la liberacién de serotonina asf
como su principal metabolito (5-HIAA) en la formacién reticular bulbar. Este
estudio abarcé la medicién de la liberacién serotoninérgica en tres diferentes
condiciones;

a) Durante la ocurrencia natural de los diferentes estados de
vigilancia (vigilia, suefio de ondas lentas y suefio MOR)

b) Durante la privacién selectiva de suefio MOR

c) Durante el rebote de sueiio MOR

Para estudiar la liberacién de serotonina bajo estas condiciones se utilizé la
técnica de muestreo de microdidlisis acoplada con la cromatografia de
liquidos de alta presién-deteccién electroquimica (HPLC-ECD).
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Metodologia

Sujetos, condiciones ambientales generales y procedimiento
quiridrgico.

Como sujetos experimentales se utilizaron veintidés ratas machos de la
variedad Wistar cuyo peso estuvo entre 250-300 g al momento de la cirugia.
Durante todo el experimento se mantuvieron a los animales aislados y bajo un
régimen de fotoperfodo 12:12 h (las luces se encendian automdticamente las
8:00 am). Las ratas siempre se mantuvieron dentro de ambientes con
temperatura regulada (18-25°C) asf como tuvieron acceso ad libitum de agua
potable fresca asi como alimento comercial.

Para la implantacién de los dispositivos de microdidlisis y registro de
suefio, se anestesiaron profundamente a las animales con una mezcla de
droperidol (0.25 mg/kg; IM) y ketamina (100 mg/kg;IP). En un aparato
estereotdxico se les colocé unilateralmente una cénula-gufa (BAS) dirigida
hacia la formacién reticular paramedial bulbar utilizando las siguientes
coordenadas: P: -2.0 (usando la lfnea interaural como referente); L: +0.4; V: -
8.0 mm. por debajo de la superficie de la dura madre. La implantacién de esta
cdnula permitié que en el dia del experimento, la sonda de microdidlisis fuera
dirigida con precisién hacia la regién de estudio sin necesidad de reanestesiar
al animal. Ademds dado que el extremo de la cdnula quedé 1 mm por arriba de
Ia regién de estudio, no se comprometié la integridad de esta drea durante el
periodo de recuperacion.

Para realizar el registro de suefio se colocaron seis electrodos de acero
inoxidable barnizados excepto por 3 mm en la punta. Estos electrodos se
enredaron a tornillos miniatura del mismo material que previamente fueron
fijados bilateralmente en diferentes locaciones en el crdneo de la rata. Un par
de tornillos se colocé en los huesos nasales, otro par se colocé 2 milfmetros
por delante de Bregma en los huesos frontales y el iltimo par se atornillé 2
mm delante de Lambda en cada uno de los huesos parietales. Los electrodos
de tornillo quedaron en estrecho contacto con la superficie cerebral y
permitieron asf registrar la actividad eléctrica de grandes poblaciones de
neuronas a nivel cortical (ECoG). Para el registro del tono muscular (EMG) se
utiliz6 otro par de electrodos de acero inoxidable que se insertaron profunda y
bilateralmente dentro de los miisculos elevadores del cuello. El conjunto de
los ocho electrodos fue soldado a un conector macho de ocho puntas.
Posteriormente este conector asf como la cénula gufa para microdidlisis se
fijaron permanentemente al crineo con cemento dental, se suturé la piel que
cubre al crdneo y se aplicé una dosis tnica de penicilina G benzatinica
(1,200,000 U IM). Finaimente se aguardé un periodo de dos semanas para que
los animales se recuperasen plenamente de la cirugia.
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Experimento 1. Medicion de los niveles extracelulares de
serotonina durante los principales estadeos de vigilancia.

En este experimento se utilizaron cinco ratas para determinar el nivel de
la liberacién de serotonina durante episodios espontdneos de vigilia, suefio de
ondas lentas asf como durante el suefio MOR. Una vez que las ratas se
recuperaron de la cirugia, se habituaron al ambiente experimental durante tres
sesiones consecutivas de 4 h cada una de las 16:00 a las 20:00 h. Esta
habituacién consistié en colocar al animal dentro del aparato de colecta de
microdializados en libre movimiento y engancharlo simultineamente al brazo-
balancin de éste y al cable que transmite la sefial del ECoG y EMG hacia el
oscilégrafo. Este dispositivo de colecta estaba a su vez colocado dentro de una
cdmara sonoamortiguada, con sistema de ventilacién y con vidrio de
observacién unidireccional. Mediante la observacién a través del vidrio y al
registro polisomnogrifico se pudo constatar que al cabo de tres sesiones, el
animal desplegaba una conducta normal y exhibia los tres principales estados
de vigilancia a estudiar, A las 8:00 am. del cuarto dia se instalé otra vez al
animal en el ambiente experimental, se extrajo el estilete que ocluia la cdnula
y se le insert6 en su lugar una sonda nueva comercial de microdidlisis (1 mm
de longitud de membrana; BAS). La didlisis cerebral también inici6 en ese
momento. El liquido de perfusién que se utilizé consistié en liquido
cefalorraquideo artificial, filtrado (0.2 um) y mantenido a temperatura
ambiente. La composici6én i6nica del mismo fue: Na* 148 mM, K* 4.5 mM,
Ca** 1.3 mM, Mg* 1.0 mM, CI' 132.6 mM, HCO3" 23 mM, H,PO, 1.5 mM
(osmolaridad total= 312 mM) y pH 7.4. La velocidad de flujo para este
experimento fue 2.5 pl/min. Con esta velocidad de flujo, el tiempo de
muestreo fue de 2 min. debido a que el volumen del inyector del HPLC era de
SuL. Este tiempo de muestreo permitié colectar muestras para cada estado de
vigilancia, incluido el sueiio MOR cuya duracién promedio en la rata es de 2
min. A partir de las 16:00 y hasta las 20:00 h de ese mismo dia, se colectaron
varias muestras durante cada estado de vigilancia. En total se colectaron 58
muestras; 18 correspondientes a vigilia, 19 durante el suefio de ondas lentas y
21 durante el suefio MOR. Debido al volumen muerto presente en la tuberia
de salida, siempre existié un retraso constante entre lo que se registraba en el
oscil6grafo con respecto a lo que se estaba colectando con la microdidlisis.
Empero, siempre se tom6 en cuenta este valor de retraso (2 min.) para aparear
en forma precisa cada muestra con su estado de vigilancia. Las muestras
fueron colectadas por control remoto en un colector refrigerado (4°C; CMA),
se acidificaron inmediatamente (pH=2) y luego se analizaron en fresco en el
HPLC-ECD. Luego de terminada la colecta, se sacé la sonda de microdidlisis,
se colocé6 de nuevo el estilete dentro la cdnula-guia y se reubicé a la rata en su
jaula habitual por una semana mas.

