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1 INTRODUCCION






INTRODUCCION

“éQué pudiera haber mds opuesto entre si que los estados de la vigilia y el suefio? Los
sentidos en pleno vigor y actividad, prestos a toda accion y diligentes ante cualquier
esfuerzo; y la suspension de cualquier sentido, la relajacion e inercia de las facultades de
la voluntad, tan similar a la muerte que nada, salvo la experiencia diaria de este mismo

hecho, pudiera justificar nuestra esperanza de recuperacion.”

Con estas palabras recogidas en The Book of Nature (1826), John Mason Good, miembro
de la Sociedad Britanica de Farmacéuticos, refleja la vision general que durante buena parte de
la historia se ha tenido sobre el fendmeno del suefio, entendido como un estado de inactividad
pasiva mas cercano a la muerte que a la vida. Resulta paradéjico que pese al avance del
conocimiento en el campo de la fisiologia, esta concepcidon del suefio como estado pasivo,
fuera la vision generalizada hasta el descubrimiento de la fase REM, por parte de Eugene

Aserinsky y Nathaniel Kleitman, a mediados del s. XX (Aserinsky y Kleitman, 1953 y 1955).

La fase REM, recibié este nombre del acrénimo inglés Rapid Eye Movements, en alusion
a la presencia de periodos recurrentes de movimientos oculares rapidos durante el suefio, que
condujeron a Aserinsky y Kleitman a su descubrimiento. La presencia de este tipo de
movimientos, junto con las caracteristicas que posteriormente se identificaron en las
actividades motora y cortical (Jouvet y col., 1959), pusieron de manifiesto la existencia de
fendmenos activos, que desacreditaron las teorias sobre la inactividad del sistema nervioso
durante el sueiio, y centraron la atencién de muchos laboratorios, en el estudio de las

caracteristicas y regulacion del ciclo vigilia-suefio.

El interés que suscito la presencia de la fase REM durante el suefio, que hasta entonces
se habia considerado un estado homogéneo, condujo a importantes avances en la
comprension de los mecanismos generadores de los diferentes estados de alerta, de la
regulaciéon del ciclo vigilia-suefio y a la identificacion de las variables fisiolégicas que
acompafan a los diferentes estados neurofuncionales. No obstante, en la actualidad,
contintian existiendo importantes lagunas en el conocimiento de muchos de los fendmenos
que cldsicamente se han empleado en la caracterizacion de la fase REM y se hace necesaria la

inclusién de nuevas actividades, que durante décadas han pasado desapercibidas.
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INTRODUCCION

1.1 El ciclo vigilia-suefo

1.1.1 Sistemas promotores de la vigilia

Si bien, con anterioridad, se habian propuesto todo tipo de teorias sobre el
mantenimiento de la vigilia, hacia finales del s. XIX, la vision dominante asumia que esta se
mantenia como resultado de la recepcién de estimulos sensoriales. Esta teoria se apoyd en
observaciones como las que realizaron Mauthner (1890) o Gayet (1875), quienes identificaron
lesiones en el mesencéfalo de pacientes, cuyos sintomas incluian la paralisis de la musculatura
ocular y letargia. En base a esto, se concluyé que la alteracién de la entrada visual podria estar
reduciendo la estimulacién sensorial de la corteza, lo que conduciria al estado de letargia y

sueno.

Afos mas tarde, von Economo (1930) identificd los sintomas descritos por Mauthner y
Gayet, en pacientes aquejados de un brote de influenza, que ocurrié durante la Primera
Guerra Mundial. El estudio detallado de la localizacidon de las lesiones, en relacién al abanico
de sintomas que presentaron los pacientes, condujo a von Economo a identificar, por primera
vez, la existencia de centros promotores de la vigilia y el suefio en las regiones caudal y rostral

del tercer ventriculo, respectivamente (von Economo, 1930).

Los estudios de lesidn realizados posteriormente por Bremer (1935a) en el gato,
revelaron que tras la seccion espinal a nivel de C1 (encéphale isolé) se seguian manteniendo
ciclos que se asemejaban a la vigilia y el suefio. Por el contrario, la seccion del mesencéfalo a
nivel intercolicular producia un estado comatoso similar al suefo, resultado de la interrupcion
de las conexiones procedentes del mesencéfalo caudal y el puente, que Bremer (1935b)
atribuyé al bloqueo de las entradas sensoriales. Estos resultados demostraron el papel del
tronco del encéfalo en el mantenimiento de la vigilia (Bremer, 1935a y b), confirmando las

observaciones realizadas por von Economo (1930).

