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RESUMEN

El ndcleo del tracto solitario (NTS), es una estructura cerebral localizada en
la porcion caudal del bulbo raquideo y es el sitio de terminacion y proyeccion de
fibras aferentes viscerales y cardiovasculares de los nervios glosofaringeo y vago
hacia el sistema nervioso central. Participa en la integracion de diversas funciones
viscerales y autonomas como la ingesta, el gusto y las relacionadas con los
reflejos respiratorios y cardiovasculares. Por otra parte, es capaz de inhibir las
crisis inducidas experimentalmente, cuando es estimulado quimica o
eléctricamente y es considerado por algunos autores como una estructura
implicada en los mecanismos fisioldgicos de instalacion del suefio. La amplia
distribucion anatémica del nervio vago (NV), a través del NTS es capaz de
modular la actividad neuronal de estructuras corticales y subcorticales implicadas
en la instalacion y mantenimiento de las diferentes fases del ciclo suefio-vigilia.
Por lo tanto, el presente trabajo consistié en determinar los efectos que provoca la
estimulacion eléctrica del nervio vago (ENV) y la estimulacién eléctrica del nacleo
del tracto solitario (ENTS) sobre la actividad multiunitaria del eje anatomico Vago-
Solitario-Parabraquial-Amigdalino en gatos anestesiados y por otra parte, describir
el efecto de la ENTS sobre la micro y macro arquitectura del ciclo suefio-vigilia en
gatos con libertad de movimiento.

Se realizaron dos experimentos, en el primero bajo condiciones agudas de
experimentacion, se examinaron los efectos de la ENV y ENTS sobre la actividad
multiunitaria del nucleo parabraquial (nPBL) y del nucleo central de la amigdala del
[6bulo temporal (AMGc) en gatos anestesiados. El segundo experimento, fue
realizado en animales en preparacion cronica, donde se analizaron y describen los
efectos de la ENTS, sobre la dinamica de la actividad electroencefalografica (EEG)
de la corteza pre-frontal y de la AMG, a través de un analisis espectral, asi como
los cambios que produce la estimulacion sobre la distribucién temporal de las
fases del ciclo suefo-vigilia durante 23 horas de registro en gatos con libertad de

movimiento.



Los resultados obtenidos en los experimentos agudos muestran que la ENV
y la ENTS provocan un aumento en la tasa de disparo de la actividad multiunitaria
y potenciales de campo de 1Hz en el nPBL y el AMGc de larga duracion, que es
dependiente de la intensidad de la estimulacion empleada. En cuanto a los
experimentos cronicos, se demuestra que la ENTS provoca respuestas
conductuales de tipo vegetativo; ademas de un aumento en la potencia de la
actividad EEG cortical de las bandas de frecuencia alfa, teta, beta y de los husos
de suefio; asi como un aumento de la fase de movimientos oculares rapidos
(MOR) en registros de 23 horas. Los efectos observados pueden atribuirse a las
conexiones eferentes del NTS hacia el nPBL, el locus coeruleus (LC) y el nucleo
dorsal del rafe (NDR) que participan activamente en la modulacion del sistema
talamo-cortical que se encargan de producir la actividad intrinseca del EEG

cortical y dan lugar a los diferentes estados de vigilancia o ciclo suefo-vigilia.



INTRODUCCION

El hombre representa el Gltimo paso conocido en el proceso evolutivo de
las especies, que inicié hace varios millones de afios y que dio lugar a la
aparicion de nuestra especie hace unos cincuenta mil afios. A pesar de la
evolucion, conservamos la necesidad de dormir. Pasamos aproximadamente
una tercera parte de nuestra vida sofiando; en este periodo entramos en un
estado alterado de conciencia que dura algunas horas y donde se presentan
también las ensofiaciones (imagenes oniricas), fenbmeno de caracter
misterioso donde nos sumergimos de repente y sin previo aviso en una trama
en la que somos actores y espectadores a la vez, de gran intensidad emocional
con un contenido y una organizacion ilégica, donde no se aplican las unidades
de tiempo, lugar y persona, que sobrepasan las leyes naturales.

Desde la mas remota antigiedad el hombre se ha asombrado ante ese
extrafio mundo. Se han dado las mas dispares explicaciones: el alma pasa a
otro plano de existencia cuando dormimos, la mente consciente muere de
noche y vuelve a nacer al despertar, se libera el inconsciente, etc.

El caracter necesario de este proceso se pone en evidencia por la
naturaleza disruptiva que tiene la privacion del suefio. El no dormir prolongado
da lugar a una somnolencia invencible, aumentan las ilusiones y se presentan
alucinaciones fugaces, hay nerviosismo e irritabilidad. También ataxia,
monotonia en el lenguaje y diplopia (Fernandez-Guardiola, 1994). En
insomnios experimentales prolongados (por mas de 250 horas), pueden
aparecer periodos de desorientacidn espacio temporal, ideas paranoides y
pérdidas ocasionales del control emocional. En modelos animales de privaciéon
de suefio hasta llegar a la muerte se presenta la existencia de un sindrome
caracteristico que incluye debilitamiento general, lesiones en la piel, aumento
en la ingestion de alimento acompafiado de una disminucién del peso corporal,
aumento del gasto energético y descenso de la temperatura corporal
(Rechtschafen y Kales, 1989). Las alteraciones provocadas por la falta de
suefio, cuando ésta no ha sido excesivamente prolongada como en los
modelos animales, son reversibles después de unas horas de suefio

proporcionales a la extension de la privacion (Borbély, et al., 1981).



Hoy en dia, sabemos que el dormir forma parte de un ritmo biolégico, del
llamado ciclo suefio-vigilia. Este es un ritmo circadiano, lo que quiere decir que
su ciclo completo (duracion de su periodo de oscilacién) dura aproximadamente
24 horas. Otros ritmos biolégicos tienen periodos mucho mas cortos como son
los ultradianos que son menores a 20 horas, o mas largos que un dia como es
el caso de los ritmos infradianos (mayores a 28 horas). Dichos ritmos bioldgicos
son, por lo general, endogenos; es decir, estan determinados genéticamente en
los individuos de cada especie, y en condiciones naturales, estan sincronizados
por los ciclos geofisicos, ya sea la luz, la oscuridad, las mareas, los campos
magnéticos terrestres, etc. (Aguilar, 1993; Fernandez-Guardiola, 1994, 1998).

La mayoria de las ocasiones en las que se busca una definicion
cientifica del suefio, se suele encontrar una descripcion de las variaciones en la
actividad eléctrica cerebral, el llamado electroencefalograma (EEG), que tienen
lugar durante dicha transicién y aqui no sera la excepcién. A pesar de ello
debemos considerar ademas, los cambios de comportamiento que acompafian
a estas variaciones caracteristicas al quedarse dormido, también llamado
suefio conductual, como son: quiescencia de comportamiento, adopcion de una
postura estereotipica propia de la especie, un umbral elevado de excitaciéon y
un rapido cambio de estado después de estimulacion intensa.

Desde esta perspectiva el suefio es uno de los procesos bioldgicos mas
universales, se presenta desde la mosca drosophila melanogaster y el gusano
Caenorhabditis elegans, hasta los seres mas evolucionados incluido el hombre.
Sin embargo, su existencia en los invertebrados no se ha establecido de
manera definitiva.

Desde el punto de vista de su distribucion temporal durante las 24 horas,
el ciclo suefo-vigilia se presenta con un caracter infradiano en las aves, los
reptiles y mamiferos inferiores y con un caracter circadiano en los mamiferos
superiores y en el hombre a partir de los seis a ocho meses de edad (Kleitman,
1963; Hassenberg, 1965).

Por otra parte, es indudable que el suefio tiene algunas funciones
fundamentales, estas aun no son del todo claras. De hecho, la funcién del
suefio ha sido un tema de arduo debate durante los ultimos 40 afos; se ha
asociado con funciones como conservacion de energia, funcion inmune,

metabolismo cerebral, implicaciones ecoldgicas (como el riesgo de



depredacion), mantenimiento de redes neuronales y para facilitar el aprendizaje
y la memoria a través de cambios en la plasticidad cerebral y en la generacién
de sinapsis neuronales (Datta, 2010; Datta y Maclean, 2007). Teniendo en
cuenta los multiples beneficios que el suefio puede proporcionar, seria
inconcebible tratar de establecer que el suefio tiene solamente una funcién. Lo
gue es indudable es que cuando un individuo cae dormido asume los costos
potenciales del suefio para cubrir una necesidad primaria pero también al
mismo tiempo se beneficia de todas las funciones secundarias relacionadas
con dicho proceso (Franco Pérez, 2011, 2012).

También se debe sefialar que aln no se ha determinado de manera
precisa cuales son los mecanismos fisiologicos que subyacen al suefio y la
vigilia. Por lo tanto, a lo largo de la historia, se han realizado una gran cantidad
de trabajos experimentales, encaminados a determinar las estructuras
cerebrales y los sistemas de neurotransmision involucrados que los regulan.
Hoy en dia se ha avanzado mucho en este sentido, e incluso se conocen varias
moléculas como péptidos, citocinas y algunas de naturaleza lipidica que
modifican el suefio y han sido denominados factores inductores de suefio. Asi
pues, el suefio parece ser un estado global altamente regulado ya que se ha
propuesto que presenta diferentes niveles de control desde los genes y
procesos sinapticos hasta redes neuronales centrales (Datta, 2010; Datta y
Maclean, 2007).

Una de las estructuras implicadas en los mecanismos del suefio es el
NTS, que se localiza en porcion caudal del bulbo raquideo, donde recibe
informacion aferente del quinto (trigémino), séptimo (facial), noveno
(glosofaringeo) y décimo (vago) par craneal. Dicha nucleo, ha sido relacionado
principalmente con los mecanismos de generacion del suefio de ondas lentas
(SOL), sin embargo, se desconocen los efectos que provoca la ENTS sobre la
macroarquitectura de la distribucion temporal del ciclo suefio-vigilia y sobre la
actividad EEG cortical y subcortical en animales con libertad de movimiento o
en preparaciones agudas de experimentacion.

Se ha descrito que la ENTS, asi como la ENV son capaces de modificar
la actividad cerebral de amplias regiones del cerebro, y por lo tanto ejercer

profundos efectos sobre su funcionamiento, ya que es capaz de modificar la



actividad EEG cortical, producir efectos inductores de suefio, asi como un
importante efecto antiepiléptico y/o antidepresivo en hombres y animales.

Por el hecho de que NTS recibe la mayor parte de informacion aferente
del NV, es muy probablemente que el NTS sea la via por la cual la ENV es
capaz de modificar la dinAmica de la actividad eléctrica neuronal del cerebro.

También es necesario puntualizar que aun cuando la fisiologia del suefio
ha sido estudiada con afan, aun se desconocen muchos de los procesos
fisiologicos entre el sistema nervioso central y la actividad del sistema nervioso
autonomo durante la progresion del suefio, hecho que es muchas veces
realizado a través de las proyecciones eferentes del NTS.

Por lo anterior, el proposito del presente trabajo fue analizar los efectos
que produce la ENV y ENTS sobre la actividad neuronal de estructuras
pontinas y limbicas a corto y largo plazo en gatos anestesiados; y por otra
parte, determinar los cambios que provoca sobre la micro y macroarquitectura
del ciclo suefio-vigilia en 23 horas de registro en gatos con libertad de

movimiento.



ANTECEDENTES
1. EL ESTUDIO CIENTIFICO DEL SUENO

Los primeros estudios acerca del suefio fueron realizados a partir de
observaciones conductuales, de cambios posturales en pacientes y sujetos
sanos y mediante la introspeccion de las ensofiaciones. Mas tarde, los estudios
sobre el suefio se basaron en el andlisis de los cambios a nivel vegetativo,
tales como: didmetro pupilar, presién arterial, frecuencia cardiaca y
temperatura corporal.

En 1870, los médicos prusianos Hitzig y Fritsch observaron que, al
estimular mediante corriente galvanica determinadas areas del cerebro
descubiertas, se producian movimientos en el lado opuesto del cuerpo. Cinco
afos después, Richard Caton (1875) descubrié sefales eléctricas procedentes
directamente de la superficie de cerebros expuestos de animales, ésta fue una
de las primeras descripciones sobre la existencia de una actividad eléctrica del
cerebro, que aunadas a las observaciones de Luigi Galvani (1770), Luigi
Giovanni Aldini (1794), Frederick Von Humboldt (1797), Carlos Matetteucci
(1830), Davis Ferrier (1897) y el ruso Danileski (1891) dieron por sentado que
el cerebro poseia actividad eléctrica.

No fue hasta 1929 cuando Hans Berger anuncié al mundo que era
posible registrar la actividad eléctrica cerebral de manera no invasiva en el
hombre. Berger llamo6 a esta nueva forma de registro EEG y establecio las
bases de una de las mas importantes técnicas para el estudio funcional del
cerebro.

Con el descubrimiento del EEG, al hacer posible el registro percutaneo,
no invasivo de la actividad eléctrica cerebral, se iniciaron numerosas
investigaciones dirigidas al analisis de los diferentes ritmos electrograficos
durante los diferentes estados de conciencia, entre ellas, la del dormir a partir
del cual se adelanté como nunca en el conocimiento del suefio.

La primera observacién importante fue que el suefio es un proceso
multiple, con diversas etapas, distintas en cuanto a la actividad eléctrica del
cerebro, con cambios de frecuencia y voltaje, a partir de las cuales el suefio se
clasificd en diferentes fases, segun la porcion de ritmos EEG lentos que se
presentan (Loomis et al., 1937; Passouant, 1950; Dement y Kleitman, 1957a).



Klaue en 1937 dio por primera vez una descripcion detallada de periodos
de actividad EEG rapida, semejante a la de la vigilia, que aparecen intercalados
entre las fases mas profundas del suefio. Posteriormente, Aserinsky y Kleitman
(1953), en un trabajo crucial, observando clinicamente el suefio de recién
nacidos, describieron que periddicamente los bebés movian los o0jos con
rapidez, sin abrirlos. Cuando hicieron registros EEG pudieron constatar que
estos periodos se acompafnaban de aceleracion de los ritmos, semejante a la
que se encuentra al inicio del suefio o en la vigilia. Al extender sus experiencias
al adulto, pudieron comprobar el caracter ciclico de estos periodos, que
aparecen 4 6 5 veces durante la noche, emergiendo de las fases del SOL*. No
conformes con esto, descubrieron que si se despierta a un individuo en esta
fase de movimientos oculares rapidos de los ojos (MORS), éste suele reportar
gue estaba sofando.

A este estado fisiologico particular del suefio, se le ha bautizado de
diferentes maneras: Rapid Eye Movement (REM), fase de movimientos
oculares, suefio romboencefalico, suefio rapido, dreaming state, suefio
paradojico, suefio de movimientos oculares rapidos (MOR), entre otras; pero
siempre haciendo referencia al mismo proceso. En el presente trabajo se ha
decidido emplear el término MOR, por lo que en lo sucesivo sera utilizado.

Después de que Aserinsky y Kleitman descubrieron el suefio MOR
humano -y de que reconocieron de inmediato los MORs como la base
fisiol6gica de la actividad onirica-, William Dement (1958), demostré que en los
gatos tiene lugar una fase idéntica del suefio. Al mismo tiempo en Lyon
Francia, Michel Jouvet y Francois Michel (1959), demostrarian que el suefio
MOR se acompafia de una atonia muscular. Posteriormente Jouvet (1962)
descubrié que esa atonia era causada por una inhibicién activa procedente del
tronco del encéfalo pontino que con el paso del tiempo se identificaria como el
centro cerebral del MOR.

Desde entonces, se han hecho muchos progresos cientificos que han

permitido esclarecer algunos puntos sobre el suefio, pero no todo (ni mucho

L El soL fue eclipsado inicialmente por el suefio MOR durante algun tiempo.
En respuesta a esto, surgié una escuela de cientificos en los Estados Unidos, dirigida
por Wilse B. Webb, que se autodenominé “Sociedad para la prevencion de la crueldad
hacia el suefio No MOR”.



menos) esta explicado hoy en dia, lo que si es un hecho aceptable es que
numerosas estructuras cerebrales durante el transcurso del suefio y la vigilia,
modifican su actividad ritmica o patron de disparo neuronal.

Sistemas como el colinérgico, dopaminérgico, noradrenérgico e
histaminérgico se encuentran activos durante la vigilia, mientras que en el SOL,
se requiere la liberacién del neurotransmisor inhibidor por excelencia el GABA
(acido gamma-aminobutirico); en cuanto a la fase de suefio mas profunda; el
suefilo MOR es llevada a cabo por numerosas moléculas, entre ellas la
acetilcolina (Ach) (McGinty y Szymusiak, 2003; Harris, 2005, Murillo-Rodriguez,
2008).



2. ASPECTOS CONDUCTUALES Y POLIGRAFICOS DEL
CICLO SUENO-VIGILIA DEL HOMBRE Y DEL GATO

Desde los trabajos de Berger (1929), se han descrito cambios
electroencefalograficos concomitantes con los diferentes estados del suefio y la
vigilia (Dement y Kleitman, 1957a; Rechtschaffen y Kales, 1968), lo que ha
permitido llegar a establecer una clasificacion internacional, a partir del
porcentaje de actividad lenta que presenta el EEG durante el suefo, partiendo
del estado de vigilia en el hombre.

El descubrimiento del suefio MOR permiti6 completar la clasificacion de
los estados del suefio, hecho que se habia intentado varias veces, bajo varios
criterios, algunos de ellos controvertidos. Hasta 1968, el comité internacional
encabezado por Rechtschaffen y Kales, logré establecer un criterio comun.
Esta clasificacion fue hecha a partir de la relaciébn temporal que guardan los
cambios del EEG, del electrooculograma (EOG) y del electromiograma (EMG)
durante el dormir, la cual perduro hasta principios del siglo XXI.

A partir de 2007, un consenso de expertos de la Academia Americana
de Medicina del Suefio, propuso una nueva clasificacion para los diferentes
estadios del suefio, que desde entonces prevalece. En dicha clasificacion la
vigilia se considera 0; el suefio noOMOR (NREM en ingles) se subdivide en tres
fases N1, N2 y N3 (previamente consideradas como fases Ill y IV o suefio
delta) y por ultimo el suefio MOR o REM (Silber, et al, 2007). A continuacion se
describen las caracteristicas poligraficas de cada fase segun la clasificacion de
dicho comité.

2.1. EL CICLO SUENO-VIGILIA DEL HOMBRE.
2.1.1. VIGILIA

El EEG de un sujeto relajado, con los ojos cerrados, pero que aun se
encuentra en estado de vigilia, muestra la presencia de ritmo alfa (8-13 Hz) en
las regiones parieto-occipitales, que pueden alternan con ritmos beta (14-26
Hz). El EOG puede o no mostrar movimientos oculares y la actividad del EMG

muestra la presencia de tono muscular con variaciones de alto voltaje.



2.1.2. SUENO DE ONDAS LENTAS (NMOR)?

Representa cerca del 75% del suefio y se caracteriza por un cambio en
el EEG de una baja amplitud y una actividad de alto voltaje y baja frecuencia. El
grado en que el EEG se sincroniza o lentifica cada vez mas, se puede
subdividir en cuatro etapas:

A) PRIMERA ETAPA (N1). Es la primera de las 4 fases del suefio lento.
Se trata de un estadio de somnolencia. Cuando inicia el suefio, el ritmo alfa
desaparece y aparecen actividades esporadicas de 5 a 7 Hz (banda teta) de
bajo voltaje, en un fondo de actividad beta. Los movimientos oculares
desaparecen y el tono muscular disminuye discretamente haciéndose regular,
es la fase mas superficial y de despertar mas facil.

B) SEGUNDA ETAPA (N2). Después de unos minutos de iniciado el
suefio, aparecen actividades fusiformes (12-14 Hz) denominados husos de
suefio que alternan con actividad beta. Aparecen también potenciales agudos
de alto voltaje en la region del vértex, denominados complejos “K” o puntas del
vértex. Comienza a alternar brotes de actividad delta (0.5 a 4 Hz) de alto
voltaje, que ocupa hasta un 20% de una “época”’ (una hoja del papel para
registro EEG, que corre a velocidad de 10 o 15 mm/seq) del registro poligréfico.
Concomitantemente el tono muscular disminuye. Su duracion es de 10 a 25
minutos y es la fase mayoritaria (50%).

C) FASES N3 y N4. Como se ha mencionado, actualmente las fases 3 y
4 se consideran como una sola, denominada N3, que representa del 15 al 25%
del tiempo total de suefo; en el EEG vemos ondas lentas (< 3 Hz) de gran
amplitud; el EMG presenta cierta actividad ténica (pero muy baja) y el EOG no
muestra movimientos.

La fase 3 se caracteriza por la presencia del ritmo delta entre el 20 y el
50% de una época, que alterna con frecuencias rapidas, pueden aparecer
también husos de suefio y la relajacion muscular aumenta.

La fase 4, tiene una duracién de 20 a 40 minutos, se caracteriza por
actividad delta que se torna constante (mas del 70 %) y se acompafia de una
actividad muscular muy disminuida y de movimientos oculares lentos. Es la

fase de suefio mas reparadora.

2 La abreviacién hace referencia sélo a las fases del suefio de ondas lentas en el humano, para
las fases de suefio de ondas lentas en el gato se empleara la abreviacion SOL.
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2.1.3. SUENO MOR. Supone cerca del 25% del suefio total, aunque varia
mucho en funcién de la edad (en neonatos llega a ser el 50%). Aparece a los
90 minutos de iniciarse el suefio, aumentando su duracion con el paso de los
ciclos (al final alcanza los 30 minutos).

El primer episodio de MOR que dura entre 20 a 40 minutos en las horas
de la madrugada, y se caracteriza por una actividad EEG répida de bajo voltaje
(beta), semejante a la observada en la fase | del SOL o durante el estado de
alerta. EI EOG muestra la aparicion de MORs, aislados, o bien, organizados en
salvas hasta de 50 movimientos. Hay atonia muscular, en ocasiones
interrumpida por breves contracciones que pueden coincidir con los
movimientos oculares.

Durante el dormir se presentan movimientos corporales al cambiar de

posicion. A estos se les ha denominado Fase de Movimientos. Si estos
movimientos provocan la aparicion de una fase de vigilia, entonces reciben el
nombre de Movimientos que Inducen el Despertar.
2.1.4. CARACTERISTICAS DEL CICLO NMOR-MOR. Los ciclos NMOR-MOR
se repiten 4 6 5 veces cada noche (duraciéon media de 90-120 minutos); segun
avanza la noche la proporcion de suefio lento disminuye y aumenta la de suefio
MOR; durante el suefio hay breves momentos de vigilia, proximos a las fases
MOR, de los que la persona no suele acordarse.

La transicion desde el estado de vigilia al suefio esta asociada a
numerosos cambios fisioldgicos tanto en el sistema somatico como en el
autonomo. Este Ultimo se caracteriza por un aumento de la actividad
parasimpatica durante el suefio NMOR y de la actividad simpatica (de forma
intermitente) en la fase MOR. Esto se va traducir en cambios
cardiorrespiratorios, bradicardias, arritmias, modificacion de la presion arterial
en las diferentes etapas del sueiio.

Solo existe suefio MOR en los mamiferos, excepto en el oso hormiguero
y el delfin nariz de botella. Parecer ser que el suefio paraddjico se produce,
filogenéticamente, cuando la corteza cerebral esta mas desarrollada y hay
quien supone que sucede soOlo con animales homeotermos -capacidad de
mantener la temperatura corporal dentro de unos limites, independientemente

de la temperatura ambiental-.
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El metabolismo cerebral y en consecuencia la temperatura cerebral
disminuye con la profundidad del suefio NMOR. Sin embargo, en el suefio
MOR pueden incrementar estas cifras con respecto al estado de vigilia, ya que
hay una activacion de la corteza cerebral.