Para la identificacién de la vigilia, el suefio de ondas lentas y el sueiio

MOR sc utilizaron dos diferentes derivaciones para la seiial ECoG (fronto-
frontal y fronto-occipital) junto con la sefial EMG. Adem4s durante todo la
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colecta, el registro visual de la conducta de la rata sirvi6 como criterio
adicional y definitivo para la identificacién precisa del estado de vigilancia en
cuestién, La actividad eléctrica cortical y muscular se amplificé
diferencialmente (WV/mm), se filtré segiin el caso (0.3-35 Hz. para el ECoG;
15-70 Hz para el EMG) para luego registrarse simultdneamente en tiempo real
sobre papel (15 mm/seg) en un oscilégrafo de ocho canales (GRASS Serie 6).
La calificacién de estos registros fue realizada visualmente sobre la base de
los siguientes criterios. La vigilia se identific6 por la presencia de actividad
ténica desincronizada en ambas derivaciones ECoG junto con una seiial EMG
de gran amplitud. Asimismo durante la vigilia se presentaron periodos de
actividad teta en una o ambas derivaciones (5-8 Hz) que coincidian con la
exhibicién de actividad locomotora o més cominmente con actividad
exploratoria olfativa. En adicién a estas conductas, la vigilia registrada en el
oscilégrafo siempre estuvo asociada a otras conductas como la alimentacién,
el acicalamiento, el rascado, los cambio de postura, la ingesta de agua, etc.
Por otro lado el suefio de onda lentas fue caracterizado por la presencia de un
fondo de actividad cortical sincronizada de baja frecuencia-alto voltaje mas
rifagas ocasionales de husos de suefio (actividad fusiforme de ondas en la
banda de los 12-15 Hz.) asociado todo esto con un nivel menor de actividad
EMG en comparacién a la vigilia. Durante el suefio de ondas lentas siempre se
observé al animal en una postura relajada, comtinmente acostado sobre un
costado formando un ovillo, con los parpados cerrados o semi-cerrados asf
como su respiracién era lenta comparada con la vigilia. En lo que respecta al
suefio MOR, este se caracteriz6 por la presencia de actividad cortical
desincronizada en la derivacién fronto-frontal, actividad teta hipersincrénica
en la derivacién fronto-occipital més la presencia de un fondo de atonfa
muscular, Sobre este fondo de atonia muscular se presentaron espigas de
actividad fasica en ¢l EMG que frecuentemente coincidieron con breves (< |
seg.) mioclonias observadas en los misculos del hocico, ojos y en algunos
casos de las extremidades. Durante el suefio MOR la rata siempre se observé
completamente relajuada, acostada sobre el piso, con los ojos cerrados asf
como su respiracion era acelerada e irregular en comparacién con el suefio de
ondas lentas. En todos los casos se consider6 una época minima de 2 min.
para colectar los microdializados.

A la semana siguiente de la colecta las ratas fueron sacrificadas con una
sobredosis de Nembutal (800 mg/kg IP), prefundidas vifa intracardiaca con
solucién salina 0.9 % y luego con solucién de buffer de formaldehido al 10%.
El cerebro fue extraido y post-fijado en soluciones que contenfan sacarosa
(10,20,30 %) -formaldehido por varios dfas a 4° C. Posteriormente el cerebro
fue seccionado transversalmente en cortes de 50 um, montado en portaobjetos
gelatinizados y tefiido con violeta de cresilo. Esta tincién facilité la
visualizacién de la huella que dej6 la cénula asi como la sonda de
microdidlisis. Estas huellas se caracterizaron no sélo por la presencia de una
evaginacién en el piso del cuarto ventriculo generada por el extremo distal de
la cénula-gufa sino ademds porque en la zona donde estuvo la membrana, se
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observé una fuerte reaccién glidtica evidenciada por la presencia de
numerosas células diminutas globiformes e intensamente tefiidas con la
violeta de cresilo (Figura 1). Las locaciones donde estuvieron las sondas de
microdidlisis fueron registradas en ldminas representativas tomadas del atlas
del cerebro de la rata [68].

. s

Experimento 2. Medicion de los niveles extracelulares de
serotonina y acido 5-hidroxi-indolacético en relacién con la
privacion selectiva de sueiio MOR.

En este experimento se utilizaron diecisiete ratas que fueron subdividas
aleatoriamente en los siguicntes tres grupos: jaula normal (n=5), pedestal
ancho (n=5) y pedestal de privacién de sueiic MOR (n=7). Como se sefnalé
previamente las ratas fueron implantadas dos semanas atrds con una cdnula-
gufa de microdidlisis en la regién paramedial de la formaci6n reticular bulbar
asf como con electrodos para el registro de los estados de vigilancia. Para la
privacién selectiva de suefio MOR se utilizé el método de la “isla”. Este
consiste en colocar al animal sobre un pedestal que media 6.5 cm de didmetro.
El pedestal estaba fijo al fondo de un contenedor donde se vertié agua potable
hasta un nivel donde el pedestal sobresalia 5 cm. Dada la natural aversién de
las ratas por el agua, estas prefirieron mantenerse en todo momento sobre el
pedestal (el contenedor tenfa una tapa enrejada asi que no habia posibilidad de
escape). La dimensién reducida del pedestal imposibilité que la rata pudiera
relajarse por completo al momento de dormir. Debido a que el sueiio MOR se
caracteriza por la presencia de atonia muscular generalizada se entiende que
para llevarse a cabo normalmente, el animal debe estar dormido sobre una
superficie que le permita sustentar todo el peso de su cuerpo al momento en
que el tono muscular desaparece. El pedestal estrecho impide que el animal
durmiera en sueiio MOR ya que al iniciarse la atonfa muscular, la rata cae al
agua y consiguientemente se interrumpe este estado. Como control de este
ambiente se utiliz6 un pedestal mds ancho (15.5 cm de difmetro) en donde los
animales pudieron relajarse completamente a la hora de dormir y en
consecuencia el suefio MOR se presentara sin impedimentos. Sin embargo,
como este pedestal también estuvo rodeado de agua, las ratas se vefan
forzadas a permanecer sobre esta “isla” todo el tiempo del experimento. Para
obtener los valores de linea-base se utilizaron a las ratas que permanecieron en
sus jaulas normales con cama de aserrin.

Las ratas permanecieron sobre los pedestales por 92 h consecutivas
inicidndose a las 20:00 h (inicio de la fase obscura). Dos periodos de
descanso diario de una hora cada uno fueron programados durante el
experimento (8:00 y 20:00 h). Durante los mismos se cambié el agua de los
contenedores y mientras tanto las ratas fueron retornadas a sus jaulas normales
en donde se les permitié conducirse normalmente exceptuando que no se les
dej6 dormir. Para corroborar el efecto los dos diferentes pedestales sobre los
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estados de vigilancia, se llevaron a cabo registros de suefio en los animales de
ambos grupos por 4 h de las 16:00 a las 20:00 durante el segundo (44-48 h) y
tercer (68-72 h) dia de estancia sobre los pedestales. Estos registros se
Hevaron a cabo preservando las condiciones experimentales y ademds se
hicieron dentro de una cdmara sonoamortiguada. Se calificé los registros
visualmente en vigilia, suefio de ondas lentas y sueiio MOR siguiendo los
criterios antes mencionados excepto que en este caso la época minima fue de
5 seg. La reduccién en la duracién de la época minima se hizo para que todo
el sueiito MOR que se registrara fuera cuantificado. Para obtener el valor
representativo para cada rata durante esta condicién se promediaron los dos
registros. Al finalizar el segundo registro de sueiio, sc inserté la sonda de
microdidlisis (1 mm de longitud de membrana, BAS) asi como se empezé a
dializar con liquido cefalorraquideo artificial cuyas caracteristicas fueron
idénticas a las del experimento 1. Dieciséis horas después de la insercién de la
sonda (88 h sobre las plataformas), se inicié la colecta de microdializados
estando adn los animales sobre sus respectivos pedestales. Este muestreo se
Illevé a cabo por 4 h de las 12:00 a las 16:00 h. Simultdneamente se registré
polisomnogréificamente a los animales. Por el hecho de que este registro no se
llevé a cabo a la misma hora que todos los demds, no se promedi6 con los
obtenidos durante el segundo y tercer dia pero si se usé para correlacionar las
muestras con los estados de vigilancia. En este experimento el flujo de
perfusién fue de 0.5 uL/ min. y no asf de 2.5 uL/ min. como en el caso del
experimento 1. Esto se hizo as{ ya que los experimentos piloto demostraron
que a consecuencia de la privacién de sueiio MOR, la recuperacién de
serotonina obtenida con flujo de 2.5 uL/ min. estuvo por debajo de los limites
del sistema HPLC-ECD (0.05 fmol/5 uL). Al disminuir este flujo de perfusién
a 0.5 uL/ min. se consiguié obtener consistentemente picos de serotonina con
un cociente de seiial/ruido por encima de 3:1. Esto sin embargo hizo que ya no
se pudiera colectar por estado de vigilancia como inicialmente se habfa
planeado hacer ya que ahora se requeria de un tiempo cercano a los 12 min.
para llenar el inyector. No obstante con la ayuda de los registros
polisomnogrificos fue posible correlacionar posteriormente cada muestra con
los estados de vigilancia presentes al momento de su colecta. Solo se
utilizaron para este andlisis muestras en las cuales los animales estuvieron mas
del 75% del tiempo despiertos o dormidos en una combinacién cualesquiera
de sueiio de ondas lentas con sueiio MOR.