En los afios posteriores a los experimentos de Bremer, sus discipulos Moruzzi y Magoun
(1949), demostraron que la estimulacién eléctrica de la formacién reticular del puente en
gatos sedados, inducia un estado que ellos denominaron de activacion cortical, y que estaba
caracterizado por patrones de actividad cortical semejantes a los observados durante la vigilia.
Estos resultados, junto con la induccién de un estado comatoso al lesionar la formacion
reticular del tronco, respetando las proyecciones sensoriales de la via lemniscal (Lindsley y col.,
1949 y 1950), llevaron a Moruzzi y Magoun a proponer la existencia de un sistema reticular

ascendente, con origen en la formacion reticular del puente, como responsable de la
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INTRODUCCION

activacion de la corteza y del mantenimiento de la vigilia, e independiente de las entradas

sensoriales (Moruzzi y Magoun, 1949).

Estudios posteriores demostraron que este sistema activador ascendente tiene su
origen en grupos especificos de neuronas que producen la activacion de la corteza mediante
dos vias principales, una que inerva al tdlamo y otra que se extiende hasta el hipotdlamo
(Saper y col., 2001; Jones, 2003; Saper y col., 2005; Saper y col., 2010; Brown y col., 2012). La
primera de estas vias, tiene su origen en las neuronas colinérgicas de los nucleos
pedunculopontino (PPT) y tegmental laterodorsal (LDT), que se localizan en la regidn oral del
puente y caudal del mesencéfalo. Mediante técnicas de marcaje retréogrado, se ha
determinado que las proyecciones que componen la via colinérgica, alcanzan el tdlamo a nivel
de los nucleos de relevo, intralaminares y reticular taldmico (Satoh y Fibiger, 1986; Hallanger y
col., 1987). El incremento en la tasa de disparo de las neuronas colinérgicas durante los
periodos de vigilia y fase REM (el Mansari y col.,, 1989), genera la activacion de la corteza
mediante dos efectos paralelos sobre el talamo: la activacion de las neuronas taldmicas que
proyectan activadoramente sobre la corteza y la inhibicién de las neuronas GABAérgicas del
nucleo reticular taldmico, que inhiben a las neuronas de proyeccién tdlamo-cortical. Mediante
este sistema se aumenta la actividad talamica, esencial para la transferencia de informacién a
la corteza, lo que genera un incremento del nivel de actividad cortical (McCormick, 1989;

Steriade y col., 1993a).

La segunda de las vias que componen el sistema activador ascendente, tiene su origen
en grupos de neuronas monoaminérgicas mesencefdlicas que dejan colaterales en el
hipotdlamo posterior y lateral, y en el prosencéfalo basal (Saper y col.,, 2001; Jones, 2003;
Saper y col., 2005; Saper y col., 2010; Brown y col., 2012). Entre estas neuronas se encuentran
las noradrenérgicas del locus coeruleus (LC), las serotoninérgicas de los nucleos del rafé dorsal
(RD) y medial (Dahlstrom y Fuxe, 1964; Aston-Jones y Bloom, 1981; Kocsis y col., 2006) y las
dopaminérgicas de la sustancia gris periacueductal (SGPA) (Lu y col., 2006a), a las que se
suman las neuronas histaminérgicas del nicleo tuberomamilar (TMN), con un patrén de
proyecciones similar a las anteriores (Panula y col., 1989; Steininger y col., 1999). De forma
general, todas estas neuronas alcanzan su tasa de disparo maxima durante la vigilia, reducen el
nivel de actividad durante la fase NREM y permanecen silentes durante la fase REM (Hobson y
col., 1975; Aston-Jones y Bloom, 1981; Trulson y col., 1981; Steininger y col., 1999; Kocsis y
col., 2006; Takahashi y col., 2006 y 2010). Las colaterales de las neuronas monoaminérgicas
alcanzan a las neuronas de tipo glutamatérgico, histaminérgico y orexinérgico/hipocretinérgico

a nivel del hipotadlamo posterior y lateral (Jones, 2005; Brown y col., 2012), y en conjunto estos
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INTRODUCCION

sistemas convergen en las neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas del
prosencéfalo basal, que activan a la corteza generando el patron de actividad caracteristico de

la vigilia.