En la investigacion del suefio en animales, también se han logrado
establecer las diferentes fases del ciclo suefio-vigilia en numerosas especies,
entre ellas las del gato, que se describen a continuacion, ya que fue la especie

utilizada en el presente estudio.

Fase 0: vigilia

ojos abiertos ojos cerrados

A Ot e Rt

Fase 1: adormecimiento

/ /
actividad beta ondas theta

Fase 2: sueno ligero
complejo K

MNWWWNWWWWMWWWWWW
AN A

huso de suefio

Fase 3-4: suefio profundo

ondas delta
1s 50 uv
Fase REM: suefio profundo
WMWWWMW
actividad beta ondas éeta

Figura 2.1. Patrones electroencefalogréaficos en las distintas fases del suefio humano.
Notese que el patron de EEG desincronizado (o activado) de la fase 1y de la REM son
practicamente indistinguibles. Aunque en el REM hay un patron de EEG activado este
suefio es tan profundo como el de la fase 3-4, donde existe la maxima sincronizacion

electroencefalografica (Tomada de De Andrés, 1998).
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2.2. EL CICLO SUENO-VIGILIA DEL GATO

Por su gran propension a dormir y a la baja actividad motora dinamica
que presenta, el gato es uno de los sujetos favoritos para estudios
cronobioldgicos y fisioldgicos del ciclo suefo-vigilia (Kuwabara, el al., 1986).

En el gato se presentan cuatro fases en el ciclo suefo-vigilia: vigilia,
suefio de ondas lentas | (SOL I), suefio de ondas lentas Il (SOL Il) y suefio
MOR (Ruckebush y Gaujoux, 1976; Sterman, el al., 1965; Ursin, 1968) (figura
2.2.). Ademas, existe una fase de transicion entre el SOL y el MOR, llamada
suefio fasico de ondas lentas (SFOL) del francés sommeil phasique a ondes
lentes (Thomas y Benoit, 1967).

Dichas fases mantienen un patrén, hasta cierto punto, independiente de
los periodos de luz y oscuridad, los cuales so6lo actuan como reforzadores de
un ritmo enddégeno (Valdes-Cruz et al., 1997).

Aunque comparte los mecanismos neurofisiologicos generales de la
mayoria de los mamiferos, la distribucion temporal de las fases del ciclo suefio-
vigilia del gato es diferente a la norma comun de aquellos, debido a que su
componente circadiano es débil en relacion con los indicadores ambientales
como la luz y la oscuridad (Lancel et al., 1991). Esto lo distingue, por ejemplo
de la rata (Neuhaus y Borbély, 1978), el raton (Mitler et al., 1977) y el hamster
(Tobler y Jaggi, 1987) que predominantemente duermen durante el periodo de
luz, o de la ardilla (Dijk y Daan, 1989) y el hombre los cuales duermen durante
el periodo de oscuridad. En diversos estudios (Kuwabara et al., 1986; Lucas,
1979) se ha encontrado que no existe una influencia determinante de los
indicadores ambientales de luz-oscuridad en el patron de distribucion de las
fases los estadios del suefio, ya que éstos soOlo actuarian como un reforzador
de un ritmo enddgeno (Valdés-Cruz, 1997).

El EEG durante el ciclo suefio-vigilia en el gato es muy regular, y
muestra cambios en su espectro de potencia que dependen del estado de

vigilancia en el que se encuentre. En condiciones controladas, la densidad de
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la potencia del EEG en SOL y en suefio MOR no cambia sistematicamente

VIGILIA SOL |
Cx Pl i - - — et —
Cx Pf-D+ " oo i bl

o Aedibithd bl L e PRITCR R O | od o ] L "

COL-D ratie e - ] : : et
EOG WJV%“YN\“MWMMW“”%*WM%’“WVT NV\W’MMWMMWMNM\/VWV‘WM\.
EMG

SOL I SOL I MOR

Bttt e bt

MOR

- Figura 2.2. Fases del ciclo suefio-

vigilia del gato. CxPf-I corteza

. prefrontal izquierda; CxPf-D

corteza prefrontal derecha; CGL-D

cuerpo geniculado lateral derecho;

O U T VAU | PNV EOG electrooculograma; EMG
electromiograma.

] 50 1V
60 Seg.

pero es sensible a las manipulaciones conductuales (Lancel et al., 1991, 1992)
y a los tratamientos farmacoldgicos (Lancel, 1993).

Durante cada uno de estos estadios, ocurren a su vez variaciones
ciclicas de diferentes funciones neuronales y somaticas, que evidencian que el
suefo es un proceso mas bien activo que pasivo, de interaccién dinamica entre
regiones especificas del cerebro.

2.2.1. VIGILIA

Aspectos Conductuales. En un animal despierto se pueden observar
gran variedad de conductas, desde espontaneas hasta conductas elaboradas
en respuesta a la estimulacibn ambiental (reaccion de orientacion). Por
ejemplo, cuando esta quieto, mantiene la cabeza levantada, lo que le permite

responder rapidamente a los estimulos del medio ambiente: tiene los ojos
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abiertos, las pupilas mas o menos dilatadas de acuerdo con la naturaleza y la
intensidad de los estimulos que percibe, la respiracion es rapida e irregular
(Ayala, 1976; 1983).

Aspectos Poligraficos. El estado de alerta muestra un EEG cortical y
subcortical con frecuencias rapidas (gamma 30-50 Hz) de bajo voltaje (20-30
KV), y una actividad de 5 a 7 Hz en la porcién rostral del hipocampo. Durante la
vigilia atenta y durante diversas conductas exploratorias aparece la actividad
teta del hipocampo, que son oscilaciones ritmicas de 4 a 12 Hz (Grastyan et al.,
1959; Vanderwolf, 1969). Ademas, el tono muscular es elevado y existe un
gran numero de movimientos oculares (Jouvet, 1967a).

En la vigilia tranquila la actividad cortical alcanza una frecuencia entre 5
y 8 Hz; mientras que en el &rea CA1 del hipocampo y en la corteza perirrinal
aparece a manera de salvas actividad de 80 a 200 Hz, llamada ripples
(Chrobak y Buzsaki, 1996; Collins et al., 1999; Csicsvari et al., 1999).

Cuando el animal se encuentra atento y mueve los ojos en funcion de la
estimulacion externa, se registra una actividad eléctrica fasica que recibe el
nombre de “potenciales de movimiento ocular” (Brooks, 1968; Brooks y
Gershon, 1971), los cuales pueden registrarse en la region pontina, en el
cuerpo geniculado lateral del talamo (CGL) y en la corteza occipital; cabe
destacar que dichos potenciales se presentan después del movimiento ocular y
su amplitud depende de la velocidad del movimiento ocular, y la disminucion
del voltaje se observa durante la oscuridad (Jouvet, 1972).

2.2.2. SUENO DE ONDAS LENTAS (SOL)

El SOL en el gato, a comparacion del hombre, sélo se divide en dos
etapas SOL | y SOL Il, que a continuacion se describen.

Aspectos conductuales. Durante la fase SOL |, el gato adopta la
posicion de “esfinge”, manteniendo inicialmente la cabeza erguida, dejandola
caer progresivamente, y se presenta el cierre palpebral y la relajacién de las
membranas nictitantes. En la fase SOL IlI, el animal apoya la cabeza en sus
patas anteriores y la actividad muscular disminuye progresivamente. Por otra
parte, se aprecia la lentificacion de la frecuencia cardiaca y respiratoria,
ademas de una disminucion de la temperatura y de la presion arterial (Jouvet,
1967a).
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Aspectos Poligraficos. Electrofisiolégicamente, el SOL I, se caracteriza
por la aparicion de husos de suefio (12-14 Hz) con una duracion de 1 a 2
segundos, mezclados con ondas delta (1-4 Hz) de alto voltaje y con frecuencias
de 13 a 26 Hz, ademas el tono muscular se estabiliza y disminuye en relacion
con la vigilia. La fase SOL Il se caracteriza por la aparicibn en mayor
proporcion de la actividad delta y de actividad menor a 1 Hz sostenida y de alto
voltaje, que en ocasiones alterna con la aparicion de husos de suefio (Steriade
et al., 1993a; Steriade y Timofeev, 2003).

Alternando con los husos del suefio y con la actividad lenta menor a 1
Hz, en la neocorteza aparece actividad de 80 a 200 Hz (ripples) (Grenier et al.,
2001; Steriade et al., 1993b), que depende de la despolarizacién neuronal y su
origen es intracortical. Sin embargo, aunque los ripples han sido identificados
durante el suefio lento, no son exclusivos de éste, ya que también se han
registrado en la vigilia y en el suefio MOR, relacionandolos con posibles
procesos plasticos que ocurren en los distintos estados de vigilancia (Steriade
et al., 2001).

Se han descrito varios de los mecanismos especificos de la relacién
entre el talamo y la corteza cerebral para la generacion de los ritmos EEG del
suefo lento (Steriade et al., 1991a; Sillito et al., 1994). En el Talamo y la
corteza cerebral durante las etapas de SOL | y Il se ponen en marcha circuitos,
donde participan neuronas de proyeccion que utilizan glutamato como
neurotransmisor e interneuronas inhibitorias gabaérgicas (McCormick, 1992;
Reinoso-Suarez, 1997).

En diferentes trabajos se ha determinado que el marcapasos de los
husos de suefio se sitla en el nucleo reticular del talamo (NRT) (Deschenes et
al., 1984; Steriade y Deschenes, 1984; Steriade et al., 1985; 1996), el cual
dispara brotes de potenciales a la frecuencia de los husos (Bal et al., 1995a,
1995b). Los husos del suefio pueden ser abolidos de los sistemas talamo-
corticales después de la lesion de neuronas de NRT o por el seccionamiento
gue separe a éste de las neuronas talamo-corticales (Steriade et al., 1985). Sin
embargo, los husos siguen apareciendo en el NRT aunque sea desaferentado
del tadlamo dorsal y de la corteza cerebral (Steriade et al., 1987). Ademas, la
ritmicidad de los husos puede ser registrada en neuronas aisladas de este
nacleo (Wang y Rinzel, 1993; Destexhe et al., 1994; Bazhenov et al., 2000).



16

El NRT esta basicamente constituido por neuronas gabaérgicas
(Fuentealba et al., 2004), por lo que generan potenciales sinapticos inhibitorios
en las neuronas talamicas de proyeccion cortical a la frecuencia de los husos
de suefio. Debido a que las neuronas talamicas de relevo cortical disparan
potenciales de accién a niveles hiperpolarizantes (espigas de Ca®" de bajo
umbral) (Jahnsen y Llinds, 1984), y transmiten esta ritmicidad hacia la corteza
cerebral (Steriade y Deschenes, 1988), se generan potenciales sinapticos
excitatorios ritmicos y potenciales de accion a la frecuencia de los husos de
suefio en las neuronas de la corteza cerebral, los cuales se registran en el
EEG.

Las ondas delta del tAlamo son otra de las actividades ritmicas que
caracteriza el EEG durante el SOL. Se ha considerado que se generan en la
corteza cerebral, ya que en los trabajos realizados en gatos atalamicos se
mostraba la presencia de ondas delta en el EEG (Villablanca, 1974). Sin
embargo, las neuronas talamicas tienen propiedades electrofisiolégicas que
generan descargas de potenciales de accion a esta frecuencia que contribuyen
a generar el patrén de las ondas delta. Esta actividad delta se demostré en
primer lugar in vitro (Soltesz et al., 1991; McCormick y Pape, 1990) y
posteriormente fue descrita en gatos (Steriade et al., 1991a; Curré-Dossi et al.,
1992). La actividad delta del tdlamo se genera por la activacion de una
corriente catiénica (Na* y K*) denominada I, que tiende a llevar al potencial de
membrana a niveles mas despolarizados. El cambio de potencial de membrana
generado por esta corriente es suficiente para disparar un potencial de accion
Ca** de bajo umbral. Durante la activacién de éste, la corriente I, se inactiva y
vuelve a activarse después de que ha terminado el potencial de accién. Este
ciclo se repite siempre en el intervalo de 1-4 Hz, este nivel de hiperpolarizacién
del potencial de membrana en el que las neuronas talamicas oscilan a la
frecuencia delta se alcanza de forma natural durante el SOL (McCarley et al.,
1983).

Registros intracelulares en gatos durante el suefio espontaneo muestran
gue el potencial de membrana se hiperpolariza al comienzo del SOL | y alcanza
los valores mas negativos durante el SOL Il que tiene ondas lentas de gran
amplitud (Hirsch et al., 1983). Las descargas de las neuronas talamicas se

trasmiten a la corteza cerebral y contribuyen a la generacion de las ondas delta
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gue aparecen en el EEG, siempre que esta actividad aparezca sincronicamente
en las neuronas talamicas. Consecuentemente, registros intracelulares en
neuronas de la corteza cerebral de gatos anestesiados o durante el suefio
espontaneo presentan potenciales a la frecuencia de 1-4 Hz, generados por
esta actividad delta talamica; pero ademas por la actividad de otras neuronas
corticales como las piramidales que disparan brotes de potenciales de accion
ritmicos a esta frecuencia, que contribuirian a la actividad delta mediante
proyecciones cortico-corticales (Steriade et al., 1993a). Sumado a lo anterior, la
actividad de las neuronas corticales a una frecuencia menor a 1 Hz se
correlaciona con brotes de ondas delta en el EEG (Steriade et al., 1993a,
1993b, 1993c).

La actividad menor a 1 Hz, demostrada en primer lugar en el gato
anestesiado, también se registra en gatos durante el SOL espontaneo y en el
EEG humano durante el SOL nocturno (Steriade et al., 1993b, Achermann y
Borbely, 1997; Simon et al., 2000). Esta ocurre cuando la fase despolarizante
coincide con la presencia de potenciales excitatorios e inhibitorios
simultaneamente, indicando que tanto las neuronas excitatorias de la corteza
cerebral como interneuronas inhibitorias se sincronizan por este ritmo. Ademas,
no aparece de forma aislada en las neuronas de la corteza cerebral, sino que
ocurre sincrénicamente en grandes areas corticales debido a las conexiones
cortico-corticales; por tanto, cuando se cortan estas conexiones, la ritmicidad
menor a 1 Hz no desaparece, pero si la sincronizacion entre areas corticales
(Amzica y Steriade, 1995).

La actividad de menos de 1 Hz también puede observarse en las
neuronas talamicas de relevo cortical y en las neuronas del NRT (Steriade et
al., 1993c); sin embargo, su contribucion no es esencial para la generacién de
ésta, ya que puede registrarse en gatos en los que se ha lesionado el tdlamo
(Steriade et al., 1993a), y se ausenta en el talamo de gatos decorticados
(Timofeev y Steriade, 1996), ademas de aparecer en preparaciones in vitro de
la corteza cerebral (Sanchez-Vives y McCormick, 2000).

Al existir una actividad tan sincrénica en la corteza cerebral, que recluta
tanto neuronas de proyeccidn como interneuronas en areas extensas de la
corteza cerebral, ésta se puede difundir a areas subcorticales como los nucleos

del corddn posterior (gracilis y cuneatus) donde se modulan las respuestas a
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estimulos somatosensoriales (Marifio et al.,, 1996) y a otras areas como el
septum medial, la banda diagonal de Broca y la substancia inominata que
contienen neuronas colinérgicas y gabaérgicas que proyectan a la corteza
cerebral (Mesulam et al., 1983; Nufiez, 1996; Semba, 2000). Las proyecciones
colinérgicas y gabaérgicas modulan la actividad de las neuronas corticales y
sus respuestas a estimulos sensoriales (Golmayo et al., 2003). En animales
anestesiados, estas neuronas oscilan sincronicamente con las neuronas
corticales a la frecuencia delta y a la menor de 1 Hz y contribuyen a mantener
esta actividad en la corteza cerebral.

La interaccion entre la actividad cortical y la talamica tiene gran
importancia porque modifica las oscilaciones generadas en el tdlamo y la
incluye dentro de una red neuronal tdlamo-cortical oscilante, que finalmente va
a generar el patron caracteristico del EEG durante el SOL (Amzica y Steriade,
1998). La actividad menor a 1 Hz generada en la corteza cerebral se transmite
hacia el talamo mediante la proyeccion cortico-talamica. Estas fibras son
glutamatérgicas, provocando despolarizaciones en las neuronas talamicas de
relevo, el bloqueo de las oscilaciones talamicas a la frecuencia delta y el
disparo ténico de las neuronas del talamo (Nita et al., 2003). La proyeccién
cortico-talamica activa a las neuronas del NRT y desencadena la descarga de
husos de suefio (Amzica y Steriade, 1997).

2.2.3. SUENO MOR

Aspectos Conductuales. Durante el suefio MOR, los gatos toman la
posicion de ovillo y se puede observar la aparicion de fendmenos fasicos, que
consisten en MORs en sentido horizontal, vertical u oblicuo, que se acompafian
de miosis acentuada interrumpida fasicamente por breves midriasis
concomitantes con los movimientos oculares y con retracciones fasicas de las
membranas nictitantes (Berlucchi, et al., 1964). Aparecen movimientos rapidos
de las orejas, del belfo y de las extremidades. La respiracion se vuelve irregular
y con periodos cortos de apnea.

Aspectos poligraficos. ElI MOR se caracteriza por la desincronizacion
EEG, atonia muscular, los MORs y la actividad ponto-geniculo-occipital (PGO).
Los componentes poligraficos que caracterizan al suefio MOR, han sido
clasificados de acuerdo a su ocurrencia temporal en dos tipos: fenbmenos

tonicos y fendmenos fasicos.
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Los fendmenos ténicos son aquellos cambios que persisten de manera
continua durante el MOR, estos son: la actividad EEG rapida, la atonia
muscular y la actividad teta hipocampica. En cuanto a los fendmenos fasicos;
son aquellos que se presentan en fases y que se repiten durante el suefio
MOR. Son eventos fasicos los MORs, la actividad PGO, las contracciones de
los masculos (mioclonias) y las fluctuaciones cardiorespiratorias.

A) FENOMENOS TONICOS.

1.- Actividad EEG Réapida. Su frecuencia es de 20 a 30 Hz de bajo
voltaje, similar a la que ocurre durante estados de hiper-alerta o de atencién y
se presenta en regiones diencefalicas, mescencefalicas y corticales. Lesiones
en la region donde se localizan los nucleos reticular caudal del puente (RCP) y
reticularis pontis oralis (RPO) suprimen la actividad cortical tanto en la vigilia
como en el MOR (Jouvet, 1962), lo que sugiere que es donde se inicia dicha
actividad, posteriormente, la actividad generada en el RCP y RPO ascienden a
la corteza a traveés de relevos en el hipotdlamo y en los nucleos intralaminares
del tdlamo, para alcanzar amplias zonas corticales (Sakai, 1985).

2.- Atonia muscular. Jouvet y Delorme (1965) fueron los primeros en
proponer que la parte caudal del LC y el tegmento pontino del gato son
responsables de la atonia muscular durante el MOR. A partir de sus reportes,
hoy sabemos que la region involucrada en la pérdida de atonia incluye la
porcion medial del Locus coeruleus-alfa (LC-a) y la parte dorsalateral del RPO
y RCP; Sakai (1980) designo a esta zona como area Peri-locus coeruleus-alfa
(Peri-LC-a). Las células de esta region ejercen un efecto tonico excitador en las
neuronas del nucleo reticular magnocelular (NRM) del bulbo raquideo
ventromedial, el cual inhibe las motoneuronas espinales durante el MOR (las
neuronas pontinas juegan el papel de neuronas de comando, mientras que las
medulares son neuronas de relevo) (Sakai, 1985; 1986).

3.- Actividad teta hipocampica. Esta actividad aparece de manera
continua en la porcion dorsal y ventral del hipocampo, la cual es generada en el
septum. En animales despiertos, aparece en brotes y ha sido asociada a
conductas de orientacion y desplazamiento hacia estimulos significativos,
ademas con el procesamiento, almacenamiento y evocacion de la memoria.
Durante el MOR la actividad teta es regular y mas rapida (5-7Hz) que en la
vigilia (Jouvet, 1962; Jouvet, 1965).
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B) FENOMENOS FASICOS

1.- Movimientos Oculares Rapidos (MORs). Se presentan desde el
inicio del MOR, con una frecuencia de 60-70 movimientos por minuto y difieren
de los movimientos oculares de la vigilia por su velocidad, distribucion temporal
y por su patrén de ocurrencia (Jeannerod y Mouret, 1963). Pueden presentarse
en forma aislada, en forma de salvas cortas (5-10 movimientos), pero la
manera mas caracteristica es en salvas prolongadas de 50 movimientos
aproximadamente. Dichos movimientos se originan a nivel pontino y son
regulados de una manera compleja a nivel mesencefalico y del coliculo
superior, regiones en las que los procesos de integracidon cortical (facilitacion
de la corteza visual e inhibicion de la corteza frontal) ejercen su efecto; por lo
que se sugiere que los mecanismos fisiologicos de los movimientos oculares de
la vigilia y del MOR son diferentes (Calvo, 1983).

En el hombre, los MORs aparecen concomitantes a las ensofiaciones
(Dement y Kleitman, 1957); se ha mostrado la coincidencia de salvas
prolongadas de MORs con suefios activos y de MORs aislados con suefios
pasivos, ademas de la relacion entre las ensofiaciones con un alto contenido
emocional con la aparicibn de un numero elevado de movimientos oculares
rapidos de gran amplitud (Dement y Wolpert, 1958; Berger y Oswald, 1962;
Goodenough et al., 1965).

2.- Actividad Ponto-Geniculo-Occipital (PGO). La actividad,
potenciales u ondas PGO, son quiza la actividad fasica principal del suefio
MOR, descrita por primera vez por Jouvet y Michel (1959) al registrar la
formacion reticular durante el suefio MOR. La denominacion PGO indica que
en estas tres estructuras y en el orden mencionado, fueron donde se
registraron inicialmente (Ayala, 1983). Primero Jouvet (1959) en el puente,
posteriormente Mikiten (1961) en el CGL y Mouret (1963) en la corteza
occipital.

Numerosos estudios anatomicos Yy fisiolégicos sugieren que las
estructuras involucradas en la generacion de la actividad PGO, se localizan en
amplias redes neuronales de la region pontina. La region peribraquial (rPBL), la
region dorsolateral del tegmento pontino, el tegmento pedunculo pontino (TPP)
y una region vecina al LC denominada “Area X” (Callaway, et al., 1987; Sakai,
1986, Datta, 1997).
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Por el hecho de preceder siempre al MOR (Thomas y Benoit, 1967) y
aumentar su frecuencia durante esta fase del suefio, muchos investigadores
han propuesto que los mecanismos generadores de los potenciales PGO
constituyen un componente central de los mecanismos de induccidén y
mantenimiento del MOR, a través de un mecanismo colinérgico (Datta, et al.,
1992; Dement, et al.,, 1970; Dusan-Peyrethon, et al., 1967; Foote, 1973;
Malcom, et al., 1970; Mc Carley, et al., 1978; Steriade y McCarley, 1990).

3.- Contracciones de los musculos.  Otro de los eventos fasicos del
MOR son las sacudidads musculares (que se correlacionan ampliamente con
las salvas de movimientos oculares), que son mas notables en los musculos de
la cara y en los miembros distales (Gassel, et al., 1964). Los primeros informes
identificaron al sistema reticulo-espinal como el involucrado en las sacudidas
musculares fasicas (Marchiafava y Pompeiano, 1964; Gassel, et al., 1964,
1965); y la actividad unitaria de las células de la formacion reticular (que
poseen proyecciones directas a las motoneuronas espinales y craneales) con
los movimientos asociados al MOR (sacudidas) (Vertes, 1977, 1979; Siegel, et
al., 1977; Siegel y Tomaszewski 1983; Siegel, et al., 1983).