A las 92 h de estancia sobre los pedestales, se regresé a los sujetos a sus
Jjaulas habituales. En esta condicién la colecta de microdializados continué por
otras 4 h més de las 16:00 a las 20:00 h. Cuatro o més muestras de 12 min. se
obtuvieron por cada rata. Las muestras fueron colectadas igualmente por
control remoto en un colector refrigerado, acidificadas y analizadas en fresco
para serotonina asi como para 5-HIAA. Igualmente se obtuvo un registro
polisomnogriéfico de estas cuatro horas. En este caso el registro sirvié no sélo
para correlacionar los estados de vigilancia presentes en cada muestra sino
ademds sirvi6 para obtener el valor representativo del rebote de sueiio MOR.
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En el caso de los animales mantenidos siempre en las jaulas habituales, la
colecta de microdializados se llevé a cabo igualmente de 16:00 a 20:00 h
(dieciséis horas después del comienzo de la perfusién) y con el mismo flujo
utilizado en las ratas sobre los pedestales (0.5 uL/ min.).Al finalizar la colecta
y el registro de sueiio, se extrajo la sonda de microdidlisis, se reinserté el
estilete en la cdnula y se retornaron a los animales a sus jaulas normales por
una semana adicional. Posteriormente se procedié a sacrificarlos y a llevar a
cabo el andlisis post-mortem de las locaciones de las sondas del mismo modo
que fue ya descrito para el experimento anterior.

HPLC-ECD

La mezcla de compuestos del liquido extracelular obtenidos mediante la
didlisis fue inyectada directamente en un cromatégrafo de liquidos de alta
presién (GILSON). La separacién se logré mediante cromatografia de fase
reversa siendo la fase estacionaria una columna de octadecilsilica tipo
“microbore” (C-18, 100 x 1 mm, 3uM; BAS). La fase mévil utilizada fue una
solucién acuosa de dcido monocloroacético 100mM (buffer), octilsulfato de
sodio 0.65 mM (par aniénico), EDTAe2Na 1-2 mM (quelante férrico),
acetonitrilo 5 % y tetrahidrofurano 1.2 % v:v (bases orgdnicas) adjustada a
pH= 3.2 con NaOH. La velocidad de flujo fue de 0.08 ml/min. Una vez
separadas, la oxidacién de la serotonina y el 5-HIAA se hizo a un potencial de
650 mV vs. Ag/AgCl sobre un electrodo de carb6n vidriado. La sensibilidad
del potenciémetro (LC-3C.BAS) se establecié a 0.5 nA/V para el caso de la
corriente generada por la serotonina mientras que para el caso del 5-HIAA, se
fij6 a 5 nA/V. De esta manera, se tuvieron que hacer corridas independientes
para la lectura de cada compuesto. La identidad y concentraci6n de los picos
cromatogréficos correspondientes a la serotonina y al S-HIAA se constaté al
comparar los tiempos de retencién de los analiticos contra los obtenidos con
estindares de referencia comerciales (SIGMA) de concentracién conocida. La
inyeccién de los estdndares se hizo antes, durante y después de las corridas.
La identificacibn la daba automdticamente el programa de anélisis
cromatogrifico del HPLC con un margen de error del 5% (Gilson 715).
Asimismo, las freas bajo los picos fueron calculadas también
autométicamente por el programa de andlisis del HPLC. Finalmente los datos
de concentracién relativa (fmol/5 pL) fueron comparados estadisticamente
entre los grupos por medio de una ANOVA y luego una prueba “t"para
muestras independientes a un nivel de significancia de p< 0.05. utilizando un
programa estadistico (Microcal Origin Ver 4.0).
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Resultados
Ubicacion anatémica de las sondas de microdidlisis.

Gracias a la tincién con violeta de cresilo se pudo distinguir sin
ambigiiedad los sitios donde quedaron las sondas de microdialisis, en
particular la porcién activa de éstas; la membrana. En general la punta de la
cdnula-gufa quedé un milimetro por debajo del piso del cuarto ventriculo
frecuentemente produciendo una evaginacién en esta cavidad asf como gli6sis
a nivel del parénquima nervioso. El lugar donde estuvo la membrana quedé
definido mediante un agregado de diminutas células esféricas tefiidas
fuertemente con violeta de cresilo. Posiblemente estas correspondan a células
gliales. De hecho la forma de este agregado celular es muy semejante a la
forma cilindrica que tiene la punta de la sonda de microdidlisis (Figura 1).

Figura 1.Microfotograffa en blanco y negro de un corte transversal del bulbo donde
se observa la huella dejada por la sonda de microdidlisis. El tejido fue teiiido con
violeta de cresilo. La flecha apunta hacia la huella que dej6 la membrana de
microdidlisis una semana después de haber sido insertada en el animal. Nétese como
el agregado de células intensamente tefiidas con violeta de cresilo delinea la forma
del extremo distal de la sonda de microdiélisis (SM) asf como la longitud de ésta
corresponde a la de la membrana (1 mm.). 4V= cuarto ventriculo, 7th= rafz
ascendente del nervio facial, icp= pedinculo cerebeloso inferior, DPGi= nicleo
dorsal paragigantocelular, Gi= nicleo reticular gigantocelular, PFI= I6bulo
cerebeloso paraflocular. SM  representa un dibujo a escala de la sonda de
microdidlisis utilizada en este estudio. La escala de la parte inferior derecha
representa 1 mm.
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Los anélisis post-mortem indicaron que en todos los casos las sondas de
microdidlisis se ubicaron paramedialmente dentro de la formacién reticular
bulbar desde la proximidad de la unién bulbo-pontina hasta el nivel del niicleo
del tracto solitario (Figura 2), Las huellas de las veintid6s sondas se
observaron dentro de una regién relativamente amplia que comprendié a los
siguientes niicleos: reticular gigantocelular, reticular gigantocelular pars alfa,
dorsal paragigantocelular y reticular intermedio. No se observaron huellas de
las sondas en la parte lateral de la formacién reticular bulbar correspondiente
al nicleo reticular parvocelular o al niicleo lateral paragigantocelular asi como
tampoco a nivel del niicleo del nervio facial. De! mismo modo no se
encontraron huellas de sondas medialmente dentro de los nicleos del rafe
bulbar o dentro del fasciculo longitudinal medio.

Niveles extracelulares de scrotonina durante los principales
estados de vigilancia.

Durante el sueiio MOR se encontré que la concentracién extracelular de
serotonina fue significativamente menor que durante el suefio de ondas lentas
o la vigilia (Tabla 1). No hubo diferencia significativa en la concentracién de
serotonina entre el suefio de ondas lentas y la vigilia. Empero cuando se
agruparon los valores correspondientes a sueiio total (sueiio de ondas lentas +
suefio MOR) y se compararon con respecto a los valores obtenidos durante la
vigilia, se encontré que durante el suefio la liberacién de serotonina estuvo
significativamente disminuida. Estos resultados sefialan que durante el suefio
y en especial durante el MOR, Ia liberacién de serotonina en la formacién
reticular bulbar es menor comparativamente a la vigilia.