4.- Fluctuaciones cardiorespiratorias. Los cambios autdbnomos
durante el MOR -incrementos en la tasa cardiaca y en la presion sanguinea,
asi como en la respiracion- han sido atribuidos al complejo parabraquial. Las
células del complejo parabraquial medial considerado el locus del centro
neumotaxico (Bertrand y Hugelin, 1971; Cohen, 1971; St John, et al, 1971,
Bertrand, et al., 1973; Knox y King, 1976, 1976) muestra cambios en su patron
de actividad correlacionados con las fluctuaciones respiratorias durante el MOR
(Lydic y Orem, 1979; Sieck y Harper, 1980a; Harper y Sieck, 1980).

Existe ademas una interrelacion reciproca entre el ciclo suefo-vigilia y el
sistema endocrino. El suefio tiene un efecto positivo a nivel de sintesis,
almacenamiento, liberacion y accion de diferentes hormonas, particularmente
aquellas que tienen una estrecha regulacion neuroendocrina, es decir, aquellas
hormonas en cuya regulaciéon interviene el sistema nervioso. Por el contrario
las hormonas o productos intermedios ya sea de su sintesis o de su
degradacion pueden, cuando se les administra exdégenamente, modificar

substancialmente las caracteristicas del patron de suefio.
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Recientemente se sabe que el suefio tiene una naturaleza mudltiple
(Steriade, 1992) y, en consecuencia, cada fase (MOR o NMOR) implica una

fisiologia y estructuras celulares diferentes, como veremos a continuacion.
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3. MECANISMOS FISIOLOGICOS DEL SUENO

El estudio del suefio a nivel del sistema nervioso central comenzé con
los trabajos de Von Economo en 1930, quien describe a través de
correlaciones anatomopatolégicas en casos de hipersomnia y de agitacion con
insomnio, “centros” para la vigilia (supraquiasmatico y en el hipotalamo
anterior) y para el suefio (ocupando un area extensa del talamo caudal y del
mesencéfalo). Aunque no tan localizadas, las observaciones posteriores han
confirmado en general que en casos de somnolencia y de hipersomnia, de
diferentes etiologias, las lesiones se distribuyen en el hipotdlamo, talamo,
mesencéfalo, protuberancia y bulbo raquideo. Asimismo, como ya se ha
mencionado, en este mismo periodo surgid la posibilidad de registrar
percutaneamente la actividad eléctrica del cerebro humano, gracias al trabajo
de Berger.

Ya en 1938, Bremer utilizando gatos en preparacion encéphale isolé
(encéfalo aislado, en la que se practica una seccién entre el bulbo y la médula
espinal) describe un estado alternante de vigilia y fases de somnolencia o
suefo, pero con una tendencia marcada hacia la desincronizacion EEG y los
signos oculares de lo que hoy denominamos MOR, ademas de que el cerebro
podia activarse con estimulos sensoriales, utilizando la preparacion cerveau
isolé (cerebro aislado, en la que se realiza una seccion entre los coliculos
superior e inferior) los animales presentaban un estado de coma irreversible
con actividad EEG delta no reactivo a estimulos sensoriales. Estos
descubrimientos dieron origen a la teoria pasiva del suefio o hipoétesis de la
desaferentacion, que propone que el suefio sobreviene en forma pasiva debido
a la falta de estimulacion sensorial del sistema de la vigilia.

Mas tarde, Moruzzi y Magoun (1949), descubren una formacién neural
especifica, responsable del mantenimiento del estado de vigilia, al cual
denominaron Sistema Reticular Activador (SRA) al lesionar y estimular
eléctricamente la formacion reticular mesencefélica. A partir de sus resultados
se postulaba que la vigilia estaria condicionada por la influencia continua de la
formacion reticular, activada por influjos de tipo sensorial, lo cual no
contradecia lo propuesto por Bremer, solamente modificaba la hipo6tesis del

suefo por desaferentacion; puesto que, el suefio seguia interpretandose como
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la ausencia de la vigilia, provocado por la falta de la influencia activadora del
SRA, dando origen a la hipotesis de la desaferentacion reticular, y que se vio
fortalecida por los trabajos de Lindsley y cols., entre 1949 y 1950.

Tales ideas no explicaban el origen de la desactivacion de estos
sistemas al iniciarse el suefo; el mantenimiento de su desactivacién a lo largo
del suefio y la tendencia a desactivarse con la prolongacion de la vigilia, por lo
cual resultaban inadecuadas. Sin embargo, sus datos son de gran valor pues
delimitaron una region comprendida entre los culiculos y el bulbo raquideo, que
juega un papel importante en la instalacion de la vigilia y el suefio.

No fue hasta 1944 con los trabajos de Hess, al lograr producir suefio por
estimulacién eléctrica del talamo y el hipotalamo posterior, cuando se sentaron
las bases para formular otra hipétesis, esta vez, una hipétesis activa del suefio,
gue considera al suefio no sélo como la ausencia o la disminucién de la vigilia,
sino como un estado fisioldgico especial, inducido activamente y controlado por
estructuras especificas, de manera importante y compleja.

En cuanto a la investigacion del suefio en animales, siguié dos puntos de
vista diferentes: el neurofisidlogico y el neurohumoral. Desde el punto de vista
neurohumoral, Pieron (1913), suponia que el inicio del suefio se debia a la
acumulacion de factores Humorales (hipnotoxinas) y consideraba que algunos
compuestos hipnégenos acumulados en la sangre o en el liquido
cefalorraquideo (LCR), durante la vigilia, alcanzaban un nivel depresor de las
zonas de integracion de la vigilia. Apartir de esto, han sido descritos varios
factores hipndgenos putativos, entre otros el acido lactico, el didéxido de
carbono, el colesterol, sustancias hipnogenicas no identificadas aisladas del
dializado sanguineo de animales donadores en suefio profundo.

Aunque en afios recientes se ha incrementado enormemente el nimero
de investigaciones sobre el suefio, estudidndolo con técnicas tales como las
electrofisiolégicas, farmacolégicas, bioquimicas, histoquimicas, etc., no se
conoce todavia, en su totalidad, el papel biologico que desempefia; su
significado podria llegar a explicarse en base al estudio comparativo del ciclo
suefo-vigilia y los procesos intrinsecos. Por otra parte, el andlisis del grado de
desarrollo que presentan cada una de las fases que caracterizan al suefio en el
transcurso de la evolucién zooldgica, paralelamente con las modificaciones

encefélicas y fisioldgicas que exhibe cada grupo particular de vertebrados,
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ofrece grandes posibilidades para comprender su significado biolégico tanto en
los animales como en el hombre.
3.1. MECANISMOS FISIOLOGICOS DE LA VIGILIA

En los mamiferos, existen varios sistemas promotores de vigilia (Datta y
Maclean, 2007; Datta, 1995). La identificacion de estos sistemas comenzo en
los afios 40, con experimentos de transeccion y estimulacién eléctrica en el
gato. En estos primeros experimentos, Moruzzi y Magoun sugirieron que el
estado de vigilia requiere un nivel critico de actividad cerebral que es
mantenido por un flujo constante de impulsos nerviosos ascendentes
originados en la formacion reticular del tronco del encéfalo (Moruzzi y Magoun,
1949; Moruzzi, 1964; Moruzzi, 1972). Poco después, el area excitable de este
sistema reticular activador ascendente (SRAS) fue localizado en amplias
regiones del puente y el mesencéfalo. El avance de las técnicas anatomicas y
fisiolégicas ha permitido identificar la naturaleza neuroquimica de los grupos
celulares de los sistemas promotores de la vigilia dentro del SRAS (Datta y
Maclean, 2007). Estos grupos neuronales son células noradrenérgicas del LC,
células serotoninérgicas (5-HT) de los nucleos del rafe, neuronas colinérgicas
del TPP y del tegmento laterodorsal (TLD), células glutamatérgicas dentro del
cerebro medio, y dopaminérgicas de la sustancia negra parte compacta (SNc) y
del éarea tegmental ventral. Las proyecciones de estos sistemas de
neurotransmision pontino y mesencéfalico viajan dorsalmente para activar el
sistema talamo-cortical, asi como ventralmente para activar los sistemas
hipotalamo-corticales y basal-corticales (Datta, 1995; Moruzzi, 1974; Garcia-
Rill, 2002; Sakai y Crochet, 2003).

Ademas de los grupos promotores del despertar del SRAS, hay por lo
menos otros cinco grupos de células dentro del cerebro anterior que podrian
promover la vigilia de forma independiente y/o en coordinacion con el SRAS
(Swett y Hobson; 1968; Szymusiak y McGinty, 1989; Maquet et al., 1990; Alam,
et al, 1999; 2002; Koyama, et al., 2002; Parmentier, et al., 2002; Deboer, et al.,
2003; Gerashchenko, et al., 2003; Mendelson, et al, 2003; Easton, et al., 2004;
Gerashchenko y Shiromani, 2004a,b; Takahashi, et al 2006; Vertes, 2006).
Estos se localizan en el prosencéfalo y son grupos celulares que contienen
histamina dentro del ndcleo tuberomamilar del hipotdlamo posterior,

hipocretinas u orexinas dentro del hipotdlamo lateral, células colinérgicas
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dentro del cerebro anterior basal, células que contienen el neuropéptido Y
dentro del ndcleo supraquiasmatico, y células glutamatérgicas en la corteza
prefrontal ventro-medial.

La activacion espontanea o experimental de estos sistemas facilita los
patrones de actividad cortical necesarios para mantener la vigilia. Sin embargo,
ninguno de estos grupos es absolutamente necesario para la generacion y
mantenimiento de este particular estado de vigilancia (Gerashchenko y
Shiromani, 2004). Por esta razén, la lesion de alguno de estos grupos celulares
es incapaz de causar cualquier cambio significativo en la cantidad del tiempo
total de vigilia.

3.2. MECANISMOS FISIOLOGICOS DEL SOL

El SOL es considerado el estado mas inactivo del cerebro. Uno de los
eventos mas importantes para la instalacion de esta fases de suefio, es en
primer lugar, la reduccion de la actividad neuronal de regiones cerebrales
promotoras de la vigilia y por otra parte, la reduccion de transmision de
informacion sensorial a la corteza a través del talamo, ya que durante este
estado, la informacién sensorial de éste se suspende.

El intercambio sensorial a nivel del tdlamo es logrado cuando las
neuronas de relevo talamico son hiperpolarizadas por actividades en “burst” de
células GABAérgicas del NRT (Llinas y Steriade, 2006). Dicha actividad
GABAérgica puede ser originada por la activacion de neuronas GABAérgicas
del area predptica del hipotdlamo (APO) (Krueger y Obal, 2003; Obal y
Krueger, 2004).

Una de las estructuras implicadas en la instalacion del suefio es el
hipotalamo. Nauta (1946), mostr0 que las lesiones de la region anterior del
hipotdlamo, en el APO de la rata, provoca un estado de insomnio.
Posteriormente se propusé que el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo
juega un papel fundamental en la regulacién del ciclo suefio-vigilia, su lesion
provoca la desorganizacion circadica de los periodos de suefio; ademas de la
participacion en el ciclo suefio-vigilia, el supraquiasmatico es fundamental para
otros ritmos circadicos, por lo que es considerado un oscilador circadico (Ibuka
y Kawamura, 1975; Rusak y Suker, 1979; Moore, 1992).

Recientemente, se ha identificado una poblacién especifica de neuronas

GABAérgicas activas durante el suefio, localizadas dentro el APO ventrolateral
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y en el nlcleo predptico medio que posiblemente pueden servir para disparar
y/o mantener los episodios de suefio. Se ha demostrado que estas neuronas
son metabolica y fisiologicamente activas durante el SOL y el MOR, lo cual
indica que su actividad se relaciona con la expresion y regulacion del suefio,
mas que con la actividad EEG cortical y se ha sugerido que este aumento en
su actividad, constituye el primer factor responsable para la induccion del SOL
(Rosenwasser, 2009).

Consistente con estos hallazgos, un estudio usando resonancia
magnética funcional en ratas, demostré que la APO presenta mayor actividad
qgue otras areas del hipotalamo y el cerebro anterior basal durante el SOL
(Khubchandani, et al, 2005); por otra parte, otros estudios con microinyeccion
local apoyan que la APO desempefia un importante papel en la generacion del
SOL. (Datta, et al., 1985; Datta, et al., 1988; Kumar et al., 1986; Mendelson y
Martin, 1992; Ticho y Radulovacki, 1991).

También se ha resaltado la participacion de las neuronas de orexinas
para la instalacion del SOL, ya que estas células son inhibidas por las
descargas gabaérgicas y de galanina que se originan en el APO y basal
anterior, especificamente del APO ventrolateral. La actividad de las orexinas es
menor durante el SOL que durante la vigilia. Al inhibirse las orexinas se inhiben
también, aunque no totalmente, todas las estructuras que provocan el
despertar o la vigilia, excepto los nacleos TLD y TPP responsables de los
MORSs, los cuales si se inhiben completamente.

El talamo también estd implicado en los mecanismos del SOL.
Anteriormente, se hizo referencia a los estudios pioneros llevados a cabo por
Hess (1944), quien comprob6 que la estimulacion del tAlamo medial induce
suefio en animales en experimentacion.

El intercambio sensorial a nivel del tdlamo es logrado cuando las
neuronas de relevo talamico son hiperpolarizadas por actividades en “burst” de
células GABAérgicas del NRT (Llinas y Steriade, 2006). Dicha actividad
GABAérgica puede ser originada por la activaciéon de neuronas GABAérgicas
del APO (Krueger y Obal, 2003; Obal y Krueger, 2004).

Sin embargo, no se ha podido demostrar que en esta region haya un
namero tan consistente de neuronas que especificamente aumenten su

actividad durante el SOL, lo cual daria mayor solidez a lo anterior.
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Resultados experimentales sugieren la participacion de la region del
NTS en la generacidén del suefio, en especial del SOL. Desde 1965, Aker
propuso que las areas involucradas en los procesos de suefio son las de
alrededor del NTS. La estimulacion eléctrica o farmacolégica de dicha
estructura, da como resultado un estado de suefo tanto conductual como
electrogréfico; mientras que la destruccion bilateral o eliminacion funcional de
esta region es seguida de un estado de insomnio y un aumento del estado de
alerta (Puizillout y Foutz, 1976; Bremer, 1997; de Andres, 1998).

El concepto original de los factores inductores de suefio fue propuesto
inicialmente por Piéron en 1913, quien describié que la intensa necesidad de
dormir observada en perros mantenidos en vigilia prolongada (150-193 horas),
pudo ser provocada en perros que habian dormido ad libitum y que fueron
receptores del LCR extraido de perros privados de suefio. No solamente el
LCR tuvo propiedades hipnogenas, sino también la sangre y una emulsion
hecha con el tejido cerebral. Piéron concluyé que durante la vigilia se acumula
una substancia que induce suefio a la cual llamo hipnotoxina, dicha teoria es
conocida como teoria hipnogénica del suefio. Los trabajos de Piéron fueron
muy discutidos y cayeron en el olvido. No obstante, estan nuevamente a la
orden del dia desde el momento en que se demostré la existencia de péptidos
“facilitadores de suefio”. Otros estudios han demostrado que algunas
sustancias pueden ser obtenidas posterior a la privacion de suefio, en sangre
(Monnier y Hosli, 1964), orina (Krueger et al., 1982) y tejido cerebral (Inoue, et
al., 1984). Varios investigadores han dirigido sus trabajos hacia la identificacion
de este factor hipndgeno, encontrando no uno, sino varios, que se acumulan en
la sangre como el Factor “S”, de origen peptidico, en el LCR como el Péptido
Inductor de Suefio Delta, o bien, que tiene una amplia distribucién en el cerebro
incluyendo al rafe y el hipotalamo como el péptido vasoactivo intestinal (VIP),
entre otras sustancias promotoras de suefio (ver tabla 1).

Por otra parte, cada vez se conoce mejor el papel de las hormonas en la
regulacion del ciclo suefo-vigilia. Los ritmos circadianos de sustancias
hormonales como la hormona del crecimiento, el cortisol, la melatonina y la
prolactina inducidos en gran parte por los "zeitgebers" (relojes internos o
endogenos) acompaifian el proceso del ciclo suefo-vigila. Se ha reportado que

los niveles en porcentajes del cortisol y la hormona adrenocorticotropica
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(ACTH) son més bajos hacia la media noche y los mas altos hacia las 6 de la
mafana. La hormona del crecimiento alcanza su maximo nivel poco después
de que el sujeto se queda dormido. La melatonina se empieza a segregar de
acuerdo con el ciclo luz oscuridad e induce la aparicion del suefio. La funcién
anabdlica del suefio esta confirmada por: el incremento de la absorcién de los
aminodacidos por los tejidos, el aumento en la sintesis de las proteinas, el
incremento de la sintesis del RNA y el aumento de la eritropoyesis. La
secrecion de prolactina es maxima durante el suefio.

Tabla 1. Algunas moléculas determinadas como “factores inductores de suefio”

Molécula S0L sMOR Molécula S0L sMOR
Insulina T T VIP = T
PRL = ) DSPI ) =
GH = T CLIP = T
CCK-8 T 1 IL-1 1 =
Somatostatina = T INF-a T =
CRF = 1 TNF 1 =
GHRF T = Uridina T =
Oleamida T T Anandamida T T

= significa sin cambio y T incremento
PRL: prolactina, GH: hormona del crecimiento, CCK-8: colecistoquinina, CRF: factor
liberador de corticotropina, GHRF: factor liberador de hormona del crecimiento, VIP:
péptido vasoactivo intestinal, DSPI: péptido inductor de suefio delta, CLIP: péptido
intermediario de corticotropina, IL-1: interleucina 1, INF-a: interferon a, TNF: factor de
necrosis tumoral (Tomada de Garcia-Garcia y Drucker-Colin, 1999; Garcia-Garcia y
cols, 2009 y Franco-Pérez, 2001).

Aunque el suefio y la vigilia tienen circuitos neuronales propios para su
generacion, también es cierto que en la vigilia, una mayor actividad neuronal
conlleva un mayor metabolismo y se ha demostrado que éste causa una
acumulacion proporcional de factores metabodlicos que pueden influir en el
suefio. La acumulacion de estos factores metabdlicos hasta un nivel critico
estaria implicada en el inicio del suefio, sobre todo en promover el SOL, ya que
durante el suefio, estos metabolitos se reducirian hasta sus niveles basales
(Carus-Cadavieco y de Andrés, 2012). Entre las moléculas que cumplen con

estas condiciones se encuentran la adenosina. Es de sefialar que la cafeina y
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la teofilina (de amplio consumo humano como estimulantes) son potentes
bloqueadores de los receptores de adenosina.

Aunque se ha investigado bastante sobre las ondas lentas del cerebro,
no ha habido forma hasta ahora de obtener respuestas definitivas sobre los
circuitos cerebrales subyacentes. Recientemente, se ha logrado averiguar
donde y como se originan las ondas lentas del cerebro. El equipo de Arthur
Konnerth ha demostrado de forma concluyente que las ondas lentas comienzan
en la corteza cerebral, la region responsable de las funciones cognitivas y
también ha comprobado que una onda de esa clase puede ser puesta en
marcha por un pequefio grupo de neuronas.

Las investigaciones previas, las cuales se basaron principalmente en
mediciones eléctricas, no tuvieron la resolucion espacial necesaria para
cartografiar con precision la puesta en marcha y la propagacion de las ondas
lentas. Pero usando luz por medio de técnicas Opticas de estimulacidon
(optogenetic approach), el equipo de Konnerth pudo generar ondas lentas y
observarlas con un nivel de detalle sin precedentes (Stroh et al., 2013).
3.3. MECANISMOS FISIOLOGICOS DEL MOR

El suefio MOR es el resultado de mecanismos serotoninérgicos
preparativos, mecanismos catecolaminérgicos y colinérgicos de instalacion y
mantenimiento, asi como de factores humorales en el LCR. En condiciones
normales, el MOR siempre esta precedido por el SOL, la transicion directa
entre la vigilia y el MOR solo se observa en el caso de la narcolepsia, que se
traduce en una desaparicion subita del tono muscular que puede provocar la
caida del individuo (accesos catapléxicos). Frecuentemente, estos accesos
catapléxicos se acompafian de ensofiaciones y el sujeto pierde el contacto con
el mundo exterior (raras veces el sujeto permanece consciente).

Existe una especificidad de algunas neuronas serotonérgicas
relacionadas con el suefio MOR, se trata de la region caudal del rafe, en
especial los ndcleos pontis y magnus, que al ser destruidos, provoca la
desaparicion casi total del MOR (el SOL disminuye un 40%); lo que sugiere que
tales nucleos intervienen en los mecanismos preparativos del suefio MOR.
Dichas estructuras proyectan sus axones hacia la parte dorsolateral del
tegmento pontino, donde se localizan estructuras que intervienen en su

instalacion.
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Se ha demostrado experimentalmente que la inhibicién de la triptofano
hidroxilasa mediante la administracion de paraclorofenilalanina (PCPA) provoca
una disminucioén importante del SOL y del MOR, efecto que es facilmente
reversible al administrar dosis bajas de DL-5-hidroxitriptofano (Jouvet, 1972),
por lo que se ha propuesto la existencia de una relacion entre la disminucién en
la sintesis de 5-HT y la disminucién de MOR.

En los mecanismos de instalacion del MOR, las catecolaminas
(dopamina, NA y adrenalina) juegan un papel trascendente. Al disminuir los
niveles de catecolaminas cerebrales se provoca un estado de insomnio con
abolicion del MOR, efecto que puede revertirse en corto tiempo con la
aplicacion de dopamina (Jouvet, 1972). Asimismo, la administracion de alfa-
metil-DOPA, sustancia que da origen a un falso neurotransmisor que desplaza
a la NA (alfa-metil-NA), suprime la aparicion del suefio MOR durante 16-20
horas (Dusan-Peyrethon et al., 1968); mientras que la administracion de
Disulfirm (sustancia que afecta al metabolismo de la NA), provoca la
disminucién del MOR y del estado de vigilia (Dusan-Peyrethon y Froment,
1968).

Las neuronas del campo tegmental gigantocelular (CTG) también
parecen desempefiar un papel importante en la generacion del MOR (McCarley
y Hobson, 1971; Hobson et al., 1974, Steriade y Hobson, 1976), pues
incrementan su frecuencia de disparo durante el MOR. Sin embargo, presentan
un patrén de disparo fasico tanto en la vigilia como en el MOR, lo que sugiere
que este conjunto de neuronas no esta relacionado selectivamente con la
generacion del MOR (Sastre et al., 1981; Sakai et al., 1983; Steriade et al.,
1984), sino que el suefio MOR ocurre en consecuencia de la interaccion
reciproca entre las neuronas colinérgicas del CTG y grupos de neuronas
monoaminérgicas del NDR y el LC. En este sentido, se ha descrito que la
lesion electrolitica y quimica de esta estructura no afecta los aspectos
cuantitativos y cualitativos del MOR (Sastre et al., 1981).

También en la instalacion del MOR participan mecanismos colinérgicos.
Desde 1965, Hernandez-Pedn propuso un sistema inductor de suefio de
naturaleza colinérgica, al inducir suefio MOR mediante la aplicacion local de
cristales de Ach, en la region predptica medial. Sin embargo, en experimentos

posteriores se demostré que las observaciones de Hernandez-Pedn eran en
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realidad una transicion directa de la vigilia al MOR; asi la aplicacién de
agonistas colinérgicos, como el carbacol y la oxotremorina, en la protuberancia,
incluyendo el CTG en animales despiertos, produce la aparicion inmediata de
episodios prolongados de suefio MOR (George et al., 1964).