; Concentracién  Nimero de

Estado media (FESM) muestras N
Vigilia 51.6 (7.6) 18 5
Sueiio de

Ondas Lentas 304 (7.9) . 19 5

L

Suefio MOR 4.7(54) 21 5
Sueiio Total 26.3 (5.8)° 40 5

Tabla 1. Niveles extracelulares de serotonina en la formacién reticular bulbar a lo largo de
ciclo sueflo-vigilia. Los datos fucron obtenidos al agrupar muestras de 5 ratas durante
episodios de cada uno de los tres principales estados de vigilancia. La calificacién de estos
estados se hizo visualmente sobre la base de criterios convencionales (época minima = 2
min.). En tolal se colectaron 36 min. de vigilia, 38 min. de sueiio lento y 42 min. de suciio
MOR. Los valores representan concentraciones relativas expresadas como fmol/SuL., Una
prucba “t” para muestras independientes fue usada para comparar estadfsticamente los datos.
*= p<0.05 vs. sueiio de ondas lentas ; **= p<0.001 vs. vigilia, = p<0.05 vs. vigilia.
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Figura 2, Posici6én anatémica de las membranas de microdidlisis en series de cortes
transversales a nivel del bulbo raquidco. Las huellas donde quedaron las membranas
de microdidlisis fueron ubicadas bajo ¢l microscopio gracias a la gliésis generada por
éstas una semana después de retiradas del parénquima nervioso. Las huellas de las
sondas fueron representadas como barras sobre los esquemas correspondientes del
atlas de Paxinos & Watson {08]. Los nimeros del lado izquierdo representan las
coordenadas antero-posteriores en milimetros a partir de Bregma. El cerebelo fue
omitido por razones de espacio, no obstante fue utilizado también como referente
para ubicar el plano antero-posterior de las sondas. 7= niicleo del nervio facial, asc7=
rafz ascendente del nervio facial, icp= pediinculo cerebeloso inferior, py= tracto
corticoespinal, g7= rodilla del nervio facial, Gi= nicleo reticular gigantocelular,
GiA= niicleo reticular gigantocelular pars alpha, DPGi= niicleo dorsal
paragigantocelular, IRt= nicleo reticular intermedio, LPGi= nicleo lateral
paragigantocelular PCRt= niicleo reticular parvocelular, RB= niicleos del rafe bulbar
(magno+piélido=), sol= nicleo del tracto solitario.
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Niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA en relacién con
la privacion selectiva de sueiio MOR.

Los registros polisomnogréficos obtenidos durante el segundo y tercer
dia de estancia sobre pedestales demostraron que sélo los sujetos colocados
sobre el pedestal angosto (6.5 cm. de didmetro) mostraron alteraciones
significativas en los porcentajes de suefio MOR y vigilia comparados con
animales que permanecieron en sus jaulas normales (Tabla 2). Dada la
reducida superficie de sustentacién del pedestal, los animales perdian el
balance al momento de presentarse la relajacién postural durante el sueiio,
especialmente al inicio del suefio MOR. Esto produjo una constante
interrupcién de este estado. De este modo el porcentaje de sueiio MOR en
estos animales prdcticamente desaparecié durante los periodos registrados

(Figura 3).
. Periodo sobre los pedesiale ____ Periadopost - pedessal

Estado Jaula normal Podestal andw  Pedestalangosto . Podestal ancho  Pedestal angosto

% (+ESM) _ % (+ESM) % (+ESM) % (+ESM) % (EESM)
Vigika 249 (57) 256 @45) 483 (32)*** 261 38) 248(50)
Sudio de Onkis 616 (4.8) 63.1 35) 51132 623 (28) 39936+
Lontas
Sudio MOR 13.1 24) 106 R7) 0.8 (02)r*r* 129 (25) 358 G Byer**

Tabla 2. Efecto de la estancia encima de dos diferentes tipos de pedestales sobre el
porcentaje de cada estado de vigilancia. Las ratas permanecieron por 92 h sobre los
pedestales. Pedestal ancho = 15.5 cm. de didmetro; Pedestal angosto = 6.5 cm. de didmetro.
Todos los registros fueron llevados a cabo de las 16:00 a las 20:00 h. La calificacién fue
realizada visualmente siguiendo criterios convencionales incluyendo criterios conductuales
(ver método). La época minima fue de S seg. Los valores del periodo sobre los pedestales
son un promedio de dos registros obtenidos durante el segundo y tercer dia.
**=p<0.01,***= p<0.001, ****=p<0.0001 vs. jaula normal.

Durante el periodo sobre el pedestal angosto el sueiio MOR se redujo en
un 96% (p<0.0001). Por el contrario el porcentaje de vigilia aument6 un 89%
en estos animales. Esto también se debié a las constantes pérdidas de balance
que obligaban al animal a despertarse para reajustar la postura. En la mayoria
de los casos, estas cafdas fueron leves de forma que rara vez la rata se mojaba
ostensiblemente. La vigilia aumenté debida a un aumento en el niimero de
episodios (p<0.0001) pero no asi en la duracién de los mismos. El porcentaje
total de suefio de ondas lentas no se vio modificado significativamente aunque
si se observé una reduccién significativa en la duracién promedio de los
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episodios de suefio de ondas lentas (p<0.0001). Esta reduccién se debié
igualmente a las constantes pérdidas de balance sobre la plataforma. Lo
anterior era de esperarse ya que un cierto grado de relajacién muscular
también es caracteristico del suefio de ondas lentas. No obstante desde que
simultidneamente a la reduccién en la duracién de los episodios de suefio lento
se presenté un aumento significativo (p<0.001) en el nimero de episodios de
este tipo de sueiio, se dio como resultado que el porcentaje total no se viera
modificado significativamente. Por otro lado los animales que permanecieron
sobre los pedestales de 15.5 cm. de didmetro no mostraron diferencias
significativas con respecto a los animales en jaulas normales en los
porcentajes de cualquiera de los estados de vigilancia.

Después que se permitié a los animales dormir de nuevo dentro de sus
jaulas habituales, se observé que aquellos que habian permanecido sobre los
pedestales angostos mostraron un rebote significativo de sueiio MOR a lo
largo de las cuatro horas posteriores a la privacién (Tabla 2; p<0.0001). El
suefio MOR aument6 en un 173% con respecto a la cantidad expresada por
animales que permanecieron siempre dentro de sus jaulas normales (Figura 3).
Durante el rebote de suefio MOR aumenté significativamente el niimero de
episodios (p<0.001) de este tipo de suciio pero no se modificé la duracién de
los mismos. Asimismo el rebote de sueiio MOR se dio a expensas de una
reduccién significativa del suefio de ondas lentas ( p<0.01). Este se redujo en
un 35% con respecto a la basal. Por el contrario el porcentaje de vigilia no se
vio modificada en estos animales. Por otro lado cuando se les permitié dormir
de nuevo en su jaula habitual a los animales que permanecieron sobre los
pedestales anchos, no se observé ninglin cambio significativo en los
porcentajes de cualquiera de los estados de vigilancia.

En resumen los anteriores resultados muestran que los pedestales de 6.5
cm. de didmetro constituyeron un método efectivo de privacién selectiva del
suefio MOR asf como que posterior a la estancia sobre estos por 92 h,
aument6 significativamente la cantidad de este tipo de suefio.

Por otro lado los niveles extracelulares de serotonina encontrados en
animales privados de suefio MOR estuvieron significativamente bajos
comparados con los hallados en animales sin perturbaciones del sueiio (Figura
4).Este efecto de disminucién significativa en la liberacién de serotonina
durante la privacién se continué durante ¢l rebote de sueiio MOR (Tabla 3).En
contraste no hubo diferencia significativa en los niveles extracelulares de
serotonina en los animales mantenidos sobre los pedestales anchos. Esto
indica que la dismunicién en la liberacién de serotonina encontrada en los
animales sobre pedestales angostos se asocia con la pérdida de suefio MOR y
no asi con el estrés que genera el ambiente experimental.
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Figura 3. Hipnogramas representativos que muestran los efectos de la privacién de
suefio MOR. Panel A= hipnograma de un sujeto que permanecié en su jaula normal.
Panel B= hipnograma de una rata que permanccié sobre el pedestal de 6.5 cm. de
didmetro. Panel C= inmediatamente después que esta misma rata se le permitié
dormir ad libitum en su jaula normal. En los ¢jes de las abscisas est4 representado la
hora del dfa en que se realizé el registro. Nétese que durante la privacién, ademiés de
la casi total supresién de suefio MOR se observa un incremento en los episodios de
vigilia. Mientras que en el periodo posterior a la estancia sobre el pedestal angosto, el
sueno MOR aumenta importantemente.
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Figura 4. Efecto de la privacién sobre la concentracién extracelular de serotonina (5-
HT) y dcido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA).A= muestra de microdializado obtenida
de una rata mantenida en su jaula normal. B= muestra proveniente de un sujeto
privado de sueifio MOR. C= inyeccién que contenfa una mezcla de estindares
externos de referencia (25 fmol/cu). Nétese cé6mo la privacién de sueiio MOR
disminuye la altura de ambos picos. Asimismo véase c6mo coinciden los tiempos de
retencién entre las muestras y los estindares. El eje horizontal representa el tiempo
de retencién. Los nombres de los picos correspondientes fueron colocados en la
proximidad de estos. Dado que la sensibilidad del potenciémetro en los tres casos
estuvo ajustada para leer la corriente de oxidacién de la serotonina (0.5 nA/V), el
pico de 5-HIAA mostrado en el panel A se muestra fuera de escala.