Se ha destacado ademas la participacion de un factor de naturaleza
proteinica en los mecanismos de instalacion y mantenimiento del MOR.
Drucker-Colin et al. (1970, 1973), utilizando sistemas de canulas “push-pull”
para recolectar el liquido perfundido en la formacion reticular mesencéfalica
durante el suefio de gatos, encontraron una relacién directa entre la aparicion
del suefio MOR y el aumento de proteinas cerebrales, proponiendo que
durante el suefio MOR se generan mas proteinas que durante la vigilia o el
SOL y que dichas proteinas son especificas de esta fase de suefio. Se ha
propuesto que este factor del MOR, al igual que el mencionado para el SOL, se
secreta del hipotdlamo para almacenarse en el LCR o en la sangre y
posteriormente poner en marcha los mecanismos catecolaminérgicos y
colinérgicos de instalacion del suefio MOR.

También se ha propuesto que a nivel del hipotdlamo, la 5-HT pone en
marcha un mecanismo hipotalamo-hipofisiario que genera un factor peptidico,
el cual activa los mecanismos pontinos ejecutores del suefio MOR (Jouvet,
1984b). Existen evidencias de que dicho factor puede estar bajo la influencia
inhibitoria de la regidén postero-ventral del hipotalamo, pues su lesién provoca el
aumento significativo del suefio MOR (Sallanon et al., 1986; Jouvet, 1988). Por
lo tanto, existen dos centros hipotalamicos para la regulacion del suefio MOR,
uno anterior facilitatorio y otro posterior inhibitorio.

Diferentes neuropéptidos han sido involucrados en la regulacién del ciclo
suefo-vigilia. Los primeros reportes mostraron que la administracion
intracerebroventricular (i.c.v) de neuropéptidos como la angiotensina I, la
renina, sustancia P y la arginina-vasotocina, disminuyen el MOR a expensas de
un aumento de SOL (Riou, et al.,1982a). Por otra parte, la CCK-8, la
neurotensina, la met y leu-encefalina, no modifican el ciclo suefo-vigilia en
ratas normales (Riou, et al.,1982b). Solamente VIP, que se encuentra
distribuido en el nucleo supraquiasmatico y en el tronco del encéfalo, provoca
el aumento del SOL y del MOR, y revierte la abolicion del suefio MOR
provocado por la administraciéon de PCPA (Riou et al.,1982c; Drucker-Colin et
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al., 1990). También se ha demostrado que la ACTH aumenta el tiempo total de
vigilia, mientras que péptidos derivados de la hormona estimulante de los
melanocitos (MSH) y el péptido parecido a la corticotropina (CLIP), aumenta el
SOL y el MOR (Chastrette y Cespuglio, 1985).

En los mecanismos centrales del suefio MOR participan células
colinérgicas, a las que se les denomina “REM-on” y células monoaminérgicas
(serotoninérgicas, noradrenérgicas y posiblemente adrenérgicas) llamadas
“REM-off”. Las primeras se localizan en el tegmento pontino mediodorsal, en
especial en el TLD y TPP. Las células REM-off se distribuyen difusamente en el
tronco del encéfalo, principalmente en el NDR, el LC y la rPBL. Al registrar las
células REM-on y REM-off simultAneamente, se observa un cambio de
actividad en ambos tipos de células, cambios relacionado estrechamente con
las transicion del SOL al MOR y viceversa. Las REM-on disparan de manera
tonica y especificamente durante los periodos de MOR, mientras que las REM-
off cesan su disparo durante este periodo del suefio; esto sugiere que las
neuronas REM-on juegan un papel ejecutador en la instalacién vy
mantenimiento del MOR, mientras que las REM-off un papel permisivo en la
generacion del MOR (Sakai, 1985; 1986).

La aplicacion topica de carbacol en el Peri-LC-a, LC-a, y en el campo
magnocelular del tegmento pontino (CTM), provoca la aparicion de episodios
prolongados de suefio MOR, con una latencia corta (5 a 7 minutos) (Vivaldi et
al., 1980; Baghdoyan et al., 1984; Vanni-Mercier et al., 1989; Yamamoto et al.,
1990a; Yamamoto et al., 1990b; Vanni-Mercier et al., 1991).

Un hecho destacable es que las zonas colinoceptivas mas sensibles
para la induccion del suefio MOR (CTG y el CTM) por la aplicacién de carbacol
(Baghdoyan et al., 1984a; Vanni-Mecier et al., 1989; Yamamoto et al., 1990a;
Yamamoto et al.,, 1990b), carecen en absoluto de células colinérgicas
(Shiromani et al., 1988). Esto dio lugar a pensar que los impulsos colinérgicos
para la induccion del MOR tiene su origen en la rPBL, donde se ha demostrado
la presencia de cumulos de células colinérgicas (Dolabela y Singer, 1987,
Jones y Beaudet, 1987) que proyectan abundantes eferencias hacia el CTG y
el CTM (Mitani et al., 1988; Quattrochi et al., 1989).

En 1992, Calvo con la colaboracion de Datta, Quattrochi y Hobson, para

confirmar la hipétesis de que los impulsos colinérgicos que inducen al MOR se
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originan en la rPBL, llevaron a cabo un mapeo del efecto de microinyecciones
de carbacol en esta region, encontrando que una sola microinyeccién provoca
durante 20 a 24 horas un estado de activacion EEG y la ocurrencia
ininterrumpida de salvas de potenciales PGO, de manera independiente de las
fases de suefio y de manera ipsilateral al sitio de la microinyeccion. También
encontraron que este fendmeno va seguido del aumento duradero (6 a 8 dias)
y significativo de los episodios de SFOL y del suefio MOR. Actualmente,
sabemos que los potenciales PGO se restringen progresivamente a los
episodios de SFOL y del suefio MOR, pero su densidad (numero de
potenciales PGO/minuto) continua significativamente aumentada (Calvo et al.,
1991; Datta et al., 1992; Hobson et al., 1993).

Del mismo modo, se propone que impulsos colinérgicos para la
induccién del suefio se originan en la rPBL (Dolabela y Singer, 1987; Jones y
Beaudet, 1987), que es donde se generan los potenciales PGO (Mitani et al.,
1988; Quattrochi et al., 1984) a partir de impulsos colinérgicos hacia la region
dorsolateral del tegmento pontino, que es una zona colinoceptiva para la
induccion del MOR (Yamamoto et al.,, 1990a). Ademaés, la estimulacién
colinérgica de la rPBL provoca la pronta aparicién de potenciales PGO en el
CGL ipsilateral a la estimulacion, y aumenta la densidad de tales potenciales
durante el MOR. (Datta et al., 1991; Hobson et al., 1993).

3.4. MODELOS SOBRE EL SUENO
3.4.1. LOS PROCESOS HOMEOSTATICO, CIRCADICO Y ULTRA DIANO
DEL SUENO
Son muchas las teorias propuestas y los modelos formulados

sobre ese complejo engranaje que se encarga de regular el ciclo suefio-vigilia.
De todos estos modelos, quizds uno de los mas completos sea el descrito por
Borbély en 1982, que integra los dos mecanismos fundamentales que regulan
el suefio. Borbély denomind proceso S a la homeostasis y proceso C al ritmo
circadiano, y fue capaz de relacionarlos y explicar su influencia sobre el suefio
mediante el ya citado modelo de los dos procesos.

A partir de este modelo, se ha propuesto que el suefio esta regulado por
tres procesos: el homeostéatico, el circadico y el ultradiano (Borbély y
Achermann, 1992).
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Brevemente, el proceso homeostatico (S) incrementa en relacién directa
con el tiempo total de vigilia. Esto determina la cantidad de SOL que aparecera
en la primera parte del dormir, de tal manera que cuando un individuo se
mantiene mas tiempo despierto, mas “presion” de suefo tiene y una vez que
empieza a dormir esta presion de suefio disminuye rapidamente.

El proceso circadico (C) es cercano a 25 h y se refiere a la influencia del
reloj interno cerebral que interactia con el ciclo suefo-vigilia a través de la
promocién de ambos. El proceso C aumenta la presion de suefio a travées del
dia y alcanza su pico maximo poco antes del inicio habitual del dormir
disminuyendo a través de la noche y alcanza su minimo antes de despertar. El
proceso C es sincronizado por la informacion del medio (luz-oscuridad) en un
rango de 24 h, pero no impide su aparicion. Asi, el proceso C sirve para
consolidar la vigilia al final del dia cuando el proceso S es alto y también para
consolidar el suefio al final de la noche cuando el proceso S es bajo. Estos
procesos son independientes en condiciones normales y como resultado de su
interaccion se sucede diariamente una cuota nocturna determinada de 7-9 h de
suefio y una de 15-17 h de vigilia. Por ultimo, el proceso ultradiano ocurre
durante el suefio y regula la forma en que se alternan el SOL y el suefio MOR
durante las 24 h. La aparicion del SOL o del suefio MOR ocurre cuando la
presion de suefio de los procesos homeostatico, circadiano y ultradiano llegan

al maximo (Borbély y Achermann, 1992; Ver revisién: Achermann, 2004).

3.4.2. INTEGRACION DE LOS SISTEMAS NEUROQUIMICOS EN MODELOS
“FLIP-FLOP” PARA LA REGULACION DEL SOL Y EL MOR

Los sistemas neuroquimicos y neuromoduladores del tronco del encéfalo
se encuentran activos de manera diferencial entre la vigilia y el sueio. Para
poder entender cdmo se regula el suefio es necesario tener en consideracion
las interacciones reciprocas entre los distintos sistemas de vigilia y los nacleos
promotores del suefio. Una serie de grupos neuronales monoaminérgicos los
cuales podemos denominar sistemas de vigilia estan localizados en el LC (NA),
los nucleos del rafe (5-HT) y el nacleo tuberomamilar (histamina). Las neuronas
de dichos nucleos comparten la caracteristica que su tasa de disparo es mayor
durante la vigilia, va disminuyendo durante el SOL y practicamente dejan de

descargar durante el MOR. La alta actividad de los nacleos monoaminérgicos
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durante la vigilia modula la actividad del nucleo predptico medio y el APO
ventrolateral, los cuales son regiones GABAérgicas que promueven
principalmente el SOL. Por el contrario, durante el SOL estos nucleos
descargan rapidamente y dado que su naturaleza es GABAérgica, inhiben a los
grupos monoaminérgicos. Saper (2010) denominé a esta interaccion reciproca
como “interruptor flip-flop”, ya que es un circuito de retroalimentacién que
genera dos posibles patrones de descarga. Este interruptor puede ayudar a
producir transiciones entre la vigilia y el SOL e incluso se ha propuesto que es
estabilizado por las neuronas orexinérgicas del hipotalamo lateral, que pueden
excitar a los sistemas promotores de la vigilia y asi asegurar su prevalencia
(Franco-Pérez, 2011).

3.4.3. MODELO DE LA INTERACCION RECIPROCA

Hobson y McCarley propusieron en 1975 el “modelo de la interaccion
reciproca” para explicar la generacion del MOR. Este modelo se basaba en el
hecho de que durante el MOR, las neuronas colinérgicas, denominadas REM-
on incrementan su tasa de disparo, mientras que las neuronas
monoaminérgicas REM-off (por inhibir la aparicion del MOR), practicamente
cesan su actividad. Se propuso que durante la vigilia el sistema
monoaminérgico estaba tonicamente activo, de esta forma tenia la capacidad
de inhibir la actividad del sistema colinérgico y finalmente impedir la aparicion
de MOR.

Por el contrario, durante el SOL la inhibicibn monoaminérgica disminuia
permitiendo cierta excitacion colinérgica la cual alcanzaba sus picos maximos
al comienzo del MOR, promoviendo de esta manera la generacion del MOR,
por medio de la inactivacion del LC y el NDR y la activacion de los ndcleos
colinérgicos del tronco del encéfalo (figura 3.2.A).

En contraste a este primer modelo en el que enfatiza principalmente
interacciones de neuronas monoaminérgicas y colinérgicas, en el 2006 se
propuso un nuevo modelo en donde el principal mecanismo para la generacion
de MOR afiadia interacciones reciprocas entre poblaciones de neuronas
GABAérgicas REM-on y REM-off localizadas en el tegmento mesopontino.
Gracias al uso de trazadores anterogrados se identificaron regiones REM-off
(inhibidoras de MOR) localizadas en la parte ventrolateral de la sustancia gris

periacueductal y en el TLD, asi como regiones REM-on (promotoras de MOR)
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situadas en el nucleo sublaterodorsal y en la region precoeruleus. Aunque en
este modelo las neuronas colinérgicas del TPP y TLD y las monoaminérgicas
del LC y los nucleos del rafe no son los elementos centrales, aun conservan un
importante papel modulador tanto en la generacion como inhibicion del MOR
respectivamente (Lu et al., 2006). En general, este modelo plantea que durante
la vigilia las neuronas orexinérgicas del HL estdn activas y pueden excitar
regiones REM-off (GABA, NA, 5-HT) impidiendo asi la aparicion de MOR.
Durante el SOL, al estar activas regiones GABAérgicas como el APVL se
permite la inhibicion de las regiones REM-off, al estar inactivas se libera la
inhibicion de las regiones REM-on (GABA, ACh) y de esta forma se permitiria la

generacion de un episodio de MOR (figura 3.2.B).

A) REM-off o 1
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5.HT, NA ACh
NR, LC FR
>
(-)
) REM-on
B)
{#)  B5HT.NA () < ACh
NR, LC PPT, LDT
GABA GABA
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GABA L‘ TPL ’L PC
APVL
REM-off REM-on

Figura 3.2. Principales modelos para la regulacion del MOR. A) Modelo propuesto por
Hobson y cols. (1975), donde la generacion del MOR se basa Unicamente en la
interaccion reciproca autorregulatoria entre grupos neuronales colinérgicos (REM-on) y
monoaminérgicos (REM-off). B) Modelo propuesto por Lu y cols. (2006), las regiones
REM-off fueron identificadas por la convergencia de entradas desde las neuronas
orexinérgicas del HL y GABAérgicas del APVL. Las neuronas REM-off tienen una
interaccion inhibitoria mutua con neuronas REM-on, es decir que cuando se inactivan
las regiones REM-off se libera la inhibicion de los grupos REM-on y de esta forma se
genera un episodio de MOR. NR: nucleos del rafe, LC: locus coeruleus, FR: formacién
reticular, HL: hipotalamo lateral, APVL: area preoptica ventrolateral, SGPvl: porcion
ventrolateral de la sustancia gris periacueductal, TPL: tegmento pontino lateral, PPT:
nacleo tegmental pedunculopontino, LDT: nulcleo tegmental laterodorsal, SLD: nlcleo
sublaterodorsal, PC: nlcleo precoeruleus (tomada de Franco-Pérez et al., 2012).
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Estudios de seccidn realizados por Jouvet y colaboradores demostraron
que el tronco del encéfalo contiene la maquinaria neuronal principal del suefio
MOR.

Se debe mencionar que también el glutamato, la glicina y el GABA
participan en la generacién y regulacién del ciclo suefio-vigilia.

En conclusién, basicamente, en el hipotalamo y tronco del encéfalo
existen multiples sistemas neuronales (NA, 5-HT, histamina y orexinas) que se
activan para promover y mantener la vigilia. La actividad de estos sistemas
promotores de vigilia es regulada por poblaciones de neuronas promotoras de
suefio (GABA) localizadas en el hipotalamo y que activamente participan en la
iniciacion del SOL. A su vez, existe evidencia que indica que ciertos nucleos
pontinos (GABA, ACh) interactian reciprocamente promoviendo el MOR. Asi,
podemos decir que las inhibiciones mutuas entre los diferentes sistemas
promotores de vigilia y de suefio SOL y MOR son necesarias para regular el
ciclo suefio-vigilia. Finalmente, el suefio parece ser un fendmeno controlado

principalmente por redes neuronales centrales.
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4. EL NERVIO VAGO

En los ultimos afios se ha dedicado un gran esfuerzo para determinar los
detalles fisiol6gicos del control autbnomo de la funcidon visceral. Con la
introduccion de nuevas técnicas y sofisticados estudios morfolégicos e
inmunohistoquimicos ha sido posible determinar con exactitud muchas de las
vias anatOmicas, eventos fisiolégicos y neuroquimicos que tienen lugar en el
sistema nervioso parasimpatico y en particular en el llamado “complejo dorsal
del vago” (CDV), constituido por el NTS, el nucleo ambiguo (NAMB), el nucleo
motor dorsal del vago (NMDV) y el area postrema; que desempefian un
importante papel en la integracibn de numerosas funciones auténomas y
viscerales.

4.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA

El NV, décimo par craneal o neumogastrico es el mas largo de los
nervios craneales. Su nombre se deriva de la raiz latina "errante", haciendo
referencia a su largo recorrido desde el tronco cerebral, a través de la regién
cervical, térax y abdomen. Es un nervio mixto, es decir, de tipo motor y
sensorial; constituido por fibras aferentes y eferentes viscerales generales y
especiales. La mayoria de sus fibras son desmielenizadas del tipo C con
velocidades de conduccion de al menos 1 m/s, ademas de fibras B cortas y
fibras A largas, estas ultimas mielenizadas (Woodbury y Woodbury, 1990).
Cuenta con tres nucleos: 1), el NAMB localizado en la profundidad de la
formacion reticular del bulbo raquideo y constituido por una columna fusiforme
de neuronas multipolares medianas; 2) el NMDV, ubicado en su porcién
superior (rostral) cerca del piso del IV ventriculo, mientras que la inferior
(caudal), lateral al conducto ependimario y dorsal al nucleo del hipogloso; y 3)
la parte inferior del tracto solitario.

4.1.1. FIBRAS EFERENTES

Las fibras eferentes inervan el musculo estriado de la laringe y el férnix,
y proporciona inervaciones parasimpaticas al corazén, los pulmones, el tracto
intestinal y otros érganos viscerales del abdomen (Brodal, 1981). Las neuronas
eferentes especiales inervan los musculos de la laringe y la faringe, que tienen
localizado su soma en el NAMB. En el lado derecho, el nervio se enlaza a la

arteria subclavia y en el lado izquierdo alrededor del arco adrtico. Las
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eferencias vagales se originan en las neuronas localizadas en el NMDV vy
NAMB. Estas eferencias hacen sinapsis en neuronas localizadas en los
ganglios parasimpaticos, que se hallan cerca de los 6rganos diana. De esta
forma, inerva los musculos estriados de la faringe y laringe, asi como la
mayoria de las visceras toraco-abdominales (Henry, 2002).

4.1.2. FIBRAS AFERENTES

El NV vago se considera un nervio parasimpatico, y se compone de
aproximadamente un 80% de fibras sensoriales aferentes (Foley y Dubois,
1937). Las aferentes del NV son principalmente de tipo visceral y se originan de
receptores en los pulmones, la aorta, el corazdon, el eséfago, el tracto
gastrointestinal y los quimiorreceptores de la aorta (Paintal, 1973). Ademas
existe un pequefio componente aferente somatico sensorial mielenizado que
envia informacion sensorial de la concha del oido (Brodal, 1981).

Por lo tanto, las aferencias vagales llevan la sensacién visceral de la
faringe, laringe, traquea y 6rganos téraco-abdominales, sensacion somatica de
un pequefia parte de la piel del oido externo, y del gusto (receptores en la
periepiglotis de la faringe) (Henry, 2003). La activacion de estas fibras produce
constriccién bronquial, incremento en las secreciones pulmonares, lentificacion
de la tasa cardiaca, incremento en la secrecion gastrointestinal y pancreatica,
incremento en la peristalsis y diversos efectos sobre el esfinter gastrointestinal
proximal a la flexura esplénica.

La mayoria de las aferentes que median reflejos son neuronas
mielenizadas con velocidades de conduccién mayores a 15 m/s (Paintal, 1973).
Estas fibras aferentes se originan primariamente de neuronas del ganglio
nodoso y envian sus proyecciones comunmente al NTS, pero también a la
formacion reticular medial de la médula espinal, al NMDV, el area postremayy el
nucleo cunneatus (Rhoton etal., 1966; Crill y Reis, 1968; Miura y Reis, 1972;
Car et al., 1975; Beckstead y Norgren 1979; Kalia y Mesulam 1980; Cechetto,
1987). En cuanto a las aferentes desmielinizadas constituyen del 65 al 80% de
las fibras del nervio en el gato (Foley y DuBois, 1937).

La informacién visceral de las aferentes del NV ingresa al SNC a través
del NTS, de ahi se distribuye ampliamente a muchas regiones cerebrales,
incluyendo el hipotalamo, la amigdala del I6bulo temporal (AMG), el NDR, el

NAMB, el NMDV, el nPBL y el tAlamo que proyecta a su vez hacia la corteza
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insular (Rhoton et al., 1966; Morest, 1967; Aghajanian y Wang, 1977; Ricardo y
Ko, 1978, Saper y Loewy, 1980; Saper, 1982; Cechetto, 1987). Estas vias son
consideradas como mediadoras de reflejos importantes para la funcion visceral
como lo son toser, vomitar, deglutir y los reflejos barorreceptivos. Las
proyecciones al hipotalamo son importantes en las conductas de alimentacién y
saciedad, asi como en la presidbn sanguinea y la conservacion de la
homeostasis. Las proyecciones al talamo continlan hacia la corteza insular y
aparentemente son el sustrato de la conciencia de la funcién visceral.

El NMDV, el NTS y el NAMB del complejo vagal dorsal contienen
péptidos opiodes enddgenos (met y leu encefalinas), los cuales se ha descrito
juegan un papel importante en las funciones selectivas motoras y viscerales

(gastrointestinales, cardiovasculares y respiratorios) (Milner et al., 1995).

4.2. EFECTOS DE LA ESTIMULACION ELECTRICA DE AFEREN TES
VAGALES

Debido a la amplia distribucion anatomica del NV, se ha propuesto que
la estimulacién eléctrica del nervio vago es capaz de modificar la actividad
neuronal de amplias regiones del cerebro.

El uso de la ENV ha permitido grandes avances, uno de ellos fue en
1936, cuando el farmacologo austriaco Otto Loewi y el fisidlogo inglés Henry
Dale compartian el premio novel de fisiologia y medicina por sus
investigaciones y descubrimientos acerca de la transmisién quimica de los
impulsos nerviosos. Loewi fue acreedor de tal reconocimiento gracias a sus
experimentos de perfusion cruzada de corazon, que consistia en estimular el
NV de una rana y después transferir la sangre de ésta a un segundo animal. Si
descendia -como se demostré afirmativamente- el ritmo cardiaco de la rana
receptora entonces el efecto debia de estar mediado por una sustancia quimica
que liberaba el NV estimulado (Loewi, 1921). Loewi llamo6 vagustoff a la
sustancia quimica que aminora el ritmo del corazén; mas tarde se demostré
gue se trataba de la Ach (que Dale ya habia aislado en 1914).

Por otra parte, el neurélogo estadounidense James L. Corning, a partir
de 1880, desarrolld6 un método de estimulacion mecanica del NV para el
tratamiento de crisis en humanos (Corning, 1882a), que consistia en una

horquilla carotidea que producia una compresion temporal de la carétida que
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era capaz de abolir las crisis. Los efectos secundarios soportados incluian
palidez facial, midriasis, ptosis, somnolencia, mareos, confusion y sincope
(Corning, 1888).

Posteriormente se disefid una correa ajustable para producir una
compresion mas prolongada, durante horas o incluso dias, como tratamiento
profilactico de la epilepsia (Corning, 1882b). A pesar de que las observaciones
de Corning sugerian un descenso en la frecuencia de crisis, no llegé a publicar
el nimero de pacientes tratados, ni el grado de respuesta alcanzado. Unos
afos después (1883), combind los instrumentos de compresion carotidea con
otros dispositivos para disminuir la frecuencia cardiaca y por tanto el flujo
cerebral; y en 1884 utiliz6 la compresion carotidea conjuntamente con la
estimulacién eléctrica transcutanea del NV y simpatico cervical (Corning, 1887).
Las fibras vagales enlentecian el ritmo cardiaco y el sistema simpatico ejercia
vasoconstriccion periférica, limitando de esta forma el flujo sanguineo al
cerebro.