5-HT 5HIAA

Media+ESM (n) Media+ESM (n)

Jaula normal 21261221 (23) 3408+29.7 (38)

Pedestal ancho 2032+3.12 (20) 3453+32.1(29)
Pedestal para privacién de -

oMOR 02310027 (4) 2306 + 186 (34)

Rebote de suefio MOR 1074£041™ 20) 58821633 (51)

Tabla 3. Niveles extracelulares de serotonina (5-HT) y dcido hidroxi-indolacético (S-
HIAA) en la formacién reticular paramedial bulbar en respuesta a la privacién de
sueiio MOR. Los valores estdn expresados como fmol/muestra. El volumen de
muestra fue 5UL. Los nmimeros en paréntesis son el total de muestras para cada
condicién. Para el caso de la 5-HT en total 276 min. fueron colectados del grupo que
estuvo en las jaulas normales, 240 min. para el grupo pedestal ancho, 288 min,
cuando los animales estaban siendo privados de sueiio MOR y 240 min. durante el
periodo de rebote de sueiio MOR. Debido que los valores post-plataforma en los
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animales que estuvieron sobre pedestales anchos no fueron estadisticamente
diferentes de aquellos obtenidos durante el periodo sobre la plataforma ni tampoco de
los valores basales, estos no aparecen en la tabla. *=p<0.05; **=p<0.01; ****=p<
0.0001. En todos los casos las comparaciones estadfsticas fueron hechas con respecto
al grupo jaula normal.

Del mismo modo que ocurrié con la serotonina, la niveles extracelulares
de 5-HIAA fueron significativamente menores durante la privacién de suefio
MOR (p<0.05). La magnitud relativa de esta reduccién en la excrecién de 5-
HIAA fue alin menor a la observada en el caso de la serotonina. Durante la
privacién de sueiio MOR los niveles de 5-HIAA se redujeron 32% mientras
que los de serotonina disminuyeron mas de 99%. En contraste durante cl
rebote de sueiio MOR, los niveles de excrecién de 5-HIAA fueron
significativamente mas altos (73%). Asf, la liberacién de serotonina y la
excrecién de su principal metabolito fueron afectadas diferentemente por el
rebote de suefio MOR.

La relacién funcional entre la liberacién de serotonina y la excrecién de
su principal metabolito fue examinada mas profundamente removiendo el
calcio del Iiquido cefalorraquideo artificial. Cuando se removié el calcio, tanto
los niveles de serotonina como de 5-HIAA disminuyeron significativamente
(p<0.05, Figura 5). Sin embargo de nuevo los efectos resultaron ser mas
pronunciados sobre la serotonina que sobre su metabolito. La concentracién
promedio de serotonina se redujo en un 70% mientras que la de S-HIAA se
redujo sélo 35%. Después de que el calcio fue restablecido en el liquido de
perfusién, los niveles extracelulares retornaron rdipidamente a los valores
previos (5-HT=0.14, 5-HIAA=185.6 fmol/ SuL). Estos resultados sugieren la
existencia de un mecanismo de degradacién de serotonina que es en cierta
medida independiente de su recaptura. Esta degradacién independiente de la
recaptura fue muy alta durante el rebote de sueiio MOR como se seiialé
anteriormente.

Gracias a que durante la colecta de rmuestras se registré
polisomnogréificamente a los animales fue posible investigar la relacién entre
la concentracién de serotonina y los estados de vigilancia. Empero ya que el
tiempo de colecta de 12 min. no permiti6 realizar un muestreo por cada estado
de vigilancia por separado, s6lo se utilizaron en este anilisis muestras
colectadas mientras que la rata estuvo méis del 75% del tiempo ya sea en
vigilia o dormida (sueiio lento + suefio MOR). Asf se encontré que los niveles
de serotonina exhibidos cuando la rata estuvo mdis del 75% del tiempo de
muestreo despierta fueron significativamente mayores que cuando estuvo
dormida (Figura 6). Lo anterior fue cierto no sélo para la condicién basal
como era de esperarse sino ademds durante el rebote de sueiio MOR. El
porcentaje de decremento en los niveles de serotonina exhibido durante
periodos de abundante suefio fue de 47.6 y 81.5% para la condicién basal y
para el rebote de suefio MOR respectivamente. En resumen
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independientemente de los estados de vigilancia, la concentracién extracelular
de serotonina al nivel de la formacién reticular paramedial bulbar estuvo
fuertemente disminuida durante el rebote de sueiio MOR. Sin embargo esta
reduccién fue todavia mayor en el caso de que el animal estuviese durmiendo.
Esto confirma los resultados que fueron expuestos anteriormente en el caso de
animales sin perturbaciones de los estados de vigilancia donde se mostré
también que durante el suefio, la liberacién de serotonina es menor que
durante la vigilia.
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Figura 5. Efectos de la sustraccién transitoria del calcio del liquido de didlisis sobre
las concentraciones extracelulares de serotonina (5-HT) y dcido hidroxi-indolacético
(5-HIAA). El periodo durante el cual se cambié el liquido de didlisis esta sefialado
por la flecha. Cuando se removi6 el calcio del Ifquido de didlisis la osmolaridad fue
ajustada subiendo la concentracién de sodio de 148 a 149 mM. Nétese como ambas
concentraciones son dependientes del calcio extracelular. Las muestras fueron
obtenidas de una rata mientras se encontraba sobre el pedestal angosto (90 h de
privacién de sueiio MOR).
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Figura 6. Niveles extracelulares de serotonina en relacién con los estados de
vigilancia en ratas sin perturbaciones de sueiio (basal) asf como en ratas
inmediatamente después de 92 h de privacién de sueiio MOR (rebote de suefio
MOR). Los valores representan concentraciones promedio expresadas como
fmol/5uL. * error estdndar de la media. Para este andlisis se utilizaron solamente
muestras obtenidas de animales que estuvieron ya sea mas del 75% despiertos
(vigilia) o en una combinacién de suefio de ondas lentas mas suefio MOR (sueiio
total) ***t=5,261; gl=10; P<0.001 vs. vigilia basal , **1=2.949; gl=8; P=0.018 vs.
vigilia basal,

Discusién.

Los resultados presentados aqui indican claramente que los niveles
extracelulares de serotonina dentro de la formacién medial reticular bulbar
disminuyen significativamente durante el sueiio, en particular durante el suefio
MOR. Esta observacién es similar a los reportes presentados para otras dreas
del cerebro como fueron el niicleo rafe dorsal [70], la formacién reticular
medial pontina [32], el micleo tegmental pedinculo-pontino [96], la
formacién hipocampal [67], el drea hipotaldmica anterior + 4rea preéptica
[114] asi como en la corteza frontal |70}, En todos los casos la liberacién de
serotonina fue minima durante el sueiio MOR y méxima durante la vigilia.
Mis importante ain es que este patrén de liberacién sindptica estado-
dependiente es andlogo al patrén de descarga de las neuronas presuntamente
serotoninérgicas dentro de los diferentes nmicleos del rafe, incluyendo a los
niicleos del rafe bulbar |2(],[34],[62]. Estos niicleos bulbares junto con el rafe
dorsal inervan a la formacién reticular bulbar [17],[19].[110].J118].1120]. En
todos estos niicleos se ha observado que la descarga de las neuronas
disminuye o incluso desaparece durante el sueiio MOR. Asi pues es vilido
afirmar que los resultados presentes pueden ser explicados como resultado de
los cambios estado-dependientes en el nivel de disparo de las neuronas
serotoninérgicas que inervan a la formacién reticular bulbar.
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Dado que la liberacién de serotonina durante el sueiio MOR es
significativamente baja a lo largo del cerebro y que simultineamente se
observa que el nivel de descarga es nulo o minimo en diferentes niicleos
serotoninérgicos durante este mismo estado, pudiera pensarse que sobre estas
neuronas ocurren mecanismos desfacilitatorios, inhibitorios o incluso ambos
tipos que explicarfan la inactividad selectiva observada durante esta fase de
suefio. Como soporte de la idea acerca de la inhibicién est4 el hecho de que la
estimulacién de la formacién reticular pontina produce un incremento muy
notorio en el disparo de las neuronas del rafe durante la vigilia o durante el
suefio de ondas lentas pero es inefectiva durante el sueiio MOR [54}. A la
fecha todavia no se conocen bien si esta inhibicién serotoninérgica durante el
suefio MOR es producida por uno o varios mecanismos aunque se sospecha
que tenga que ver con el nivel de actividad inhibitoria de las neuronas
GABAGérgicas que proyectan a los niicleos del rafe (ver mas adelante).

En el gato otros estudios sefialan sin embargo que el silencio de las
neuronas serotoninérgicas observado durante el sueiio MOR se debe a una
disminucién del tono excitatorio proveniente tanto de neuronas
histaminérgicas como de neuronas noradrenérgicas [74]. De igual forma, el
bloqueo de estas aferencias durante la vigilia o el suefio de ondas lentas
suprime la descarga espontdnea en las neuronas del rafe dorsal |74], Queda
por saber si estos mismos mecanismos operan en el caso de la rata asi como el
origen preciso de estas aferencias excitatorias al rafe dorsal. De cualquier
modo sea inhibicibn GABAérgica o desfacilitaci6én histaminérgica-
noradrenérgica, lo cierto es que durante el suefio MOR, las neuronas
serotoninérgicas se encuentran relativamente inactivas en comparacién al
sueiio de ondas lentas o a la vigilia.

Por otro lado es posible proponer que esta baja de la neurotrasmisién
serotoninérgica durante el sueiio en general y en especial durante el sueiio
MOR tenga relacién con la inhibicién motora que ocurre naturalmente a lo
largo del suefio. Esta idea pudiera ser vilida al menos para explicar la baja en
las concentraciones extracelulares de serotonina en varias 4reas relacionadas
con la modulacién motora como la formacién reticular ponto-bulbar, el niicleo
pediinculo pontino asi como la corteza frontal. Al respecto se mencioné en la
introduccién que el nivel de descarga de las neuronas presuntamente
serotoninérgicas de los nicleos del rafe se encuentra estrechamente
relacionado con el nivel de actividad muscular. Por ejemplo en animales que
presentan suefio MOR sin atonfa, la descarga de las neuronas de rafe dorsal
aumenta en el mismo grado que el animal exhibe actividad motora durante
este estado | 104]. Por el contrario durante los episodios inducidos de atonfa
muscular durante la vigilia, las neuronas en estos niicleos presentan una
disminucién significativa en el nivel espontdneo de descarga [93]. Lo mismo
se ha observado en animales normales donde disminuye la descarga
espontédnea cuando el animal se encuentra quieto mientras que aumenta con la
activacién motriz [34]. Otro hecho que da soporte al papel facilitador de la
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serotonina sobre el tono muscular es que luego de la lesién selectiva de las
células serotoninérgicas se observa una reduccién en la hipertonia muscular
producida por descerebracion [76].

Aunado a estas evidencias, hay otras mas que indican que la serotonina en
efecto cumple una funcién facilitadora sobre el tono muscular asi como que
esta funcidén parece ser opuesta a la llevada a cabo por la acetilcolina. Asf por
ejemplo, la aplicacién de serotonina a la formacién reticular medial pontina
bloquea la atonfa muscular producida con la aplicacién de carbacol [Y7].
Luego de la aplicacién de serotonina se observa un aumento en el nimero y
amplitud de los potenciales post-sindpticos excitatorios al nivel de las
motoneuronas espinales asf como una disminucién en los potenciales post-
sindpticos inhibitorios generados luego de la aplicacién de carbacol. De este
modo parece que la serotonina favorece el tono muscular por dos medios; uno
es aumentando la excitabilidad de las motoneuronas y por otro retirando la
inhibicién que pesa sobre estas células. Este doble efecto implica que la
serotonina debe de excitar y también inhibir a distintos tipo de neuronas
reticulo-espinales que a su vez modulan diferentemente a las motoneuronas.
Al respecto se ha visto que la aplicacién de serotonina es capaz tanto de
hiperpolarizar como despolarizar a neuronas reticulares pontinas |94]. Al
respecto se sabe que el efecto desinhibitorio de la serotonina sobre el tono
muscular esta asociado con una disminucién significativa en la descarga de
muchas neuronas reticulo-espinales que se ubican en el nicleo reticular
gigantocelular |98]|. La frecuencia de descarga de estas neuronas esta
negativamente relacionada con el tono muscular de modo que cuando estas
células aumentan su descarga después de la aplicacién de carbacol, aumenta
significativamente el niimero y la amplitud de los potenciales post-sinpticos
inhibitorios registrados en las motoneuronas espinales. La serotonina produce
el efecto contrario en estas neuronas del nicleo reticular gigantocelular, es
decir, disminuye su nivel de descarga y simultineamente disminuyen los
potenciales post-sindpticos inhibitorios registrados en las motoneuronas dando
como consecuencia un aumento en ¢l tono muscular. Empero no se sabe
todavia si estas neuronas reticulo-espinales del bulbo raquideo son en verdad
inhibidas por la scrotonina en forma directa. Los resultados aqui presentados
sugieren que pudiera ser asf.

Ya que durante el suefio MOR la concentracién extracelular de serotonina
es minima [resultados del presente estudio] mientras que la de acetilcolina es
méxima en la formacién reticular ponto-bulbar [38].[39), se puede pensar
ademds que estas concentraciones son el reflejo de como estos dos
neurotransmisores estdn llevan a cabo diferentes funciones modulatorias sobre
las neuronas reticulo-espinales que controlan la atonfa muscular del suefio
MOR. De este modo durante el sueiio MOR la mayor liberacién colinérgica
favoreceria la activacién de los mecanismos inhibitorios del tono muscular y
en el mismo sentido estarfa operando la disminucién en la liberacién de
serotonina.
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Esta modulacién distinta llevada acabo por la serotonina y la acetilcolina
sobre las neuronas del niicleo reticular gigantocelular encargadas de la
inhibicién motora durante el suefio, se pone en evidencia después de lesionar
diferentes tipos de neuronas en este nicleo. Asf, luego de una lesién
neurotdxica se produce un incremento en el tono muscular durante el suefio y
en especial durante el suefio MOR {29]. Lo anterior se explica suponiendo que
la lesién destruyé a las neuronas reticulo-espinales que participan en la
inhibicién motora durante el suefio. Adicionalmente el aumento del tono
muscular producido por esta lesién estuvo positivamente correlacionado con
el cociente de células serotoninérgicas/colinérgicas sobrevivientes. En otras
palabras, la inhibicién del tono muscular durante el suefio en general y
especialmente durante el sueiilo MOR, requiere de la integridad de las
neuronas en el nicleo reticular gigantocelular pero ademds, va de la mano con
la actividad de las neuronas colinérgicas mientras que también precisa de la
inactividad de las neuronas serotoninérgicas de la formaci6n reticular bulbar.
Otra evidencia que apoya esta hipétesis de modulacién motora dual proviene
de los estudios de Ia liberacién de serotonina luego de la aplicacién de
carbacol a la formacién reticular pontina. Se ha visto que esta concentracién
disminuye significativamente en el niicleo hipogloso {41] asf como al nivel de
los niicleos motores de la médula espinal [42]. Esta reduccién no ocurre
cuando el carbacol es aplicado a regiones del tallo cerebral que no inducen
una atonfa muscular bilateral. El nicleo hipogloso es un agregado de
motoneuronas que inervan los nuisculos de la via drea superior y en donde se
sabe ademds que la serotonina constituye un facilitador t6nico sobre la
excitabilidad de estas motoneuronas que inerva el misculo geniogloso [35].
Mi4s ain, al igual que la formacién reticular bulbar, la inervacién
serotoninérgica hacia el nicleo hipogloso y hacia los niicleos motores de la
medula espinal proviene de los niicleos del rafe bulbar [92]. De igual forma se
conoce que la estimulacién de las células serotoninérgicas excita a las
motoneuronas espinales asi como la inervacién serotoninérgica de estos
nicleos espinales proviene tanto de los nicleos del rafe bulbar como del rafe
dorsal [18].]92]. A la fecha no se sabe que ocurre con la concentracién
extracelular de serotonina al nivel de la formacién reticular ponto-bulbar
durante la aplicacién de carbacol a la formacién reticular pontina pero de
nuevo el presente estudio sugiere que deben verse decrementada. En resumen
es muy probable que la disminucién en la liberacién de serotonina observada
durante el sueiio en general y durante el suefio MOR en particular, esté
relacionada con la funcién facilitadora que este neurotransmisor tiene al nivel
de estructuras moduladoras del tono muscular. Esto aplica para el caso del
presente trabajo llevado a cabo en el nicleo reticular gigantocelular pero
también pudiera explicar el mismo fenémeno en otras regiones del cerebro
que también participan en el control motor (incluyendo regiones donde se
encuentran las motoneuronas).
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: Los estudios de lesién tanto a nivel del puente [85] como a nivel del
bulbo raquideo [83] demuestran que el sueiio MOR puede ocurrir sin atonia
muscular asf que en este sentido se pudiera considerar que la inactivacién de
las neuronas serotoninérgicas durante el sueiio MOR no es un fenémeno sin e
qua non para la ocurrencia del suefio MOR. Sin embargo también es cierto
que la atonia muscular durante este estado evita que el organismo “actué”™ sus
suefios. Como se menciond previamente, se ha visto que las ensofiaciones se
asocian frecuentemente con el sueiio MOR [14]. Cuando la atonia muscular
no se presenta durante el sueiio MOR, los sujetos despliegan conductas
aberrantes. Esto es cierto tanto para humanos |56] como para el gato
doméstico [23]. Estas conductas denominadas oniricas ocurren fuera de
contexto perjudicando seriamente la integridad fisica del sujeto que las
manifiesta. Es por esta razén muy probablemente que a lo largo de la
evolucién se desarrollaron diversos mecanismos que suprimieran la ejecucién
motora durante este estado. Asf pues la desfacilitacién serotoninérgica que se
lleva a cabo en la formacién reticular ponto-bulbar puede considerarse como
parte de estos mecanismos importantes para que el suefio MOR ocurra de
forma adaptativa.