A principios del siglo XX se desarrollaron nuevos experimentos en
animales para valorar la posible utilidad de la estimulacién vagal en la
epilepsia. En 1938, Bailey y Bremen reportaron que la ENV provoca cambios
en el EEG. En 1951, Dell y Olson estudiaron la ruta tomada por la influencia
ascendente desde el NTS. Ellos observaron que la ENV a nivel cervical
produce potenciales evocados en la corteza cerebral (Dell y Olson, 1951a;
O'Brien et al., 1971; Car et al., 1975), el hipocampo (Serkov y Bratus, 1970), el
talamo (Dell y Olson, 1951a, b; Car et al., 1975), y el cerebelo (Dell y Olson,
1951a; Hennemann y Rubia, 1978).

No fue hasta la década de 1950, cuando se demostro por primera vez el
efecto anticonvulsivo del NV, lo cual fue logrado por Zanchetti, Wang y Moruzzi,
quienes reportaron que la ENV produce un robusto efecto antiepiléptico sobre
las crisis convulsivas parciales producidas por la aplicacion de estricnina en la
corteza (Zanchetti, et. al., 1952). Esto fue confirmado una década mas tarde en
condiciones experimentales analogas por Stoica y Tudor (1967).

En la década de 1960, Chase y cols. (1966, 1967) reportaron que la
ENV puede provocar tanto activacion como desactivacion del EEG,
dependiendo de los parametros de estimulacion (frecuencia, intensidad y

duracion).
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Otras investigaciones dieron inicio en la década de 1990 y también
reportaron efectos positivos de la ENV sobre las crisis inducidas
experimentalmente en animales (Woodbury y Woodbury, 1990; Zabara, 1992;
McLachlan, 1993; Takayaet al, 1996; Krahl et al, 1998; Groves y Brown, 2005;
Groveset al, 2005; Dedeurwaerdere et al, 2006; Rijkers et al, 2010; Treiman,
2010). Para una revision reciente ver Krahl y Clark, 2012.

La utilidad de la estimulacion vagal en la epilepsia vivio un nuevo
impulso en la década de los ochenta, gracias a Zabara (1985), que, retomando
los datos de los estudios experimentales realizados en animales, postul6 que la
desincronizacion cortical inducida por la estimulacion vagal podria tener un
efecto antiepiléptico tras estudiar los efectos de la estimulacién vagal en crisis
epilépticas inducidas quimicamente en perros. Esto condujo a la realizacion del
primer implante en seres humanos en 1988 por Penry y Dean (1990), con
resultados favorables. Posteriormente, estudios clinicos realizados en Estados
Unidos y en Europa confirmaron la eficacia de la estimulacion vagal en
pacientes con epilepsia refractaria.

Desde entonces, la ENV ha sido empleada en mas de 65,000 pacientes
epilépticos farmacorresistentes. Posteriormente, estudios de seguimiento en
pacientes tratados con la ENV demostraron, ademas del efecto antiepiléptico,
que éstos presentaban importantes mejorias en su estado de animo. Esto dio
inicio a nuevas investigaciones, encaminadas a determinar el efecto de la ENV
sobre la depresion, tanto en humanos como en animales; los cuales han
aportado datos muy satisfactorios y alentadores.

Por sus efectos benéficos, desde hace algunos afios, la ENV ha sido
aprobada como un tratamiento adjunto para el tratamiento de la epilepsia y la
depresion en humanos (Manta, et al 2009; Manta, et al 2012); pero también se
ha estudiado su efecto sobre otros padecimientos como la migrafa, ansiedad,
desordenes alimenticios y el Alzheimer.

Desde el primer implante del NV en humanos (1988), se han logrado
varios avances asi como importantes resultados experimentales que ponen en
evidencia que el efecto de este tipo de estimulacién se debe a la accion que
ejerce la ENV sobre la funcion cerebral, pero aun quedan muchas preguntas

por responder.
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Estudios clinicos y basicos realizados con técnicas de neuroimagen
funcional como la tomografia por emision de positrones (PET), tomografia por
emision de foton simple computarizada (SPECT), resonancia magnética
funcional (fRMF) y resonancia magnética espectroscopica (RMS)® han
permitido identificar, localizar y delimitar la naturaleza de algunas de regiones
del cerebro responsables de la eficiencia clinica de la ENV en varios
padecimientos neuropsiquiatricos. Muchos de estos estudios concuerdan que
la ENV influye sobre areas limbicas y corticales que pueden dar lugar a los
efectos benéficos del tratamiento de la ENV en pacientes epilépticos y
deprimidos (Bertram et al., 2001; Chae et al., 2003; Henry et al., 1999; Vonck et
al., 2008; Zhang y Bertram, 2002).

En 1996 Ko y cols., a través de imagenes obtenidas por medio de PET,
reportaron que al estimular el NV izquierdo se produce una importante
activacion neuronal del cerebelo, giro temporal medio, talamo y putamen,.
Henry y cols. (1998), utilizando la misma técnica, obtuvieron resultados mas
precisos; mostraron que tanto frecuencias rapidas y lentas de estimulacion,
activan la parte inferior de los hemisferios, el giro post-central derecho, la parte
rostral y dorso-central de la medula, ademas de la activacion bilateral del
hipotalamo, el talamo y las cortezas insulares; por otra parte, disminuyen en su
actividad de modo bilateral el hipocampo, la AMG y el giro del cingulo posterior.
Por su parte, un afio después, Henry y cols. (1999), reportaron el efecto agudo
de la ENV; ellos describieron un aumento bilateral de flujo sanguineo cerebral
(FSC) del talamo correlacionado con una disminucion en la frecuencia de crisis
en pacientes con tres meses de tratamiento con ENV. Por su parte Vonck y
cols. (2008), reportaron cambios significativos del FSC en el talamo, el
hipocampo y el giro para hipocampal en sujetos tratados crénica y agudamente
con la ENV.

Muchos sistemas de neurotransmision han sido implicados en el
mecanismo de accion anticonvulsivo de la ENV.

El sistema de sefializacion de NA es afectado desde la expresion de c-
fos en el LC (Naritoku et al., 1995), asi como el aumento del patron de disparo

de las neuronas noradrenérgicas de este nucleo (Dorr y Debonel, 2006; Groves

3 Las abreviaturas que definen las técnicas de neuroimagen corresponden a sus siglas en
inglés.
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et al., 2005; Krahl et al., 1994; 1998). Ademas, se ha demostrado que La ENV
induce un aumento en los niveles de NA en el hipocampo (Meurs et al., 2008;
Roosevelt et al., 2006; la AMG (Hassert et al., 2004) y la corteza (Roosevelt et
al., 2006).

La transmisién serotoninérgica también puede jugar un papel importante,
ya que el patrén de disparo de neuronas del NRD aumenta significativamente
después de la estimulacién cronica del NV (Dorr y Debonel, 2006; Manta et al.,
2007; 2009a; 2009b). Este efecto es dependiente de NA ya que la lesion
selectiva del LC impide dicho efecto (Manta et al., 2009a; 2009b).

En cuanto al glutamato y el GABA, un estudio en ratas mostré que el
aumento de la neurotransmision GABAérgica o la reduccion de la de tipo
glutamatérgica dentro del NTS provoca animales menos susceptibles a
presentar crisis (Walter, 1999). Sin embargo, los niveles de GABA en
hipocampo no se modificaron después de la ENV (Meurs et al., 2008).

Se ha demostrado que el NV cuenta con multiples sistemas de
transmision (Leslie, 1985). La ENV influye sobre la liberacion de ciertos
neuropéptidos, entre ellos: la Sustancia P, la CCK, la neurotensina (NT), el
CGRP (del ingles calcitonin gene-related peptide) y la SOM que modulan la
informacion visceral mediada por glutamato que va del nPBL al tadlamo
ventrobasal. Se encontré que la ENV da lugar a un aumento significativo de
sustancia P y CGRP, asi como una disminucion de SOM, CCK y NT en el
nPBL.

Lesionando el ganglio nodoso se observé una disminucion en el
"binding” (unién de un ligando a su receptor) de glutamato (Lewis et al., 1988),
CCK (Ladenheim et al., 1988) y NT (Kessler y Beaudet, 1989). Aunado a esto,
se ha demostrado el contenido de receptores neuropeptidicos, incluida la
angiotensina Il (Diz et al., 1987).

Existe un creciente interés en la neuromodulacion para la depresion y la
epilepsia. Ademas de la ENV han surgido otros tratamientos como la
estimulacibn magnética transcraneal repetitiva conocida como EMTr, y la
estimulacion cerebral profunda o DBS por sus siglas en inglés. En los dltimos
afos se ha empezado a promover el uso de la estimulacion del nervio trigémino

(quinto nervio craneal) como una terapia de neuromodulacion emergente para
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el tratamiento de la epilepsia y la depresién, que ha sido aprobada en Europa,
ver De Giorgio, 2011.

Clinicamente, pacientes tratados con ENV pueden presentar algunos
efectos adversos, sin embargo, estos son poco severos o0 moderados y casi
siempre desaparecen cuando la intensidad de la estimulacion es reajustada.
No se han detectado efectos severos de tipo cardiovascular, cardiacos,
pulmonares o gastrointestinales (Murphy, 1998; Schachter y Saper, 1998; Setty
et al., 1998; Upton 1991) como se pensaria; en algunos casos, los pacientes
reportan sensaciones de relajacion durante la estimulacion (Upton et al., 1991).
4.3. ESTIMULACION VAGAL, EEG Y SUENO

Numerosos estudios han demostrado que los impulsos de nervios
periféricos y de la médula espinal pueden modificar la actividad eléctrica
cerebral, incrementando la sincronizacibn EEG y produciendo SOL, como
ocurre después de la estimulacién de los nervios cutdneos (Pompeiano y
Swett, 1962), después de la estimulacion visual repetitiva y difusa o la
iluminacion constante de la retina (Mancia et al., 1959), asi como las descargas
aferentes del NV (Puizillout et al, 1973; Valdés-Cruz et al, 2002, 2008).

Uno de los efectos detectados en los primeros modelos experimentales
de ENV es la induccion de suefio (Koch, 1932; Dell y Olson 1951a). Grastyan
(1952), fue el primero en describir la aparicion ocasional de husos de suefio
durante la ENV. Padel y Dell (1965), usando la técnica de encéfalo aislado,
obtuvieron lo que llamaron suefio vago-adrtico, caracterizado por una miosis
inmediata, seguida por la actividad lenta cortical que se mantiene después de
finalizada la ENV.

Los efectos de la ENV dependen de los parametros de estimulacion
utilizados (frecuencia, intensidad y duracién), debido a las caracteristicas de las
fibras estimuladas. Con altas frecuencias de estimulacién (24-50 Hz) se
produce actividad EEG rapida en la corteza Orbito frontal, la cual fue
inicialmente atribuida a la hipotension producida por la estimulacion (Bailey y
Bremer, 1938). Experimentos subsecuentes bajo la preparacion encéphale
isolé en gatos, con la cual no se produce hipotension, se describié que la ENV
(50 Hz, 0.1-2 voltios) producia desincronizaciéon EEG, ademas de bloquear la

aparicion de husos de suefio durante el SOL (Zanchetti et al., 1952).
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Posteriormente, Chase y colaboradores (Chase et al.,, 1966; Chase y
Nakamura, 1968; Chase et al., 1967) llevaron a cabo experimentos definitivos
gue demostraron que los cambios observados en el EEG estan asociados con
la activacion de los distintos tipos de fibras especificas del vago. En gatos,
frecuencias de 70 Hz con intensidades mayores de 3 voltios producen
desincronizacion del EEG al igual que frecuencias 20 a 50 Hz y 10 voltios; por
otra parte, utilizando los mismos 70 Hz pero con intensidades menores de 3
voltios, donde los parametros de estimulacion solamente son efectivos para
activar las fibras mielinizadas, la estimulaciéon produce sincronizacion EEG. Las
intensidades y frecuencias de estimulaciéon que producen desincronizacion son
s6lo aquellas que pueden activar las fibras que conducen de 1 a 15 m/s (Chase
y Nakamura, 1968). Cabe sefalar que, la mayoria de estos trabajos, han sido
llevados a cabo en preparaciones agudas, es decir con animales anestesiados
0 en preparaciones encéphale isolé.

La ENV a nivel cervical produce potenciales evocados en la corteza
cerebral (Dell y Olson, 1951a; O'Brien et al., 1971; Car et al., 1975), el
hipocampo (Serkov y Bratus, 1970), el tdlamo (Dell y Olson, 1951 a,b; Car et
al., 1975) y el cerebelo (Dell y Olson, 1951 a; Hennemann y Rubia, 1978).

Analizando la expresion de la proteina nuclear c-fos, en ratas con ENV
se encontré una alta actividad neuronal en el cingulo, el nacleo hipotalamico
ventromedial, el ndcleo arcuato, el NMDV, el LC, el nucleo A5 (también llamado
nacleo subcoeruleus) y en el nucleo coclear (Naritoku et al., 1995). También se
ha descrito un incremento del fluido sanguineo del cingulo y el talamo, ademas
de la disminucién de la 5-HT durante la ocurrencia espontanea de suefio
durante ENV (Garnett et al., 1992). Asimismo, en el gato la ENV aumenta el
disparo celular en el nucleo ventro-posteromedial del tdlamo contralateral
(Saleh y Cechetto, 1993) y puede afectar el sistema de transmisién
monoaminérgico.

Dado el efecto que produce la ENV sobre la actividad cerebral, también
ha sido asociada con la induccién de suefio en el gato (Chase et al., 1967; Dell
y Olson, 1951 b; Stoica y Tudor, 1967) por lo que la ciclicidad del suefio
también puede verse afectada. La ENV puede producir tanto SOL como MOR
(Puizillout, 1986). La estimulacion eléctrica a nivel del bulbo raquideo (30-50
Hz, 1-2 voltios) en la region de el NTS produce SOL (Puizillout y Foutz, 1976; ),
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al igual que la aplicacion de corriente directa al NV (15-40 seg.), posterior a una
desincronizacion EEG (Penaloza-Rojas, 1964). La destrucciéon bilateral o
eliminacién funcional de la regién del NTS es seguida de un estado de
insomnio (Bremer, 1997; de Andrés, 1998).

Puizzillout y Foutz (1977), observaron que la ENV produce ciclos
completos de las fases de suefio, y aumenta el SOL precedido de MOR, tanto
en gatos con y sin privacion de MOR, ademéas de promover un reflejo
narcoléptico (entrada subita de vigilia a MOR) en gatos privados de MOR. Los
mismos autores (1976), encontraron un aumento en la frecuencia de los
episodios de MOR, sugiriendo que la ENV puede ser un factor de disparo de
MOR, pues se incrementa la duracion de los episodios de MOR mas alla del
factor de mantenimiento.

En nuestro laboratorio (Fernandez-Guardiola et al.,, 1998, 1999),
reportamos que la ENV induce cambios en el ciclo suefio-vigilia en gatos
sometidos al kindling eléctrico amigdalino. Posteriormente describimos que la
ENV produce un aumento en el tiempo total y el numero de fases del suefio
MOR. Ademas la ENV aumenté la densidad de los potenciales PGO del mismo
estadio de suefio y se presentd ocasionalmente el reflejo narcoléptico
(Valdés-Cruz et al., 2002). Por ultimo, usando métodos de analisis espectral y
de representacion tridimensional desarrollados en nuestro laboratorio
(Fernandez-Mas et al., 1998), reportamos un aumento en la potencia durante el
SOL en las bandas de las ondas delta (1-4 Hz) y los husos del suefio (8-14 Hz)
(Valdés-Cruz et al, 2008). En estos trabajos se destacO la importancia de
realizar registros de 23 horas, ya que se observaron cambios de larga duracion
sobre el suefio.

Estos estudios proveen evidencias de que la ENV tiene profundos
efectos sobre el funcionamiento del SNC, de ahi los cambios en el EEG y los
estados del suefio en animales experimentales. Dichos efectos podrian ser
mediados por la activacion aferente del NTS y diversos centros de la formacion

reticular del tronco del encéfalo (Rutecki, 1990).
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5. EL NUCLEO DEL TRACTO SOLITARIO

Durante mucho tiempo, el NTS fue considerado solamente como un
nucleo de relevo, con un minimo de procesamiento sinaptico; pero en los
altimos afios se ha demostrado que este nudcleo contiene elementos que
forman parte de los circuitos neuronales responsables del control de funciones
autbnomas y viscerales como la deglucién, la respiracién, el control
cardiovascular; asi como en otras funciones fisiolégicas mas integrales como
los mecanismos de sincronizacion y desincronizacion EEG cortical o el suefio
(Lawrence y Jarrot, 1996; Loewy, 1990; Magnes et al., 1961; Millfin y Felder,
1990, Valdés-Cruz et al., 2002, 2008).

5.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA

Desde los trabajos de Ramén y Cajal (1911), se sabe que el NTS esta
constituido por una columna celular organizada longitudinalmente dentro el
bulbo raquideo, donde recibe la mayor cantidad de informacion aferente
visceral y gustativa a través de los nervios vago, glosofaringeo, facial y
trigémino (Allen, 1923; Torvik, 1956).

En cuanto a sus proyecciones eferentes proyectan a los nicleos motores
de los nervios craneales que inervan la cara y la lengua, ademas de una serie
de nucleos de del tronco del encéfalo y a un nimero considerable de grupos
celulares del hipotalamo y la region limbica del telencéfalo donde se integran
respuestas autbnomas, neuroendocrinas y comportamentales que permiten la
homeostasis del organismo (Sawchenko, 1983).

Por otra parte, en la literatura existe una gran variabilidad para describir
la distribucion de las estructuras subnucleares que constituyen al NTS. Con
base a datos citoarquitectdnicos, Taber (1961) describié cinco subnucleos del
NTS en el gato. Posteriormente, Loewy y Burton (1978) hicieron una nueva
subdivisién, basados en la distribucion de los somas de neuronas de
proyeccién eferente dentro del nucleo. Mientras que en 1980, Kalia y Mesulam
describieron ocho subnucleos, en los que incluyeron al NMDV y el éarea

postrema, que en su conjunto constituyen el CDV (figura 5.1.).
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Figura 5.1. Vista esquematica de la porcién dorsal de dos secciones transversales del
bulbo raquideo de gato. La parte inferior del dibujo es de un nivel caudal al 6bex,
mientras que la parte superior es de un nivel mas rostral. La seccion ampliada indica la
posicién aproximada de los principales subnucleos del NTS. (ap) area postrema; (cc)
canal central; (corn) nucleo comisural; (cun) ndcleo cuneiforme accesorio; (d)
subnucleo dorsal del NTS; (dl) subnucleo dorsolateral; (DMV) nucleo motor dorsal del
vago; (in) nucleo intercalatus; (reed) subnucleo medial; nts = ndcleo del tracto
solitario, (shg) subndcleo gelatinoso; (ts) fasciculo solitario; (v) subnucleo ventral,
(vest) complejo vestibular; (vl) subnucleo ventrolateral; (xii) ndcleo hipogloso. Barra de
escala = 2 mm (Figura tomada de Leslie, 1985).

Con el uso de la técnica de “transporte anterdgrado de peroxidasa de
rabano” se ha demostrado que la distribucién topogréafica de las aferentes
vagales es mucho mas extensa (Leslie, 1985). Por ejemplo, las aferentes
gastricas terminan en el subnucleo gelatinoso (Gwyn y cols., 1979; Kalia y
Mesulam, 1980), mientras que las aferentes originadas en estructuras
respiratorias terminan en las region dorsolateral y ventrolateral, y las fibras
cardiacas forman un campo terminal en la region dorsolateral (Kalia y Mesulam,
1980). La informacion de baroreceptores, derivada del seno carotideo y los
nervios depresores adrticos terminan principalmente en la subdivision dorsal y

medial del nucleo (Davies y Kalia, 1981; Wallach y Loewy, 1980).



51

El NTS es también el sitio de terminacion de la mayoria de fibras
sensoriales de los nervios facial, glosofaringeo y recibe algunas fibras
sensoriales del nervio trigémino (Beckstead y Norgren, 1979). La parte rostral
del NTS se encarga en gran medida de la informacion gustativa (Halpern y
Nelson, 1985) que se trasmite principalmente por los nervios facial y
glosofaringeo. También se ha demostrado una importante entrada de
informacion desde la corteza (Van der Kooy y cols., 1982).

El NTS es capaz de influir a diferentes niveles del control autbnomo y
neuroendocrino, ya que envia proyecciones eferentes a muchas estructuras del
sistema nervioso central que participan en estos procesos (Sawchenko, 1983).
Las principales proyecciones eferentes del NTS son: el ndcleo del lecho de la
estria terminalis (Ricardo y Koh, 1978), el AMGc (Ricardo y Koh, 1978), el
NMDV (Morest 1967; Norgren, 1978; Ricardo y Koh, 1978), el nucleo facial
(Norgren, 1978), el nucleo hipogloso (Norgren, 1978), los nucleos arcuato,
dorsomedial y paraventricular del hipotalamo (Ricardo y Koh, 1978), la columna
intermediolateral de la médula espinal (Loewy y Burton, 1978), el nucleo
cuneatus lateral (Loewy y Burton, 1978), el nucleo olivar accesorio medial
(Loewy y Burton1978), el nacleo predptico mediano (que se encarga del beber
y no confundir con el nucleo preéptico medial) (Saper et al., 1983), el NAMB
(Loewy y Burton, 1978, Ricardo y Koh, 1978), la sustancia gris ventral de la
médula espinal cervical y toracica; (Loewy yBurton, 1978), el nucleo
periventricular del tadlamo (Beckstead et al., 1980; Ricardo y Koh, 1978), el
nacleo motor del trigémino (Norgren, 1978) y el ndcleo reticular ventrolateral
(Loewy y Burton, 1978).

Esta lista de estructuras no es exhaustiva, ya que también se ha
reportado que el NTS proyecta a algunos grupos celulares del tronco del
encéfalo. El mas conocido de ellos es el nPBL que recibe una entrada masiva
de informacion del NTS, que se organiza topograficamente: la parte medial del
nacleo recibe informacion principalmente de la parte rostral (gustativo) del NTS
y la parte lateral de la regidon caudal (visceroceptiva) del nucleo (Loewy y
Burtonm, 1978; Norgren, 1978; Norgren y Leonard, 1973; Ricardo y Koh, 1978).

A su vez, el nPBL envia proyecciones ascendentes hacia el hipotalamo
(el area lateral, nucleos paraventricular, predptico mediano, dorsomedial y

ventromedial), el talamo (ndcleos paraventricular, ventromedial basal e
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intralaminares) y hasta el AMGc, el nucleo del lecho de la estria terminalis, la
sustancia innominada, la zona incerta y la corteza cerebral. También posee
eferencias descendentes hacia la porcion rostral y lateral del bulbo raquideo, el
NTS y la médula espinal (Fulwiler y Saper, 1984; Bystrzycka y Nail, 1985).

Otros de los destinatarios directos de las proyecciones eferentes del
NTS son los grupos catecolaminérgicos Al (LC y CDV) y A5 (nucleos motores
del vago) de Dahlstrém y Fuxe (Dahlstrom y Fuxe, 1964), que han sido
implicados en el control cardiovascular central (Loewy y McKellar, 1950).

Otra categoria de estructuras que reciben proyecciones directas desde
el NTS, consiste de diversos nucleos del hipotdlamo y zonas adyacentes de la
region limbica que pueden ser consideradas generalmente como centros de
integracion de respuestas conductuales, autbnomas, neuroendocrinas
encargadas de mantener la homeostasis. En el hipotdlamo, estas incluyen: el
nucleo paraventricular, el HL, el nucleo arcuato y el APO medial. En cuanto a
las proyecciones hacia el sistema limbico, como el nucleo del lecho de la cama
y el AMGc (Ricardo y Koh, 1978) se interconectan con muchas otras areas,
como el hipotalamo, grupos celulares relacionados con funciones auténomas
del tronco y otras partes de la region limbica del telencéfalo (Krettek y Price,
1978; Swanson y Hartman, 1975).

5.2. NEUROQUIMICA DEL NTS

La investigacion en neuroquimica de los ultimos afios ha proporcionado
mucha informacion sobre los neurotransmisores y neuropéptidos neuroactivos
que se sintetizan dentro del NTS y en general dentro del CDV.

Las principales catecolaminas (CA) usadas por el sistema nervioso
(dopamina, NA y adrenalina), han sido intimamente asociadas con el NTS
desde los trabajos de Dahlstréom y Fuxe (1964), quienes describieron un grupo
de neuronas CA en la parte dorsal del bulbo raquideo al cual denominaron
grupo celular “A2”, que corresponde con la posicion del NTS. Posteriormente,
Hokfelt y cols. (1974), describieron otro grupo de células localizado ligeramente
dorsal al grupo A2, al cual llamaron grupo “C2”. Sin embargo, debido a las
limitaciones metodoldgicas de su época, fue imposible distinguir que tipos de
CA se encuentran presentes en dichos grupos. Afortunadamente, con el
avance de nuevas técnicas, se han logrado establecer nuevos hallazgos en

cuanto a lo ultimo.
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Armstrong y cols. (1981; 1982c) indican que el CDV contiene muchos
cuerpos celulares que contienen dopamina, mientras que en el grupo C2 se
localizan principalmente células adrenérgicas; ademas de que en regiones
subyacentes al NTS, se localizan multiples somas reactivos para tirosina
hidroxilasa y dopamina-beta-hidroxilasa, lo cual sugiere que contienen NA.

Se ha documentado que la amina biogénica 5-HT esta presente en el
CDV. En particular, Maley y Elde (1982, 1982b), describieron la existencia de
neuronas inmunoreactivas para 5-HT dentro el NTS del gato; asi como la
distribucion de una alta densidad de axones mielinizados, varicosidades
axonales y terminales sinapticas dentro de la subdivision parvocelular
(subnucleo gelatinoso) del nucleo.

La 5-HT ha sido implicada en muchos mecanismos fisiolégicos, por
ejemplo, la inyeccién de 5-HT o alguno de sus analogos dentro el NTS inducen
0 aumentan la actividad EEG y afectan la sincronizacion EEG (Key y Metha,
1977), pero su papel en el CDV sigue siendo oscuro (Osborne, 1982).

La Ach se asocia con el sistema nervioso parasimpatico ya que es el
principal neurotransmisor de las neuronas pre y postganglionares de ese
sistema. Por lo tanto no es de sorprender que los mecanismos colinérgicos se
encuentren asociados a los elementos motores y sensoriales del NV y por ende
con los del CDV. Gwyn y Wolstencroft (1968) y Palkovits y Jacobovits (1974)
demostraron la presencia de esta enzima dentro del NTS, especialmente en la
region gelatinosa y comisural.

En cuanto a aminoacidos se refiere, se han reportado niveles
moderadamente altos de GABA dentro el NTS y el NMDV de la rata (Siemers y
cols., 1982). La distribucién de esta sustancia es particularmente alta en la
subdivision dorsal y medial del NTS del gato y que la seccién de los nervios
craneales IX y X causan una disminucién en los niveles de GABA en el NTS y
el NMDV (Dietrich y cols. 1982). También se ha demostrado que existen
mecanismos de captura de alta afinidad dentro del NTS y el NMDV.

El glutamato, también ha sido reconocido en altas cantidades en el NTS
y el NMDV de la rata (Siemers y cols., 1982). Asi como el GABA, los niveles de
glutamato son altos en la region dorsal y medial del NTS del gato, pero también

en la region comisural (Dietrich y cols., 1982). La seccion de los nervios IX y X
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produce una disminucion bilateral en los niveles de glutamato en el NTS y
NMDV.

Siemers y cols. (1982), también demostraron la existencia de otros
aminoacidos como la glicina y el aspartato dentro el CDV.

Diversos neuropéptidos se han identificado, distribuidos ampliamente, en
ganglios autondmos, sistema entérico y fibras periféricas. Entre los mas
conocidos cabe citar: encefalina/endorfina, VIP, sustancia P, CGRP,
neuropéptido Y (NPY), SOM, bombesina, galanina, NT, angiotensina y
colecistocinina/gastrina (CCK/G) (Burnstock y Hoyle, 1992). Se ha demostrado
la coexistencia de neuropéptidos con transmisores clasicos en distintas
neuronas autonomas; por ejemplo, las neuronas postganglionares simpaticas y
parasimpaticas que contienen Ach y VIP, o neuronas adrenérgicas que
contienen NA y NPY. El neurotransmisor clasico y el neuropéptido pueden
coliberarse o0 liberarse separadamente bajo condiciones de excitacion
diferentes. Se postula que los neuropéptidos pueden actuar como transmisores
por si mismos o bien como neuromoduladores, alterando la accion de
transmisores clasicos.

5.3. EFECTO DE LA ENTS SOBRE EL EEG Y EL SUENO

Ademas de regular funciones viscerales, el NTS también es capaz de
modificar la actividad eléctrica cerebral y los diferentes estados del ciclo suefio-
vigilia. A partir de algunos estudios experimentales con lesion y estimulacién se
considera que la sincronizacion EEG vy la influencia hipnogénica del tronco del
encéfalo y del prosencéfalo rostral, se originan en la parte caudal del puente y
el bulbo raquideo, a nivel del NTS (Magnes et al, 1961; Berlucchi et al, 1964;
Reinoso-Barbero y De Andrés, 1995).

Como se ha mencionado anteriormente, experimentos realizados con
transacciones o0 lesiones por debajo del RPO indican que las estructuras
generadoras del suefio se localizan en la parte mas baja del tronco del
encéfalo. EI SOL con sincronizacion puede ser obtenido en gatos bajo
condiciones cronicas por estimulacion eléctrica de baja frecuencia de la
formacion reticular bulbar a nivel del NTS (Magnes, et al., 1961). También se
ha demostrado que es posible producir efectos hipnogénicos e impulsos
sincronizadores por medio de la estimulacion de nervios periféricos, la médula

espinal, el RCP y los nudcleos profundos del cerebelo.
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Se considera que el NTS en la region dorsal del bulbo raquideo
proporciona un vinculo entre la actividad visceral y los estados del suefio y la
vigilia. Bioquimicamente, el NTS es una region bastante heterogénea, ya que
recibe la mayoria de las fibras eferentes de los nervios craneanos VII, IXy X.

No solamente, la estimulacién eléctrica de este nucleo produce suefio y
sincronizacion, ya que estas respuestas también pueden ser obtenidas
después de la administracion local de varias sustancias, por ejemplo: 5-HT
(Laguzzi et al., 1984), morfina, agonistas y opiaceos de receptores tipo mu o
delta (Reinoso-Barbero y De Andrés, 1995) y glutamato (Golanov y Reis,
2001).

Estos ultimos hallazgos indican que los efectos sobre el suefio y el EEG
tienen lugar, a partir de la activacion de las neuronas intrinsecas del NTS y no
por las fibras de paso. Por otra parte, el registro de la actividad neuronal del
NTS durante los diferentes estados del suefio, demostr6 que existe una
poblacion de neuronas dentro del nucleo que presentan una mayor frecuencia
de disparos durante los periodos de SOL (Eguchi y Satoh, 1980). A pesar de
gue el NTS no proyecta directamente a la corteza cerebral (Saper, 1995),
puede influir sobre ella por medio de sus proyecciones eferentes, ya que se ha
demostrado que el NTS presenta una amplia distribucion dentro de todo el
sistema nervioso central, muchas de ellas intimamente relacionadas el suefio y
la sincronizacion cortical, como el LC, el NDR, el hipotadlamo lateral, la AMG y
los ndcleos talamicos de la linea media.

El trabajo pionero de Magnes y cols. (1961), fue el primero en demostrar
que la ENTS a baja frecuencia (1-16 Hz) produce sincronizacion cortical;
mientras que frecuencias mayores de 30 Hz producen el efecto contrario, es
decir desincronizacion.

Posteriormente, estudios con lesion (Bonvallet y cols, 1963), inactivacion
local (Berlucchi y cols, 1964; 1965) y registros de actividad neuronal, (Eguchi y
Satoh 1980) confirman que el NTS provoca un efecto facilitador de la
sicronizacion EEG. La destruccion bilateral o eliminacién funcional de la regién
del NTS es seguida de un estado de insomnio (Bremer, 1997; de Andrés,
1998).

Por otra parte, existen algunas evidencias experimentales que sugieren

qgue el NTS también es capaz de regular el suefio MOR. La microinfusion de
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carbacol a nivel del NTS provoca un aumento MOR (Shiromani y Fishbein,
1986), que es bloqueado al aplicar antisuero de SOM en el mismo sitio
(Danguir y Saint-Hilaire-Kafi, 1988). Por otra parte, el NTS puede ser el
responsable de los efectos producidos por la ENV sobre el suefio, como es la
induccién de suefio (SOL y MOR), entradas subitas de vigilia a MOR (reflejo
narcoleptico) y el aumento de la densidad de potenciales PGO (Puizillout, 1976;
Puizillout y Foutz, 1976, 1977; Puizillout y cols., 1973, 1984; Fernandez-
Guardiola y cols, 1998; 1999; Valdés-Cruz et al., 2002, 2008). Sin embargo y a
pesar de los profundos efectos de la ENTS sobre el SOL y MOR, se
desconocen sus efectos sobre el ciclo suefio-vigilia y los mecanismos
fisiol6gicos que la subyacen.

Por lo anterior, el propésito de este trabajo fue estudiar el efecto de la
ENTS sobre la distribucién temporal de las fases del ciclo suefio-vigilia en
gatos no anestesiados con libertad de movimiento; y por otra parte, analizar los
efectos de la ENV y ENTS sobre la actividad multiunitaria del circuito Vago-
NTS-Parabraquial-Amigdala en gatos bajo condiciones agudas de

experimentacion.
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6. OBJETIVOS

6.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fibras aferentes del NV envian proyecciones a areas bulbares,
pontinas, del sistema limbico y del cerebro anterior encargadas de regular el
ciclo suefo-vigilia en mamiferos; ademas son capaces de modificar la actividad
EEG cortical. Sin embargo se desconocen los mecanismos fisiolégicos y los
efectos de la ENV y ENTS sobre los componentes EEG de regiones bulbo-
pontinas y limbicas a corto y largo plazo en animales anestesiados, asi como
los cambios sobre la distribucion temporal del ciclo suefio-vigilia en 23 horas de

registro en gatos con libertad de movimiento.

6.2. HIPOTESIS

1. La estimulacion eléctrica del NV y del NTS modifican la actividad cerebral de
estructuras bulbo-pontinas y del sistema limbico en gatos bajo condiciones
agudas de experimentacion.

2. La estimulacion eléctrica del NTS provoca efectos conductuales de tipo
vegetativo en gatos con libertad de movimiento.

3. La estimulacion eléctrica del NTS favorecen la sincronizacién EEG en gatos
con libertad de movimiento, lo cual favorece la instalacion de las diferentes

fases de suefio en registros de 23 horas.

6.3. OBJETIVOS

1. Describir los efectos que provoca la ENV y la ENTS sobre la actividad
multiunitaria de estructuras bulbo-pontinas y del sistema limbico en gatos en
condiciones agudas de experimentacion.

1.1. Analizar los efectos que provoca la ENV sobre la actividad multiunitaria del
NTS, nPBL y el AMGc en gatos anestesiados.

1.2. Analizar los efectos que provoca la ENTS sobre la actividad multiunitaria
del nPBL y la AMGc en gatos bajo preparacion aguda.

2. Describir los cambios conductuales de tipo vegetativo producidos por la
ENTS en gatos con libertad de movimiento

2.1. Describir los cambios conductuales de tipo vegetativo provocados por la

ENTS en gatos con libertad de movimiento.
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3. Establecer los efectos que provoca la ENTS sobre la actividad EEG cortical y
subcortical en gatos con libertad de movimiento.

3.1. Analizar los cambios que provoca la ENTS sobre la actividad EEG cortical
y de la AMGc en gatos con libertad de movimiento, a través de un analisis
espectral.

4. Determinar los efectos que provoca la ENTS sobre la distribucion temporal
del ciclo suefo-vigilia en gatos con libertad de movimiento en registros de 23
horas.

4.1. Describir los efectos a corto y largo plazo que provoca la ENTS sobre el
namero, duraciéon promedio, porcentaje y tiempo total de las fases del ciclo

suefo-vigilia del gato con libertad de movimiento en registros de 23 horas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. ANIMALES EXPERIMENTALES

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Neurofisiologia del
Control y la Regulacion del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la
Fuente Muiiiz”, Mexico, D.F. Se utilizaron 12 gatos adultos machos con un
peso entre 3800 y 5200 grs. que fueron divididos en dos experimentos: agudos
(n=6) y croénicos (n = 6). Todos los experimentos se realizaron siguiendo las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio (NORM-062-Z0O0-1999) y fueron aprobados por el comité de ética
del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Mufiiz”, Mexico, D.F.

7.2. EXPERIMENTOS AGUDOS

Se utilizaron seis gatos, que fueron mantenidos bajo anestesia con una
mezcla de clorhidrato de Ketamina (0.4 mg/kg) (PISA Farmaceutica, D.F.
México) e hidrocloruro de Xilacina (0.5 mg/kg) (SIGMA CHEMICAL, St Louis,
USA) por via intramuscular, con dosis de mantenimiento aproximadamente
cada 30 min (clorhidrato de Ketamina (0.2 mg/Kg) y xilacina (0.1 mg/Kg) i.m. La
temperatura de los animales se mantuvo a 37° C durante todo el experimento.
Se implantaron electrodos concéntricos de acero inoxidable fabricados en
nuestro laboratorio que fueron dirigidas orientados estereotaxicamente hacia el
NTS (P 13.5; L 2.5; H4.0 mm), el nPBL (P 4.0; L 4.5; H 7.5 mm) y el AMGc (A
11.5; L 10; H 5.5 mm) (Snider y Niemer, 1961) del hemisferio izquierdo,
ademdés de un electrodo bipolar de acero inoxidable en NV izquierdo, caudal a
la laringe (5 mm de separacion, disefiado y fabricado en nuestro laboratorio).
7.2.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A) ESTIMULACION ELECTRICA DEL NERVIO VAGO . Se registro la
actividad multiunitaria del NTS, nPBL y AMGc con amplificadores p511k
(GRASS, Massachussets) y se obtuvo la actividad control durante cinco min y
después se aplicaron series de 32 pulsos eléctricos simples (PS) al NV (1 ms,
cada 3 s), con intervalos de 3 min. En cada serie de PS la intensidad aumenté
progresivamente 0.2 mA, hasta obtener la respuesta evocada maxima, que fue

considera como umbral. Todas las estimulaciones fueron realizadas con un
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estimulador S88 (GRASS, Massachussets), cuya salida fue conectada a unidad
de aislamiento PSIU6 (GRASS, Massachussets).

Posteriormente se registré la actividad multiunitaria del NTS, nPBL y
AMGc se obtuvo la actividad control durante cinco min y después se aplicaron
trenes de estimulacién a 30 Hz, pulsos de 0.5 ms, durante 1, 3, 5y 60 seg., con
intervalos de 10 min.

B) ESTIMULACION ELECTRICA DEL NTS. Después de la dltima
estimulacion vagal, se dejaron pasar 30 min. y se procedi6 a estimular el NTS,
para esto se registrd la actividad control del NV, nPBL y AMGc, durante cinco
min., posteriormente se determind el umbral de estimulacion (como con el NV)
y por ultimo se aplicaron trenes de estimulacion de 60 Hz, pulsos de 0.5 ms,
durante 1, 3, 5y 60 seg.

Todos los experimentos fueron adquiridos en cintas de video por medio
de un convertidor analégico/digital (Nicolet) y las sefales fueron grabadas en el
disco duro de un ordenador, a través de una tarjeta de adquisicion desarrollada
en nuestro laboratorio, con resolucion de 8 bits a una frecuencia de muestreo
de 1000 Hz.

7.2.2. ANALISIS

Se analizaron los cambios en el patron de disparo neuronal producidos
por la ENV y ENTS, sobre las estructuras registradas utilizando histogramas de
frecuencia contra tiempo. Ademas se llevo a cabo un analisis espectral en los
dominios de la frecuencia y la amplitud utilizando un programa computacional

desarrollado en nuestro laboratorio (FFT3D) (Fernandez-Mas, et al., 1998).

7.3. EXPERIMENTOS CRONICOS

Se utilizaron seis gatos, que fueron sometidos a una cirugia, para la cual
fueron preanestesiados con una mezcla de ketamina hidroclorida (0.5 mg/kg)
(PISA Farmaceutica, D.F. México) e hidrocloruro de xilaxina (0.1 mg/kg)
(SIGMA CHEMICAL, St Louis, USA) y anestesiados posteriormente con una
mezcla de halotano (PISA Farmaceutica, D.F. México) por via respiratoria, con
una concentracion del 5% en el flujo de oxigeno (O,) para la induccién y al 2%
para el mantenimiento. Se implantaron electrodos de acero inoxidable
fabricados en nuestro laboratorio. Se insertaron electrodos epidurales en la

corteza pre-frontal izquierda (Cx Pf-l) y derecha (Cx Pf-D) para el registro del
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electrocorticograma (ECoG) y en el arco supraorbital del ojo izquierdo para el
electrooculograma (EOG). El electromiograma (EMG) se registré por medio de
dos alambres de acero inoxidable insertados en los musculos de la nuca.
Ademas de implantaron electrodos bipolares de acero inoxidable orientados
estereotaxicamente hacia ambos cuerpos geniculados laterales del talamo
(CGL) (A 6.5; L 9.5; H 13.5 mm), AMGc de ambos hemisferios (A 11.5; L 10; H
5.5 mm) y en el NTS izquierdo (P 13.5; L 2.0; H 4.0 mm) (Snider y Niemer,
1961). Los electrodos fueron soldados a un conector DB25 (Amphenol) y
fijados al craneo con acrilico dental (NicTone, mdc dental, México) Posterior a
la cirugia, los animales fueron colocados en cajas sonoamortiguadas (80 x 80 x
120 cm) y tuvieron un periodo de recuperacion y habituacion de 15 dias. El
agua y alimento se administr6 ad libitum y tuvieron un ciclo de luz-oscuridad de
12:12 hrs. (8:00 a.m. - 8:00 p.m. luz; 8:00 p.m.- 8:00 a.m. oscuridad).

En las dos series experimentales se verificaron los estados de
oxigenacion, respiracion, frecuencia y ritmo cardiaco utilizando un oximetro
(Healthdyne Tec) con el sensor colocado en la lengua del animal. La
temperatura de los animales se mantuvo alrededor de 37°C con un colchon
térmico.

7.3.1. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Después del periodo de recuperacién y habituacién, cada uno de los
animales fue sometido a ocho registros polisomnograficos con duracion de 23
h, bajo un ciclo de 12 h luz/12 h oscuridad (luz de 08:00 a 20:00 h), por medio
de amplificadores 7P511K (GRASS, Massachussets). En primer lugar, se
realizaron dos registros de linea base (LB) y posteriormente, otros seis
registros aplicando la ENTS. Los experimentos dieron inicio a las 9:00 a.m. y
finalizaban a las 8:00 a.m. del dia siguiente.

Durante los registros de LB los gatos fueron sometidos a una simulacion
de los periodos de estimulacion (a partir de las 10:00 a.m.) que consistié en
mantenerlos en estado de vigilia durante 1 min a intervalos de 5 min. (1 min On
/5 min Off) durante una hora.

Tras la conclusion de los registros de LB se procedia a establecer el
umbral de estimulacion del NTS, de acuerdo a los signos poligraficos y
conductuales descritos previamente por nuestro grupo (Fernandez-Guardiola y
cols., 1998; Fernandez-Guardiola y cols., 1999; Valdés-Cruz et al., 2002, 2008).
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Brevemente, se aplicaron series de estimulacion de 20 seg a intervalos de
cinco min, donde se incrementaba sucesivamente la intensidad del estimulo
hasta la aparicion de respuestas vegetativas como lenguleteo, deglucion, reflejo
de vémito y/o contracciones abdominales. Todas las estimulaciones fueron
realizadas con un estimulador S88 (GRASS, Massachussets), cuya salida fue
conectada a unidad de aislamiento PSIU6 (GRASS, Massachussets).

Una vez determinado el umbral, al dia siguiente iniciaron los registros
con ENTS, durante los cuales se aplicaron diez trenes de estimulacion (1 min
on/5 min off; pulsos catédicos monofasicos de 0.5 ms, 30 Hz; 200 - 400 pA) - a
partir de las 10:00 a.m.-; siempre en estado de vigilia. La conducta de los
animales fue grabada con una camara de video durante dos horas, a partir del
primer estimulo del NTS (ver figura 7.1).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
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Figura 7.1. Paradigma experimental. La linea horizontal representa los dias 35 dias
requeridos para la realizacion de los experimentos. Las lineas verticales representan el
dia y el procedimiento realizado. Se realizaron dos registros de linea base y seis con
estimulacion al NTS representados como ENTS1 a ENTS 6.

Los polisomnogramas fueron registrados en papel y digitalizados on-line,
por medio un sistema de adquisicion analdgico/digital (ASTRO-DAQ), con
resolucién de 16 bits y una frecuencia de muestreo de 200 Hz.
7.3.2. ANALISIS
7.3.2.1. ANALISIS ESPECTRAL. Se realiz6 un analisis espectral de las
sefales registradas en cada una de las estructuras en las condiciones LB y
ENTS, que fueron comparadas en cada condicion experimental y entre ellas.

A) CAMBIOS A CORTO PLAZO. Para este andlisis se utilizé el software

comercial Spike 2 (Cambridge Electronic Design). A partir de las sefales
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registradas, se realizaron 140 espectros de potencia a cada animal. a) De cada
registro de LB se obtuvieron 10 espectros de potencia de los periodos de
simulaciéon (n=20); b) mientras que de cada registro con ENTS se obtuvieron 10
espectros de cada momento de estimulaciéon (n=60) y ¢) 10 mas de cada
minuto posterior al estimulo (n=60), que seran considerados como condicién
POST. Cada espectro de potencia fue de un minuto, con un ancho de banda de
0.3 a 50 Hz y ventanas de 2.6 seg (Hanning) de la potencia absoluta, a partir
de la tradicional transformada rapida de Fourier (FFT).

Posterioremente, se obtuvieron los valores numericos de la densidad
espectral (V?), que fueron agrupados de acuerdo a su condicién experimental
(LB, ENTS, POST) y fueron divididos en las siguientes bandas de frecuencia:
DELTA (0.5 — 3.5 Hz); TETA (3.6- 8.0 Hz); ALFA (8.1-12.0 HZ), BETA (12.1 -
26.5 Hz) y 12-14 Hz, que corresponde a los husos de suefio y sera abreviada
como HS. Los valores fueron comparados estadisticantre entre si y se
determinaron las diferencias estadisticamente significativas con un analisis de
varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba post hoc Bonferroni para
determinar las diferencias entre los grupos.

B) CAMBIOS A MEDIO Y LARGO PLAZO. Para esto, nuestro
laboratorio desarrollo un programa (software) de propoésito especifico, capaz de
realizar espectros de potencia y representar su grafica como un objeto sdlido.
La imagen obtenida, es comparada con la potencia absoluta de una frecuencia
en particular y es llamado “FFT3D” (Fernandez-Mas y cols., 1998), al utilizar el
tradicional algoritmo de la FFT para épocas estacionarias grandes del EEG y la
transformada continua de ondeletas “Wavelets” (CWT) para fenbmenos no-
estacionarios y transitorios, que tiene la ventaja sobre la FFT, de analizar
ventanas de tiempo variable mas pequefias y adaptables a cada rango de
frecuencia.