Otro hallazgo de la presente investigacién fue que en respuesta a la
privacién selectiva de suefio MOR e independientemente del estado de
vigilancia, los niveles extracelulares de serotonina disminuyen
significativamente. Esta disminucién significativa en la concentracién de
serotonina sigue presente durante el rebote de suefio MOR. Ademds también
se observé que esta disminucién es ain mayor en el caso de que el animal
estuviese durmiendo la mayor parte del tiempo. En otras palabras en respuesta
a la privaci6n, la liberacién de serotonina en la formaci6n reticular bulbar
disminuye significativamente durante la vigilia pero atin mds durante el sueiio.
Lo anterior sugiere que en respuesta a la privacién de sueiio MOR se deben
echar a andar mecanismos que reducen la descarga t6nica de las neuronas
serotoninérgicas aunque estos mecanismos ciertamente no afectan los cambios
de actividad estado-dependientes que ocurren naturalmente en estas neuronas.
Infortunadamente a la fecha no existe otro estudio, aparte del presente trabajo,
que haya medido las concentraciones extracelulares de serotonina en respuesta
a la privacién de suefio MOR; de modo que no es posible comparar lo
reportado aquf en la formacién reticular bulbar con otras 4reas del cerebro. Sin
embargo los presentes hallazgos son congruentes con otros reportes que
utilizaron otros métodos para evaluar la actividad de las neuronas
serotoninérgicas en respuesta a la privacién de suefio. Por ejemplo utilizando
registros unitarios se ha observado que durante la privacién de sueiio,
disminuye significativamente el nivel de descarga de las células
selectivamente inactivas durante el sueiio MOR (como es el caso de las
células serotoninérgicas)|57]. Por otro lado utilizando inmunohistoquimica
para c-FOS como indicador de actividad neuronal, se observé que durante el
rebote de suefio MOR existe una reduccién significativa en el mimero de
neuronas serotoninérgicas que expresan simultineamente c-FOS |[58]./59].
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Esta reduccién se correlacioné positivamente con la cantidad de sueiio MOR.
“Asf pues en ambos casos parece haber evidencias que sefialan que las
neuronas serotoninérgicas disminuyen significativamente su actividad en
respuesta a la privacién de sueiio MOR. Todo esto apoyaria la idea de que la
disminucién de la neurotransmsién serotoninérgica es un factor permisivo
para la expresién de este tipo de suefio.

La disminucién en la actividad de las neuronas serotoninérgicas
observada en el presente y en otros estudios, pudiera deberse a un aumento en
la inhibicién GABAérgica sobre estas neuronas ya que se ha observado que
durante el rebote de sueiioc MOR ocurre un aumento significativo en el nimero
de células inmunoreactivas a GAD+ c-FOS en todos los niicleos del rafe
[581,[59]. Al respecto, también se ha medido un incremento significativo de
la liberacién de GABA durante el sueiio MOR en el niicleo rafe dorsal [64].
Es més si se favorece la inhibicién GABAérgica con muscimol en este nicleo
se incrementa a su vez la expresién de suefio MOR en un 200% mientras que
si se bloquea esta neurotransmisién con bicuculina desaparece completamente
el suefio MOR [64]|. De hecho se sabe que la aplicacién de GABA a las
neuronas del rafe dorsal, las inhibe poderosamente [66]. Asimismo se ha visto
que durante el sueiio de ondas lentas la aplicacién local de bicuculina revierte
la disminucién de la descarga en las neuronas del rafe dorsal {49]. Por todo lo
anterior se propone que durante el suefio y en especial durante el sueiio MOR,
ocurre un aumento de actividad en las neuronas GABAérgicas que estdn
inhibiendo a las neuronas serotoninérgicas. Este aumento explicaria la
inhibicién de la descarga de las neuronas serotoninérgicas durante el suefio. A
su vez la inhibicién de la excitabilidad serotoninérgica darfa lugar a una
disminucién en la liberacién de serotonina a lo largo del cerebro. En particular
al nivel de la formacién reticular ponto-bulbar esta disminucién en la
liberacién de serotonina servirin como factor permisivo para que ocurra un
aumento en la descarga en las neuronas encargadas de iniciar y mantener el
suefio MOR. Estos mismos mecanismos se verfan potenciados en respuesta a
la privacién de sueiio MOR, posibilitando el rebote de suefio MOR.

Los resultados obtenidos en estudios conductuales realizados en ratas en
respuesta a la privacion selectiva de sueiio MOR también son congruentes con
los hallazgos del presente estudio. Asi, se ha visto que la privacién de suefio
MOR induce un aumento en la conducta agresiva, en la ingesta de alimento,
en la actividad exploratoria al igual que en la respuesta ante estimulos
nociceptivos | | 5[] 16].J25].126{.]27].] 28]. De igual modo las manipulaciones
que disminuyen la liberacién serotoninérgica como la administracién de para-
clorofenilalanina o la lesién selectiva de neuronas serotoninérgicas con 5,7 di-
hidroxitriptamina inducen un incremento andlogo en cada una de estas
variables conductuales {3.[5],[47).[77].]109].] 1 1 ]]. En especial el incremento
en la respuesta a estimulos dolorosos resulta muy relevante para el presente
trabajo ya que la formacién reticular bulbar participa de manera importante en
la modulacién de la respuesta al dolor {6]. Asf pues, se sugiere que todos estos
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cambios observados en la conducta en respuesta a la privacién de sueiio MOR
pudieran tener una relacién con la baja en la liberacién de serotonina.