Con el uso del programa fue posible obtener los valores numéricos de la
potencia absoluta de cada banda de frecuencia en intervalos de 23, 12, 6 h 'y
hora por hora de cada registro (los valores obtenidos fueron considerados
como densidad espectral). Posteriormente, dichos valores se normalizaron en
contra de la potencia maxima de cada banda de frecuencia (delta, teta, alfa, hs

y beta). Una vez normalizados los valores de la potencia, se realizé un analisis
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estadistico para determinar las diferencias estadisticamente significativas entre
la condicion LB y ENTS

Los valores fueron agrupados de acuerdo a su condicion experimental e
intervalo de tiempo (1 h, 6 h, 12 h, o 23 h), se determinaron las diferencias
entre los grupos y se andlizaron estaditicamente con las pruebas t de student y
la prueba ANOVA de medidas repetidas de un factor. El analsis se realiz6 en
los registros de la Cx Pf izquierda, derecha y AMGc izquierda.
7.3.2.2. EFECTOS SOBRE EL CICLO SUENO-VIGILIA. A partir de los
registros poligraficos, se calificaron visualmente las fases de Vigilia, SOL I, SOL
II'y MOR de acuerdo a los criterios de Ursin y Sterman (1981) y se realizé un
hipnograma (distribucion en el tiempo de las fases del suefio) de cada registro
con el programa winsleep (Calvo y Fernandez-Mas, 1991).

Con esto, fue posible obtener los valores numéricos de la frecuencia,
duracién promedio, porcentaje y tiempo total de cada una de las fases de
suefo. Posteriormente se determinaron los valores promedio de cada fase
durante 23 hrs.; a intervalos de seis hrs. (1-6; 6-12; 12-18 y 18-23 hrs.) y hora
por hora.

Se analiz6 estadisticamente el porcentaje, frecuencia, duracién
promedio y tiempo total de cada una de las fases en ambas condiciones por
medio de la prueba t de student para grupos dependientes (p<0.05) con el

programa IBM SPSS Statistics version 21.

7.3.3. VERIFICACION HISTOLOGICA

Al final de todos los experimentos, los gatos fueron eutanizados con una
sobredosis de pentobarbital sddico (PISA Farmaceutica, D.F. México) y fueron
perfundidos por via cardiaca con solucion fisiolégica y formaldehido al 10 %
(J.T. Baker, Xalostoc, México). El cerebro fue removido y colocado en
formaldehido durante una semana. Posteriormente se llevaron a cabo cortes
histoldgicos coronales seriados, de 40 a 60 uym., para la verificacion del sitio de
registro de los electrodos utilizando la técnica del procedimiento rapido
(Guzméan-Flores, et al., 1958) (figura 7.2.).
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Figura 7.2. Ejemplos del procedimiento rapido de verificacion de electrodos. La
fotografia de lado izquierdo corresponde a la de un electrodo dirigido hacia el NTS y la

de la derecha corresponde a la trayectoria de un electrodo dirigido hacia el nPBL.
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8. RESULTADOS

8.1. EXPERIMENTOS AGUDOS
8.1.1. EFECTOS DE LA ENV SOBRE LA ACTIVIDAD MULTIUN ITARIA.

El primer resultado de estos experimentos consistio en delimitar el
umbral de estimulaciébn de la ENV para evocar la respuesta de maxima
amplitud en el NTS y nPBL. De esta manera el voltaje 6ptimo para la ENV vari6
de 2.8 y 3.5V (2.8-3.5 mA con unidad de aislamiento en escala de 1-15 mA)
1.5-3.0 mA) (figura 8.1.).

NTS nPBL
CONrol Wittty rsaosniggbshouim MWMWWMWW

LA saopetwid o mtsmsosemssvangrorsmapmiost NIRRT S ot

1.6 A st Pt sesmnrimutin) AN M A

24mA WWWWVW WMWW\»MMWMM

2.8 mA WWWMWM W .
| |
PS

100 ms
PS

Figura 8.1. Busqueda de la respuesta evocada maxima para la estimulaciéon aguda del
nervio vago. Actividad promedio de 32 pulsos simples (PS) en el NV a diferentes
intensidades de estimulacion. Las flechas indican el momento de la aplicacion del PS.
Nétese el aumento en la respuesta evocada conforme se aumenta la intensidad.

La respuesta en la actividad multiunitaria del NTS, nPBL y AMGec,
aumentd progresivamente a partir de los PS. Por el contrario, después de
iniciar la serie de trenes de estimulacion (1, 3, 5y 60 seg.), la actividad del NTS
y nPBL comenz6 a disminuir en voltaje y frecuencia de disparo tras la
aplicacion de trenes de 3 seg., mientras que la actividad de la AMG comenzoé a
incrementar su frecuencia de disparo (figura 8.2.).



67

Hz
120 - NTS

100 -

CONTROLI PULSOS SIMPLES ﬂ‘ TRENES
nPBL

CONTROLI PULSOS SIMPLES ﬂ TRENES
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CONTROLI PULSOS SIMPLES ﬂ TRENES
Figura 8.2. Histograma de frecuenta del disparo neuronal del NTS, nPBL y AMGc, con
la aplicacion de pulsos simples y trenes de estimulacion al NV. Las flechas muestran el
inicio de la estimulacion con PS y de los trenes de estimulacion. Nétese el aumento de
la actividad neuronal a partir del inicio de los PS y su disminucién a partir de los trenes
de estimulacion.

Un efecto a destacar es el hecho de que después de la aplicacion de los
trenes de estimulacion de 60 seg., la ENV produce una respuesta de larga
duracion con potenciales de campo ritmicos con frecuencia de 1 Hz que llegan
a perdurar mas de 9 minutos (figura 8.3.).



68

CONTROL
NTS Ao oo A |
L A M O N

AMGc :

ESTIMULACION (1 minuto)
NTS  armmmbssmisdommmramboiriii L st iy o fintirbmres brongpaoiompincien |
NPEL PRI oot ism s prmrapifons Ao |

AMGc » e . . v - |

Estimula 1 49seg "

POST-ESTIMULO (3 minutos)
NTS ; » e : |

nPBL WWWMWMMM#WWMMW |

AMGc ¥ v . x v 1

POST-ESTIMULO (9 minutos)

\TS — - . |

L WA A A A A |

AMGE  setpbssirensbtpmmgrocbioptsptiprimbsmmcimsye E S - Apibormetont Atttz |

50l volts
5 segundos

Figura 8.3. Efecto de la ENV sobre la actividad del nacleo del NTS, nPBL y AMGc
en situacion control y en 1, 3 y 9 minutos posteriores a la estimulacién. Notese la
persistencia de los potenciales ritmicos a 1 Hz principalmente en el nPBL.

8.1.2. EFECTOS DE LA ENTS SOBRE LA ACTIVIDAD MULTIU NITARIA

La intensidad de la ENTS para evocar una respuesta maxima fue de 300
a 500 pA (con unidad de aislamiento en escala de .1-1.5 mA) (figura 8.4.).

En cuanto a la actividad multiunitaria, la ENTS, produjo un efecto similar
que la ENV, tras aplicar pulsos y trenes de estimulacion, donde también se
presenta la actividad ritmicas de 1 Hz en los registros de nPBL y AMGc, que
también fue permanente por varios minutos después de la conclusion del dltimo

tren de estimulacién (figura 8.5. y 8.6.).
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Figura 8.4. Busqueda de la respuesta evocada méxima para la estimulacion aguda del
NTS. Actividad promedio de 32 PS en el NTS a diferentes intensidades de
estimulacion. Las flechas indican el momento de la aplicacion del PS. Notese el
aumento en la respuesta evocada conforme se aumenta la intensidad.
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Figura 8.5. Registro del NV y la actividad multiunitaria del nPBL y AMGc en condicién
control (panel superior) y 30 s después de la aplicacion de un tren de estimulacion de
60 s en el NTS (panel inferior).
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Figura 8.6. Evolucién en el dominio de la frecuencia analizada con wavelets como
estimador espectral. A) Espectrograma de 0-62.5 Hz de la actividad de la AMGc
aplicando trenes de estimulacion de 1, 3, 5y 60 seg al NTS. La potencia se representa
mediante una escala de colores de rojo a azul, siendo los colores calidos los de mayor
potencia y los colores frios los de menor poder espectral (barra a la izquierda en el
panel superior). B) Representacion tridimensional de los mismos datos que en A,
donde los componentes espectrales se representan como mantafias y su amplitud
representa la potencia. Las flechas blancas indican el momento de la aplicacion de la
estimulacion y su duracion. Tiempo de analisis 35 min.

8.2. EXPERIMENTOS CRONICOS

8.2.1. EFECTOS DE LA ENTS SOBRE CONDUCTAS DE TIPO V EGETATIVO
Durante los periodos de estimulacién, los animales presentaron

respuestas conductuales de tipo vegetativo como: lengileteo, deglucion,

contracciones abdominales y polipnea. También se presentaban parpadeos,

mirada fija hacia arriba, movimientos oculares e inmovilizaciones breves y

subitas.
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8.2.2. RESULTADOS DEL ANALISIS ESPECTRAL

Para el andlisis se incluyeron 12 registros de LB y 31 con ENTS. Como
se describié previamente, se analizaron los efectos a corto, medio y largo plazo
que produce la ENTS izquierdo con lo cual fue posible observar los siguientes
resultados. EI umbral de estimulacidn en los seis gatos vario entre 250-400 pA
(con unidad de aislamiento en escala de .1-1.5 mA).

8.2.2.1. CAMBIOS EN LA DENSIDAD ESPECTRAL DE LA CX PF
IZQUIERDA

A) CAMBIOS A CORTO PLAZO. Al comparar los valores de la densidad
espectral en LB, ENTS y POST de cada uno de los gatos, se observd un
aumento estadisticamente significativo en la potencia de las bandas teta, HS y
beta en las condiciones ENTS y POST en comparacién con los valores de LB
(figura 8.7.).

El aumento de la potencia durante la ENTS y POST también fue
evidente al comparar gréaficamente los espectros de potencia en cada situacion
experimental (figura 8.8.) y a través de espectrogramas realizados con el

programa FFT3D (figura 8.9.).
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Figura 8.7. Comparacion de los valores promedio de la densidad espectral de la Cx Pf
Izquierda en un gato en las bandas de frecuencia delta (), teta (8), alfa (a), husos de
suefio (HS) y beta (), durante los periodos de simulacién en LB (n=20), periodos con
ENTS (n=60) y post-estimulacién (n=60). * LB vs ENTS; £ LB vs POST. ANOVA post
hoc Bonferroni (p < 0.05). Notese el aumento en la banda HS en los registros ENTS y
POST.
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Figura 8.8.
Comparacion de los
espectros de potencia
de la actividad
eléctrica de la Cx Pf
izquierda de un gato
en las condiciones de
LB, ENTS y POST en
el rango de frecuencia
de 0-50 Hz.
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Por otra parte, los espectrogramas mostraron que la ENTS provoca un

efecto sincronizador sobre la actividad EEG, pues conforme se acumulan los

periodos de estimulacion se presenta un aumento en la actividad de las

bandas teta y de los husos de suefio (figura 8.9.). Un hecho a destacar es que

los husos de suefio presentan una mayor potencia en comparaciéon a los

obtenidos en los registros de LB (figura 8.10.).

TIEMPO ——

0 5 N 0 %
Figura 8.9. Espectrograma de la Cx Pf Izquierda en un gato durante los diez periodos

de estimulacion (1 min on/5 min off) a un gato. Notese el aumento de la densidad
espectral en la banda teta y de los husos de suefio (12-14 Hz). Las flechas blancas
indican la ENTS. Los valores de la potencia son igual que en la figura 8.6.
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B) CAMBIOS A MEDIO Y LARGO PLAZO. El analisis demostré que la
ENTS provoca cambios discretos durante las 23 horas de registro, siendo
destacable el aumento estadisticamente significativo de la densidad espectral
de las bandas teta y beta durante las primeras 12 horas correspondientes al
periodo de luz (figura 8.11.), mientras que las bandas alfa y HS, presentaron
diferencias estadisticamente significativas solo en algunas horas (figura 8.13.).
En cuanto a la banda delta presentd una disminucion en la potencia durante las
23 horas (figura 8.12.),

En lo concerniente a la hora en que se aplicé la estimulacion, los valores
de la potencia aumentaron en comparacion a la LB, sin embargo no fueron

estadisticamente significativos (figura 8.14).

MIN. LB 1 LB 2 ENTS 2
180 =

120 =

60 =

SIMULACION
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=
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O
¢
—
)
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—
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TIEMPO
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0 12.5 25Hz 0 12.5 25Hz 0 12,5 25 Hz 12.5 25Hz
Figura 8.10. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral de la Cx Pf izquierda de un

gato, durante dos registros de LB (izquierda) y dos con ENTS (derecha), en la banda
de frecuencia de 0 - 25 Hz. Nétese el aumento en la potencia en la frecuencia de los
husos de suefio (12-14 Hz) en los registros con ENTS. Los valores de la potencia son
igual que en la figura 8.6.
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Figura 8.11. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la banda
teta y beta de la actividad EEG de la Cx Pf izquierda a intervalos de una hora de
registros continuos de 23 horas de todos los gatos (valores promedio + error estandar).
* LB vs ENTS ANOVA con medidas repetidas de un factor (p < 0.05). Las flechas
indican la hora de la manipulacion experimental (simulacién y ENTS).
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Figura 8.13. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la Cx Pf
izquierda en la banda alfa y husos de suefio (HS) en intervalos de una hora de
registros continuos de 23 horas (valores promedio * error estandar). * LB vs ENTS
ANOVA con medidas repetidas de un factor (p < 0.05). Las flechas indican la hora de
la manipulacion experimental (simulacion y ENTS).
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Figura 8.14. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la Cx Pf
izquierda durante la hora de estimulacion en las bandas de frecuencia delta, teta, alfa,
HS y beta

POTENCIA

Los analisis agrupados de seis horas muestran que en la condicion
ENTS se presenta una disminucién estadisticamente significativa en las
bandas delta y HS durante el intervalo de 13-18 horas (figura 8.15.).
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Figura 8.15. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la Cx Pf

izquierda en intervalos de seis horas (valores promedio + error estandar). * LB vs
ENTS t de student (p < 0.05).

Los analisis de 12 horas no presentaron cambios estadisticamente

significativos (figura 8.16.).
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Figura 8.16. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la
actividad EEG de la corteza Cx Pf izquierda en las bandas delta, teta, alfa, HS y beta
durante 23 horas de registro (valores promedio * error estandar). * LB vs ENTS t de
student (p < 0.05).

8.2.2.2. CAMBIOS EN LA DENSIDAD ESPECTRAL DE LACX PF DERECHA

A) CAMBIOS A CORTO PLAZO. El analisis realizado muestra que la
ENTS produce solamente un aumento estadististicamente significativo en la
densidad espectral de la banda beta durante los periodos de ENTS; mientras
que en la condicion POST, la ENTS provoca un aumento estadisticamente
significativo en las bandas teta, alfa, HS y beta en comparacion de los valores

de LB (figura 8.17).
2
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Figura 8.17. Comparacion de los valores promedio de la densidad espectral de la Cx
Pf Derechada en un gato en las bandas de frecuencia delta (), teta (8), alfa (a), husos
de suefio (HS) y beta (B), durante los periodos de simulaciéon en LB (n=20), periodos
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con ENTS (n=60) y post-estimulacion (n=60). * LB vs ENTS; + LB vs POST. ANOVA
post hoc Bonferroni (p < 0.05).

B) CAMBIOS A MEDIO Y LARGO PLAZO. Al igual que en la Cx Pf
izquierda, la Cx Pf derecha presentdé cambios discretos a lo largo de las 23
horas de registro. Los andlisis muestran que la ENTS provoca aumentos
estadisticamente significativos en la banda alfa y beta (figura 8.18.), mientras
que en la banda teta, los valores fueron menores a la LB durante las 23 horas
de registro (figura 8.19.); en cuanto a las bandas delta y HS presentaron
diferencias estadisticamente significativas s6lo durante las primeras 12 horas
(figura 8.20.).

Al comparar los valores de la densidad espectral entre la LB y ENTS
durante la hora de estimulacion se observé que la ENTS produce un aumento
de potencia en las bandas delta, alfa, HS y beta, pero no se presentaron
difrerencias estadisticamente significativas (figura 8.21). En cuanto al andlisis
de 23 horas,
significativas (figura 8.22.).
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Figura 8.19. Efecto de la
ENTS sobre la densidad
espectral normalizada de la
Cx Pf derecha en la banda
teta en intervalos de una
hora (valores promedio *
error estandar). * LB vs
ENTS ANOVA con medidas
repetidas de un factor (p <
0.05). Las flechas indican la
manipulacion experimental.

Figura 8.20. Efecto de la
ENTS sobre la densidad
espectral normalizada de

la Cx Pf derecha en la

banda delta y HS en

intervalos de una hora de

registros continuos de 23
hrs (valores promedio

error estandar). * LB vs
ENTS ANOVA
medidas repetidas de un
factor (p < 0.05).
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y ENTS).
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Figura 8.21. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la
actividad EEG de la corteza Cx Pf derecha en las bandas delta, teta, alfa, HS y beta
durante la hora de estimulacion horas de registro (valores promedio * error estandar).
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Figura 8.22. Efecto de la ENTS sobre la densidad espectral normalizada de la
actividad EEG de la corteza Cx Pf derecha en las bandas delta, teta, alfa, HS y beta
durante 23 horas de registro (valores promedio * error estandar).

8.2.2.3. CAMBIOS EN LA DENSIDAD ESPECTRAL DE LA AMi GDALA
IZQUIERDA

A) CAMBIOS A CORTO PLAZO. Al comparar los valores de la densidad
espectral de LB contra los periodos ENTS y POST se observo lo siguiente: 1) la
situacién ENTS presenta aumentos estadisticamente significativos en la banda
delta en comparacion a los valores de LB; 2) los valores POST fueron mayores
que la LB y ENTS en las bandas de frecuencia delta, teta y alfa (figura 8.23.).

Por otra parte, como en la figura 8.10., al comparar los espectrogramas
de los registros de LB y ENTS, fue evidente que la ENTS provoca una mayor



80

densidad espectral en las bandas de frecuencia delta y teta (1 a 8 Hz) en los
periodos de estimulacion y mas drasticamente en los periodos POST en

comparacion a los periodos de LB (figura 8.24.).
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Figura 8.24. Espectrogramas de la actividad EEG de la amigdala del I16bulo temporal
izquierdo de un gato, durante dos registros de LB (izquierda) y dos con ENTS
(derecha), en la banda de frecuencia de 0 - 25 Hz. No6tese el aumento en la potencia
de rango delta y teta después de concluir la estimulacion. Los valores de la potencia
son igual que en la figura 8.6.

B) CAMBIOS A MEDIO Y LARGO PLAZO. Al anélizar los cambios hora
por hora de la densidad espectral de las bandas delta y alfa, la ENTS presenta
valores mayores que los de la LB, sin embargo al transcurrir el tiempo
mostrardn una tendencia a la disminucion hasta llegar a ser de menor magnitud
gue los de LB en los periodos de oscuridad (figura 8.25.). Las bandas teta y
beta no presentaron diferencias en las 23 horas de registro (Datos no
presentados). En cuanto al analisis de 12 y 23 horas la ENTS presenté un
aumento en los valores de la potencia de la banda delta y alfa en los periodos
de luz, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas (figura
8.26.)
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8.2.3. EFECTO DE LA ENTS SOBRE DISTRIBUCION TEMPORA L DEL
CICLO SUENO-VIGILIA

Asi como en la densidad espectral de las estructuras registradas, el
andlisis de la distribucién temporal del ciclo suefio-vigilia mostré que la ENTS
provoca efectos transitorios a lo largo de las 23 horas de registro, sin embargo,
dichos efectos fueron sutiles y se presentan principalmente en el porcentaje
(figura 8.27.) y tiempo total (figura 8.28) de cada una de las fases. En las
figuras figura 8.27. y 8.28. se puede observar, que el porcentaje y tiempo total
de vigilia aumenta con la ENTS en las primeras siete horas de registro; por su
parte la fase MOR incrementa sus valores en comparacion a la LB a partir de la
septima hora de registro, con algunos alti-bajos. Las fases de SOL |y SOL I

presentaron valores menores que los de la LB.
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Figura 8.27. Efecto de la ENTS sobre el porcentaje de las fases del ciclo suefio vigilia del
gato en intervalos de una hora en 23 horas de registro continuas. Valores promedio + error
estandar. * LB vs ENTS ANOVA con medidas repetidas de un factor (p < 0.05). Las flechas
indican la hora de la manipulacion experimental (simulacion y ENTS).

Los analisis de intervalos de seis horas, presentaron que la ENTS
produce una reduccién estadististicamente significativa del numero de fases,
porcentaje y tiempo total de las fases SOL | y SOL Il en diferentes periodos o
intervalos del dia. Por el contrario, la fase MOR presentd un aumento
estadististicamente significativo en el nimero de fases y porcentaje en el
intervalo de 6 a 12 horas; la vigilia por su parte muestra algunos incrementos
en la duracién promedio, porcentaje y tiempo total en diversas horas de registro
(ver Tabla 8.1.).
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Figura 8.28. Efecto de la ENTS sobre el porcentaje de las fases del ciclo suefio vigilia del
gato en intervalos de una hora en 23 horas de registro continuas. Valores promedio + error
estandar. * LB vs ENTS ANOVA con medidas repetidas de un factor (p < 0.05). Las flechas
indican la hora de la manipulacion experimental (simulacion y ENTS).

En cuanto al andlisis de 23 horas, la ENTS provocé un aumento
estadisticamente significativo en los valores del nimero de fases (LB 33.5+8.12
vs ENTS 39.17+1.72; p=0.017), porcentaje (LB 9.38+5.88 vs ENTS 11.32+.397;
p=0.003) y tiempo total (LB 129+8.12 vs ENTS 156.22; p=0.003) de la fase
MOR (figura 8.29.). Dicho aumento del suefio MOR tuvo lugar principalmente
durante los periodos de luz y las diferencias entre la LB y la ENTS fueron
estadisticamente significativas (figura 8.30.). Cabe sefialar que el aumento en
la fase MOR repercutio sobre las fases SOL | y SOL Il, ya que dichas fases
presentaron una disiminucion en los valores del porcentaje y tiempo total al
aplicar la ENTS (figura 8.31.).