La reduccién en la concentracién extracelular de serotonina en respuesta
a la privacién de sueiio MOR tampoco parece deberse al factor intrinseco del
estrés causado por el ambiente novedoso asf como la restriccién de movilidad
experimentada por los animales mantenidos sobre el pedestal angosto. Esto se
ve sustentado en primer término porque las ratas que permanecieron sobre las
plataformas anchas también se vieron expuestos a estos mismos factores
estresantes pero no presentaron cambios en las concentraciones de serotonina
6 5-HIAA ni tampoco hubo modificaciones en los estados de vigilancia. Estos
resultados coinciden por los reportados por otros autores donde no se
observan cambios en las concentraciones tisulares de serotonina o S-HIAA en
ratas mantenidas sobre las plataformas control |1 17]. Al respecto también se
ha visto que las neuronas serotoninérgicas no modifican sus niveles de
descarga en respuesta a diferentes estimulos estresantes incluyendo la
inmovilidad [34]. Asi pues se deduce que los cambios observados en la
liberacién de serotonina se relacionan fundamentalmente con las alteraciones
sobre el sueiio MOR causadas por la estancia sobre el pedestal angosto.

Por otro lado la reduccién en la concentracién extracelular de 5-HIAA
observada en el presente estudio durante la privacién de sueiio MOR puede
ser comprendida en funcién de la dréstica disminucién observada en la
concentracién extracelular de serotonina. Asf se propone que al haber menos
liberacién de serotonina, también deberia de haber menor recaptura y por ende
menos serotonina citosSlica que pueda ser metabolizada. Esto se ve apoyado
por los estudios de medicién de la concentraciones extracelulares de
serotonina y 5-HIAA luego de la administracién de bloqueadores selectivos de
la recaptura. En estos se reporta que la concentracién extracelular de
serotonina aumenta significativamente mientras por el contrario se reduce la
de 5-HIAA [72],{90]. Por otro lado los reportes donde se demuestra que la
privacién de sueiioc MOR no modifica significativamente la actividad de las
MAO:s a nivel del tallo cerebral {99] ni tampoco altera la tasa de excrecién de
5-HIAA [10] no apoyan la idea de que esta maniobra este reduciendo el
recambio al afectar negativamente estos otros aspectos de la catabolizacién de
la serotonina.

En el presente estudio la reduccién en el nivel extracelular de 5-HIAA
durante la privacién de suefio MOR resulté relativamente menor a la
reduccién observada en la concentracién de serotonina. Esto podrfa ser
explicado suponiendo que la privacién de suefio MOR sélo disminuye el
recambio de serotonina que es dependiente de la recaptura pero no afecta al
recambio independiente de ésta. Esto es apoyado en parte por el hecho de que
en todas las condiciones medidas en este estudio se encontré que las
concentraciones extracelulares de S-HIAA estuvieron un orden de magnitud
por arriba con respecto a la de serotonina. Este hecho no es compatible con la
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idea de que todo el 5S-HIAA excretado al espacio extracelular provenga de la
metabolizacién de la serotonina recapturada. Estas grandes diferencias en las
concentraciones extracelulares de ambos compuestos también han sido
reportadas por otros autores en varias 4reas cerebrales incluyendo la
formacién reticular del tallo cerebral [32]./67]. Asimismo luego de bloquear la
recaptura de serotonina, los niveles extracelulares de 5-HIAA se reducen pero
no desaparecen demostrando asi que la recaptura de serotonina no explica por
entero la concentracién extracelular de S-HIAA [72).[90].0Otros estudios
donde se ha medido la concentracién extracelular de serotonina y 5-HIAA
luego de la administracién de L-tript6fano indican que este recambio
independiente de la recaptura esta en verdad presente. Asf la liberacién basal
de serotonina no se modifica con esta maniobra pero sf en cambio hace
aumentar muy significativamente la concentracién extracelular de 5-HIAA
[82].

Por otro lado se encontré que las concentraciones extracelulares de S-
HIAA estuvieron significativamente aumentadas durante el rebote de sueiio.
Otros autores han reportado aumentos en las concentraciones tisulares de 5-
HIAA durante el rebote de sueiio |103]. Dado que las concentraciones
extracelulares de serotonina se mantuvieron dréasticamente reducidas durante
este mismo momento, no se puede légicamente explicar este cambio en
funcién de un aumento en ¢l recambio proveniente de la recaptura. Més bien
se propone que durante el rebote de suefio MOR, el recambio independiente
de la recaptura se ve aumentado en funcién de un aumento en la sintesis de
serotonina. Esta propuesta se ve sustentada por estudios que han medido el
nivel de L-tript6fano durante el rebote de suefio y que indican que sus
concentraciones tisulares a nivel del cerebro se encuentran significativamente
elevadas [24].[103[. Adicionalmente otros estudios parecen indicar que este
aumento en la concentracién del tript6fano cerebral tiene que ver con la
inactivacién del eje hipotilamo-hipofisiario-adrenal dado que la enzima
hepdtica que cataboliza este aminodcido es modulada positivamente por el
cortisol [10]|20]. Dado que la terminacién de la privacién de sueiio MOR
supone también el final del estrés causado por esta maniobra, se puede pensar
que durante el rebote de sueiio MOR el eje hipotilamo-hipofisiario-adrenal
entra en una etapa de inactivacién. Asf, durante el rebote de sueiio MOR, se
elevaria la concentracién cerebral de triptéfano debido al cese de su
catabolismo hepdtico. Esto darfa como consecuencia que las neuronas
serotoninérgicas aumentaran la sintesis de serotonina puesto que se sabe que
cuando aumentan ¢l nivel de triptéfano cerebral también aumenta la
concentracién de serotonina en este tejido |82]. No obstante se ha visto
también que no neccesarinmente el aumento en la sfntesis de serotonina
motivada por aumento de la concentracién cerebral de su precursor, es seguida
de aumento en la liberacién. Esto depende del grado de actividad de estas
neuronas. Si no existc aumento de actividad en estas células entonces se
cataboliza la mayor parte de esa serotonina recién sintetizada [82]. Como ya
se discutié hay varias evidencias que seiialan que durante el rebote de suefio
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MOR, las células serotoninérgicas permanecen inactivas de modo que se
propone que durante este lapso, la serotonina sintetizada a partir del aumento
de su precursor, en lugar de ser liberada, se cataboliza. Esto explicaria por qué
se encontré aumentada la concentracién extracelular de 5-HIAA no obstante
la liberacién de serotonina se mantuvo disminuida.

Finalmente, el hecho de que la concentracién extracelular del serotonina
fuera dependiente de la concentracién de calcio extracelular también apoya la
idea de que la serotonina medida en la presente tesis proviene de las neuronas
serotoninérgicas. Lo anterior es similar a lo observado para el caso de otros
neurotransmisores como la noradrenalina, la dopamina o la acetilcolina, en
donde sus  concentraciones  extracelulares  también  disminuyen
significativamente en ausencia de calcio en el medio extracelular [113].
Asimismo, es conocido que para que la liberacién del contenido de las
vesfculas sindpticas al medio extracelular ocurra, se requiere la entrada de
calcio hacia el citoplasma. Al menos en el caso de neurotransmisores como
serotonina, noradrenalina o dopamina ya que la remocién de calcio de medio
extracelular no afecta los niveles extracelulares de otros, como GABA o
glutamato.
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Conclusiones

El presente estudio demuestra que en Ia formacién reticular paramedial bulbar
de la rata de laboratorio:

D

2)

3)

La liberacién de serotonina es mdxima durante la vigilia, intermedia
durante el sueiio de ondas lentas y alcanza su nivel mfnimo durante el

suefio MOR.

Independientemente de los estados de vigilancia, la liberacién ténica
de serotonina se reduce significativamente, tanto durante la privacién
selectiva de sueiio MOR, como durante el rebote de sueiio MOR.

La liberacién de serotonina es significativamente menor cuando el
animal estd dormido que cuando estd despierto durante el rebote de
sueiio MOR.

La conCem;@xéidn “extracelular del principal metabolito de Ia
‘serotonina,’. el S:HIIA, " disminuye significativamente durante la

“privacién: de” sueiio /MORmientras que aumenta significativamente

- durante el rebote

3

sueﬁo MOR

La concentracién-.extracelular de serotonina es estrictamente
dependiente .la_ concentracién de calcio del medio extracelular,
mientras que la de dcido 5-hidroxi-indolacético, lo es menor grado.
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