Intervalos de

seis horas. VIGILIA SOL | SOL I MOR
LB ENTS LB ENTS LB ENTS LB ENTS
Numero de
fases
1-6 7.02£3.99 6.871£4.55 10.23£3.24 | 8.67+4.21* 6.89+1.28 5.8942 .23% 2.07+0.86 1.56+0.60
6-12 6.20+2.60 6.19+2.74 9.65%+2.10 8.07+2.35% 6.70%1.42 6.31+1.71 1.90£0.55 | 2.04+0.42*
12-18 7.10+£2.38 6.614+2.42* 10.0+£3.81 8.82+2.57 6.99+2.33 6.51+2.62 1.31+0.72 1.60+0.76
18-23 7.58+3.12 7.12+2.79 10.43+£3.28 | 9.74+2.90 5.70+2.29 6.71+2.41 1.08+0.62 1.52+0.60
Duracion
Promedio
1-6 2.31+1.11 4.22+42.77* 1.22+0.34 1.35+0.47 3.87+1.28 4.61+2.45 2.70£1.21 3.34£1.04
6-12 3.24+1.03 3.45%1.45 1.18+0.38 1.30+0.42 4,28+1.72 4 .39+1.55 3.19+1.44 3.71+0.90
12-18 3.73%£1.76 4,742 .95 1.26+0.40 1.44+0.57 3.61+1.29 3.56+1.34 2.66+1.04 2.52+0.99
18-23 3.58+1.71 3.91+1.90 1.40+0.54 1.34+0.42 3.06%£1.34 3.74+1.16 2.42+1.53 2.96%1.09
Porcentaje
1-6 26.87+13.46 36.28+14.38 | 20.25+4.39 | 16.79+3.55* | 40.38+10.51 | 35.93+11.32 | 12.84+6.39 | 11.63%4.46
6-12 30.79+14.87 31.25+12.25 | 18.45+5.05 | 16.29+2.98 | 39.64+13.23 | 38.99+ 9.74 | 11.06+4.99 | 13.91+3.72*
12-18 35.42+8.71 39.25+12.58 | 20.7448.86 | 19.28+4.56 | 36.83+8.43 | 34.05%11.98 | 8.03+2.87 8.2613.76
18-23 41.34+£10.47 36.67+12.02* | 22.33+3.37 | 19.90+3.67 28.35+8.61 | 35.75+11.73* | 6.70+4.34 9.00+3.89
Tiempo total
1-6 15.97+ 8.00 21.59+8.56 12.02+2.66 | 9.98 +2.11* | 23.84+% 6.22 21.2946.70 7.59+3.77 | 6.89+2.63*
6-12 18.38+ 8.65 18.52+7.24* | 10.91+2.99 | 9.65+1.74 | 23.46+ 7.90 | 23.13+5.82 6.54+2.94 8.25+2.22
12-18 20.95+4.90 23.25+7.40 | 11.80%#4.36 | 11.43+2.71 21.7945.05 20.20+7.16* | 4.75%1.70 4,90+2.20
18-23 21.324+9.21 22.2848.41 | 13.20+£1.97 | 12.03+2.41 | 17.1245.49 21.5846.72 3.97+2.58 5.69+3.42

Tabla 8.1. Efecto de la ENTS sobre las fases del ciclo suefio-vigilia en intervalos de seis horas durante 23 horas de registro.

Valores promedio + error estandar. * LB vs ENTS; t de student (p < 0.05).
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Figura 8.29. Efecto de la ENTS sobre el nimero de fases, porcentaje, tiempo total y
duracién promedio de la fase MOR en 23 horas de registro. Valores promedio *
error estandar * LB vs ENTS; t de student (p< 0.05).
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Figura 8.30. Efecto de la ENTS sobre el porcentaje y el tiempo total de la fase MOR
durante los periodos de luz-oscuridad. * LB 10.01+-3.999 vs ENTS 13.11+3.81,

p=0.002; # LB 67.11+26.08 vs ENTS 86.57+25.66; p=0.001). Valores promedio +
error estandar.
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Figura 8.31. Efecto de la ENTS sobre el porcentaje y tiempo total de las fases SOL |y
SOL Il en 23 horas de registro. Valores promedio + error estandar.
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9. DISCUSION

9.1. EFECTO DE LAENV Y ENTS EN EXPERIMENTOS AGUDOS

Los experimentos agudos nos permitieron delimitar los parametros
apropiados de estimulacion de la ENV y ENTS en cuanto a Intensidad y
frecuencia para evocar la respuesta maxima en el NTS, PBL y AMG.

A pesar de que se ha demostrado que la ENV y ENTS provocan
profundos efectos sobre la actividad neuronal de amplias regiones del cerebro,
no se ha logrado establecer cuales son los parametros optimos de estimulacion
para producir efectos anticonvulsivos, antidepresivos y sobre la actividad EEG
cortical y subcortical.

Los resultados de nuestro trabajo demuestran que la intensidad éptima
para producir respuestas evocadas de maxima amplitud en el eje anatomico
Vagal-Solitario-Parabraquial-Amigdalino se requieren de 2.8 a 3.5 Voltios (2.8-
3.5 mA para la ENV (con una unidad de aislamiento PSIU6 en escala de 1-15
HA) y para la ENTS de 300 a 500 pA (con unidad de aislamiento GRASS
PSIUG6 en escala de .1-1.5 mA).

Dichas intensidades de estimulacion concuerdan con reportes en la
literatura, ya que se ha descrito que en el gato frecuencias de 70 Hz con
intensidades mayores de 3 voltios producen desincronizaciéon del EEG al igual
gue frecuencias 20 a 50 Hz y 10 voltios; pero con intensidades menores de 3
voltios y 70 Hz la estimulacion produce sincronizacion EEG (Chase y
Nakamura, 1968).

En lo concerniente a la actividad multiunitaria, observamos que la ENV a
30 Hz, pulsos de 0.5 ms e intensidad menor a 4 voltios (4.0 mA); asi como
tambien la ENTS (60 Hz, 0.5 ms, < 500 pA) son capaces de provocar un
aumento en la actividad multiunitaria del nPBL y AMGc, que incluso puede
llegar a perdurar por varios minutos. Dichos efectos podrian ser atribuidos al
efecto excitador del NTS hacia el nPBL por medio de una excitacion
glutamatérgica, mientras que la respuesta en el AMGc seria por medio de la
accion de NA (Shihara et al., 1999; Granata y Kitai, 1989; Duan et al., 1994;
Takeuchi et al., 1983; Halsell, 1998).
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De esta manera se puede concluir que la ENV y ENTS aumenta de
forma aguda la actividad sinaptica del nPBL y las estructuras y areas del
sistema limbico, especificamente la AMGc, dependiendo de la intensidad de

estimulaciéon empleada.

Cabe sefalar que a partir de estos experimentos, se logré determinar
que ambas frecuencias de estimulacion fueron efectivas para activar el circuito
neuronal estudiado, asi como la intensidad de estimulacion adecuada para
producir respuestas excitatorias a nivel central. A partir de esto, se planificaron
los experimentos cronicos, donde se determiné emplear una frecuencia de
estimulacién de 30 Hz, pulsos de 0.5 ms con intensidad entre 300 y 500 A,
con trenes de estimulacién de un minuto.

Debido a que la ENTS provoca un efecto de larga duracion sobre los
nacleos registrados en los experimentos agudos, dio lugar a analizar hora por
hora los efectos sobre la densidad espectral de la actividad EEG cortical y el

ciclo suefio-vigilia.

9.2. EFECTOS DE LA ENTS EN GATOS CON LIBERTAD DE MO VIMIENTO
(EXPERIMENTOS CRONICOS)

9.2.1. EFECTO DE LA ENTS SOBRE CONDUCTAS DE TIPO VE GETATIVO
EN GATOS CON LIBERTAD DE MOVIMIENTO

Las respuestas vegetativas observadas corresponden con las reportadas
en la literatura (Magdaleno-Madrigal, et al, 2002; 2010) y cabe sefialar que solo
se presentaban durante los periodos de estimulacion.

Las contracciones abdominales y el comer compulsivo, podrian ser
inducidas porque el NTS es capaz de activar las proyecciones eferentes
parasimpaticas del NV, que proyectan hacia el eséfago, estbmago e intestinos
(Brodal, 1981; Foley y DuBois, 1937; Woodbury y Woodbury, 1990). La
deglucién y el lenglieteo son conductas que se presentarian por la activacion
del NAMB que controla los musculos de la fonacién y la deglucion (Carpenter y
Pines, 1957), y el reflejo de vomito se deberia a la activacion del area postrema

a través del NTS (Vigier y Portailier, 1979). El parpadeo, los movimientos
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oculares en salvas fijar la mirada hacia arriba serian efecto de la activacién del
nucleo motor ocular comun, a través de las aferentes centrales del NTS
(Anden, 1966).

Sin embargo, es notorio que la conducta de los animales durante la
estimulacién va declinando conforme avanzan los periodos de ENTS, lo cual
también se ha reportado en estudios clinicos, cuando se utiliza la ENV en
pacientes con epilepsia refractaria, ya que durante el periodo de estimulacion
presentan efectos secundarios, como parestesias, tos e incluso dolor, los
cuales también desaparecen con el tiempo (Schachter, 2002; Ben-Menachem,
2001; Morris et al., 1999).

Se ha reportado que la ENTS produce bradicardia, respuestas variables
de la presion arterial y efectos respiratorios (Thomas y Calaresu, 1974). La
bradicardia es provocada debido a la activacion de fibras aferentes e
interneuronas que proyectan al NAMB.

Una relacion precisa entre la evocacion de la conducta inducida por la
ENTS con la eficacia de la misma no ha sido determinada en algin otro
estudio. Por lo tanto, en nuestro trabajo decidimos fijar el umbral de
estimulacion (en cuanto a la intensidad) de acuerdo a la intensidad obtenida en
los experimentos agudos previamente descritos (300-500 pA), ademas de la
presencia de un despliegue de conductas muy evidentes de inicio, ya que se
presenta un fendmeno similar a la habituacion, ya que coincide con los
criterios seflalados por Thompson y Spencer (1966) que son una disminucion
en respuesta con la estimulacion repetitiva, aumenta la habituacién cuando se
incrementa las ocasiones que se aplica la ENTS y a, veces, se recuperan las

respuestas entre las estimulaciones.

9.2.2. EFECTOS DE LA ENTS SOBRE LA ACTIVIDAD EEG CO RTICAL

El aumento de la potencia de la actividad teta, beta, alfa y HS
provocados por la ENTS sugieren que la estimulacion es capaz de modular la
actividad neuronal de la corteza cerebral por medio de los sistemas de
neurotransmision noradrenérgico y serotoninérgico, que tienen la capacidad de
modificar la dindmica del circuito tAlamo-cortical.

El NTS puede actuar sobre ambos sistemas de neurotransmision, a

través de sus proyecciones eferentes hacia el LC (Fornai, 2011) y el NDR,
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(Hebert y Saper, 1992), por lo cual es posible que la ENTS facilite la excitaciéon
de sus neuronas y de esta manera facilitar la liberacion de NA y 5-HT en las
terminales sinapticas del talamo y la corteza.

Dicha aseveracion se apoya en resultados obtenidos con el uso de la
ENV en ratas y pacientes; asumiendo que los efectos de la ENV a nivel del
sistema nervioso central se producen por la accion del NTS, ya que es donde
se recibe la mayor parte de fibras aferentes del NV.

Se ha demostrado en ratas, que durante la ENV las neuronas del LC vy el
NRD aumentan su patrén de disparo, asi como la liberacion de NA en la
corteza, el hipocampo (Roosevelt et al., 2006) y la amigdala (Hassert, et al.,
2004).

Dicho aumento de NA durante la estimulacion del NTS puede ser
responsable del aumento de la actividad beta (asociada con procesos de
atencién) y mirada fija de nuestros animales, ya que la hiperactividad del LC en
ratas y monos ocurre asociada con respuestas conductuales que orientan al
animal hacia el entorno (Aston-Jones et al., 1991, Foote et al., 1991).

En cuanto al papel de la 5-HT, estaria mas relacionada con el aumento
de la actividad teta, alfa y HS, ya que es capaz de inhibir a las neuronas
talamo-corticales (Sakai y Crochet, 2000) y excitar a las neuronas gabaérgicas
del NRT (McCormick y Wang, 1991), del mismo modo que a las neuronas
locales gabaérgicas del tAlamo y la corteza cerebral (Monckton y McCormick,
2002; Sheldon y Aghajanian, 1990), que dan lugar a la aparicion de ondas
lentas en el EEG (Sakai y Crochet, 2001a).

Una evidencia experimental que apoya al menos parcialmente que el
NTS puede modificar la dinamica neuronal del tdlamo, se basa en resultados
obtenidos por medio de PET (Henry et al, 1998), SPECT (Vonck et al., 2002;
Van Laere et al., 2002, 2008;) fRMF (Narayanan et al., 2002) en pacientes y en
ratas tratados con ENV (Dedeurwaerdere; 2005); donde se pone en evidencia
que la ENV aplicada de manera aguda o cronica tiene efectos directos sobre la
actividad metabdlica de varias areas limbicas, corticales y en especial del
talamo tanto en términos de un aumento y disminucion del FSC y metabolismo

de glucosa.
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Por otra parte, nuestro estudio muestra que la ENTS aplicada de manera
aguda (sOlo diez ocasiones durante una hora) es capaz de provocar un efecto
sincronizador de larga duracién ya que los efectos a pesar de ser discretos,
persisten por almenos doce horas. Esto concuerda con los hallazgos de
Magnes y cols. (1961), que reportaron que la NTS es capaz de incrementar la
sincronizacion EEG mas alla de los periodos de estimulacion cuando un animal
se encuentra relajado y tranquilo, como en el caso de nuestros animales.
Dichos resultados, ponen en evidencia la necesidad de realizar estudios de

larga duracion.

Al observar los efectos que causa la ENTS en cada una de las cortezas
pre-frontales, se puede apreciar que la ENTS provoca diferentes efectos en
cuanto a la potencia de la actividad EEG. En el hemisferio izquierdo (ipsilateral
al sitio de estimulacién) la potencia de las bandas teta, beta y alfa presentaron
un aumento en comparacion a la LB; en contraste, en la Cx Pf derecha, las
bandas que presentaron cambios fueron las de rango delta y HS. Dichos
cambios son evidentes principalmente en los analisis de hora por hora y 23
horas. Este resultado fue inesperado, pero muy importante ya que nos sugiere
que la ENTS del lado izquierdo provoca un efecto de mayor magnitud en
cuanto a la potencia de la Cx Pf izquierda. Este efecto podria considerarse
como una “asimetria” o “baja coherencia’ EEG interhemisferica provocada por
la ENTS.

Cordeau y Mancia (1959) fueron los primeros en describir y asignar a
este fendbmeno el término: “asimetria interhemisferica”. Ellos reportaron que
hemisecciones pretrigeminales mediopontinas en gatos bajo condiciones
cronicas de experimentacion provocan una asimetria cerebral: en estos
animales la corteza ipsilateral a la seccién presentaba actividad EEG de bajo
voltaje, mientras que el hemisferio contralateral mostraba una gran tendencia a
la desincronizacion. A partir de este resultado ellos postularon la existencia de
estructuras sincronizadoras a nivel bulbar, las cuales pueden actuar

directamente sobre neuronas corticales o sobre el SRAS o sobre el NRT.
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9.2.3. EFECTOS DE LA ENTS SOBRE EL CICLO SUENO-VIGI LIA

El efecto de la ENTS sobre el suefio, podria atribuirse al papel de los
sistemas de neuromodulacion (NA, 5-HT y Ach) sobre las estructuras
encargadas de la generacion del suefio, como son el circuito tdlamo-cortical, el
hipotadlamo, la AMG y el PPT a partir de las proyecciones del NTS hacia el LC y
el nPBL.

Los resultados demuestran que la ENTS provoca un aumento en los
valores del tiempo total y porcentaje de la vigilia durante seis horas a partir del
inicio de la estimulacion y por otra parte, y quizas el hallazgo mas importante
fue el aumento del porcentaje y tiempo total de la fase MOR al final de las 23
horas de registro, hasta ahora el papel de la estimulacion eléctrica y quimica
del NTS ha sido asociada principalmente con los mecanismos fisiolégicos del
SOL; sin embargo, existen evidncias experimentales que concuerdan y apoyan
los resultados del presente trabajo.

En lo concerniente al aumento de la vigilia durante las primeras horas de
registro, sugieren que la ENTS puede influir sobre los sistemas promotores de
la vigilia del SRAS a través de las proyecciones del nPBL hacia el LC, el NDR,
el tegmento laterodorsal y el TPP; el cual a su vez posee conexiones
polisinapticas con células glutamatérgicas del cerebro medio, y dopaminérgicas
de la SNc y del é&rea tegmental ventral (Saper y Loewy, 1982). Las
proyecciones de estos sistemas de neurotransmision pontino y mesenceéfalico
vigjan dorsalmente para activar el sistema talamo-cortical, asi como
ventralmente para activar los sistemas hipotalamo-corticales y basal-corticales
(Datta, 1995; Garcia- Rill, 2002; Sakai y Crochet, 2003), que favorecen la
presencia de la vigilia

En cuanto al aumento del sueiio MOR provocado por la ENTS, coincide
con estudios publicados previamente por nuestro grupo de trabajo, en los que
se describe un aumento de suefio SOL y MOR, asi como de la densidad de la
actividad PGO en gatos tratados con ENV (Ferndndez-Guardiola; Valdés-Cruz
et al, 2002, 2008). Por otra parte, el NTS tiene proyecciones colinérgicas y de
aminoacidos excitadores hacia estructuras que estan involucradas con la
aparicion del suefio MOR (Danguir et al., 1988; Laguzzi et al., 1984; Nosjeau et
al., 1987; Puizillout, 1984; Shihara et al., 1999), como el nPBL (Calvo et al.,
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1992, 1996; Granatta y Kitai, 1989) y la amigdala (Duan et al, 1994; Halsell,
1998; Takeuchi et al., 1983), que al ser estimuladas por medio de agonistas
colinergicos como el carbacol, producen la aparicion inmediata de episodios
prolongados de suefio MOR. Ademas, la microinfusion de carbacol a nivel del
NTS provoca un aumento MOR (Shiromani y Fishbein, 1986), que es
bloqueado al aplicar antisuero de SOM en el mismo sitio (Danguir y Saint-
Hilaire-Kafi, 1988).

A pesar de que la ENTS no presentd cambios significativos en los
valores del SOL | y SOL Il, la estimulacion fue capaz de modificar la actividad
EEG cortical vinculada con las fases tempranas del suefio como la actividad
teta y los husos de suefio, que presentaron un aumento en su densidad
espectral.

Se ha reportado la importancia del NTS en el SOL (Reinoso-Barbero y
De Andrés, 1995). Ademas, con la estimulacion eléctrica a baja frecuencia del
NTS aparece actividad lenta en el EEG (Magnes et al.,, 1961). Y por el
contrario, se produce una activacion con la destruccibn de este nucleo
(Bonvallent y Allen, 1963). Sumado a lo anterior, también se ha demostrado
gue la tasa de disparo de las neuronas del NTS es mayor durante el SOL en
comparacion con la vigilia y el MOR (Eguchi y Satoh, 1980). Ademas la
administracion local de varias sustancias, por ejemplo: 5-HT (Laguzzi et al.,
1984), glutamato (Golanov y Reis, 2001), morfina, opiaceos y agonistas de
receptores tipo mu o delta (Reinoso-Barbero y De Andrés, 1995) producen
sincronizacion EEG y aumento del SOL.

En este apartado, no se puede omitir la influencia de la 5-HT sobre el
suefio, ya que como se ha descrito con anterioridad la ENV provoca un
aumento en los niveles de 5-HT después de la estimulacion del NV, que es
modulado por la accion del LC sobre el NDR, lo cual sugiere que existe una
influencia serotoninérgica del NTS a partir del LC, que estaria implicada en el
ciclo suefo-vigilia (Nosjean et al., 1987), ya que la destruccion bilateral o
eliminacion funcional de la regién del NTS viene seguida de un estado de
insomnio (Bremer, 1977; De Andrés, 1998).

Por el hecho de que en animales como el gato, el ciclo de suefio-vigilia

es polifasico (a lo largo del dia pasan durmiendo y despertando) y dichas fases
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mantienen un patron, hasta cierto punto, independiente de los periodos de luz y
oscuridad, se descarta la posibilidad que los cambios observados en el MOR
se deban a un factor circadiano (llamado proceso C en el modelo de los dos
procesos de Borbély, 1982) ya que en el gato los periodos de luz y oscuridad
s6lo actuan como reforzadores de un ritmo enddgeno (Valdes-Cruz et al., 1997)
el aumento del MOR se debe a un factor homeostatico (llamado proceso S) que
se va incrementando a medida que se prolonga la vigilia.

El aumento en la potencia de la actividad teta y alfa en la Cx Pf Izquierda
y en la banda delta y HS en la corteza derecha, aunado con el aumento del
MOR reflejan un cambio en la calidad del suefio que se mantiene aln después
de concluir la ENTS, debido a que dicha estimulacion produce efectos a largo
plazo sobre la actividad EEG y/o sobre los sistemas de neurotransmision
serotoninérgico, noradrenérgico, glutamatérgico y GABAérgico, como sucede
con la ENV (Dorr y Debonel, 2006; Hassert et al., 2004; Manta et al., 2007;
2009a; 2009b; Marrosu, 2003; Meurs et al., 2008; Roosevelt et al., 2006).

Después de todo lo anterior, se puede concluir que los efectos de la
ENTS sobre la actividad EEG y el suefio MOR se deben a la influencia del NTS
sobre el nPBL, que a su vez proyecta al LC, el NDR y la AMG, que son
capaces de modular el funcionamiento del NRT y el complejo ventroposterior y
las regiones intralaminares del talamo (Dell y Olson, 1951; Saper y Loewy,
1980) que desempeiian un importante papel en la generacion del EEG y la

regulacion del suefio y la vigilia.

ALCANCES Y PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

En cuanto a los efectos de la ENTS sobre la conducta de los animales
se puede decir que la estimulacion no repercute en su comportamiento
habitual; lo cual también sucede con pacientes epilépticos y deprimidos
tratados con la ENV. Sin embargo, pero deben realizarse otros experimentos
encaminados a estudiar los efectos de la ENTS sobre la actividad locomotora y

cognitiva, por ejemplo.
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Los resultados observados en los experimentos cronicos, son
basicamente de caracter fenomenoldgico, pero que era necesario describir, ya
que hasta ahora se desconocia como la ENTS modifica la micro y
macroarquitectura de la actividad EEG y del ciclo suefio-vigilia en animales no
anestesiados durante 23 horas de registro y a su vez permiten plantear nuevos
experimentos con un abordaje farmacolégico, aplicando topicamente en el NTS
distintas sustancias que puedan potenciar, revertir o inhibir los efectos

encontrados en el presente trabajo.

Un hecho destacable es que la ENTS provoca diferentes efectos en
cada hemisferio, lo cual no ha sido descrito hasta la fecha y hacen falta mas
estudios para esclarecer esto. Ademas, dicho fenomeno aporta evidencias que
coinciden con las propuestas publicadas por nuestro grupo (Magdaleno-
Madrigal, et al, 2002; 2010); donde la ENTS aplicada de manera crénica o
preventiva, con los mismos parametros empleados en este trabajo produce un
efecto anticonvulsivo en gatos con libertad de movimiento sometidos al modelo
de epilepsia experimental llamado “Kindling” eléctrico amigdalino, debido a que
la estimulacion del NTS produce un retardo en el desarrollo de Ia

epileptogénesis que caracteriza a dicho modelo
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10. CONCLUSIONES

10.1. EFECTO DE LAENV Y ENTS EN ANIMALES BAJO COND ICIONES
AGUDAS DE EXPERIMENTACION:

En gatos anestesiados, la ENV (30 Hz; pulsos de 0.5 msy 1.5-3.0 mA) y
la ENTS (60 Hz; pulsos de 0.5 ms; 300 y 500 pA) provocan un efecto excitador
de larga duracion en la actividad multiunitaria y potenciales de campo de 1Hz
en el nucleo parabraquial y el ndcleo central de la amigdala que es

dependiente de la intensidad de la estimulacion.

10.2. EFECTO DE LA ENTS SOBRE LA ACTIVIDAD EEG Y LA
DISTRIBUCION TEMPORAL DEL CICLO SUENO-VIGILIA EN GA TOS CON
LIBERTAD DE MOVIMIENTO:

La ENTS provoca respuestas conductuales de tipo vegetativo que
pueden ser atribuidas a las proyecciones del NTS hacia el nicleo ambiguo, el
area postrema y proyecciones eferentes parasimpaticas del NV, que proyectan

hacia el es6fago, estbmago e intestinos.

La ENTS provoca un efecto sincronizador en la actividad EEG cortical,
que facilita un aumento de sueiilo MOR, esto a partir de las proyecciones
eferentes del NTS hacia el al nPBL, LC, NDR que participan activamente en la
modulacion del sistema talamo-cortical que se encarga de producir la actividad
intrinseca del EEG cortical y dan lugar a los diferentes estados de vigilancia y

el ciclo sueio-vigilia.
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