1.1.2 Sistemas promotores del suefio NREM

Entre las observaciones que realizé von Economo (1930), se encuentra la de un grupo de
pacientes aquejados de encefalitis, cuyos sintomas incluian el insomnio asociado a lesiones en
los ganglios basales y el hipotalamo anterior. Posteriormente, los episodios de insomnio que se
indujeron en el gato y en la rata como resultado de lesionar el nucleo predptico ventrolateral
(POVL), permitié identificar esta estructura como una pieza clave para el desarrollo del suefio

(Nauta, 1946; McGinty y Sterman, 1968; Sallanon y col., 1989).

Mientras que la mayoria de neuronas del sistema nervioso permanecen mas activas
durante la vigilia, o son insensibles al estado de vigilia, un gran nimero de neuronas
inhibidoras del POVL se activan de forma especifica con el inicio del suefio (Sherin y col., 1996;
Szymusiak y col.,, 1998; Takahashi y col., 2009). Estas neuronas de tipo GABAérgico y
galaninérgico, proyectan caudalmente hacia las principales poblaciones de neuronas
implicadas en el sistema activador responsable de la vigilia, y se organizan formando un grupo
central compacto y una red dorsal mas difusa (Sherin y col., 1996 y 1998; Steininger y col,
2001; Gaus y col., 2002). Como se ha comprobado, cada una de estas subpoblaciones tiene un
papel funcional diferente. Mientras que la lesidn del grupo compacto de neuronas del POVL
reduce principalmente la cantidad de suefio NREM, la lesidn del grupo difuso afecta
principalmente a la fase REM (Lu y col., 2000). Las neuronas del POVL difuso, constituyen la
salida principal de este nucleo hacia el LC y el RD, importantes, ademas de para la vigilia, para
la entrada en fase REM (Lu y col., 2002; Verret y col., 2006). En cambio, las neuronas del grupo
compacto del POVL inervan fuertemente a las neuronas histaminérgicas, que estan implicadas
en las transiciones entre la vigilia y la fase NREM (Lu y col., 2002; Ko y col., 2003; John y col.,
2004). Por su parte, los principales sistemas monoaminérgicos proyectan e inhiben al POVL
(Chou vy col., 2002), estableciéndose una relacién de inhibicidn reciproca entre los sistemas
promotores de la vigilia y del suefio, cuyo equilibrio determina el estado de alerta (Lu y col.,
2006b). En adicidn a esto, el POVL recibe también proyecciones directas desde la retina (Lu y
col., 1999), e indirectas desde el nucleo supraquiasmatico (NSQ), a través del hipotalamo
dorso-medial (Chou y col., 2002; Deurveilher y col., 2002; Sun y col., 2001), via por la que se

piensa que la luz podria afectar al suefio.
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Del resto de neuronas implicadas en la generacion del suefio, la poblacion mejor
estudiada ha sido la del ntcleo predptico medial (POM), en la que aproximadamente el 75% de
las neuronas alcanza su mayor tasa de actividad durante suefio (Gong y col., 2004). A
diferencia de lo que ocurre en el POVL, las neuronas del POM comienzan a activarse antes del
desarrollo del suefio, por lo que se ha propuesto que estas neuronas actlan generando
“presidn” de suefio. En este sentido, se ha comprobado que durante la privacién de suefio, las
neuronas del POM expresan la proteina c-Fos, indicadora de activacion, a diferencia de las del

POVL, que solo lo hacen durante suefio (Gvilia y col., 2006).

1.1.3 Sistemas promotores del suefio REM

En los afios posteriores al descubrimiento de la fase REM, los estudios de Jouvet (1962)
centraron la atencidn en el papel de las neuronas del puente en la generacién y regulacién de
la fase REM. Los experimentos de Jouvet (1962), mostraron que la seccién del tronco del
encéfalo a nivel del mesencéfalo, suprimia, en la regién rostral a la lesion, los signos
caracteristicos de la fase REM, mientras que en la regidon caudal a la seccidn, se seguian
registrando actividades relacionadas con la fase REM. Estos experimentos demostraron que la
region del puente cumple los criterios de suficiencia y necesidad para la generacién de la fase

REM.

Estudios posteriores, que se basaron en la lesion selectiva de diferentes grupos de
neuronas, revelaron que el desarrollo de los signos que identifican la fase REM depende de las
neuronas de la formacioén reticular pontina (FRP) (Webster y Jones, 1988). El nivel de actividad
de las neuronas de la FRP parece depender, en gran medida, de las aferencias colinérgicas a
esta region, como se deduce de los experimentos que indujeron la fase REM mediante la
administracién de agonistas colinérgicos (Hernandez-Pedn y col., 1963; Webster y Jones, 1988;
Reinoso-Suarez y col., 1994; Baghdoyan, 1997; Garzén y col., 1998; Marquez-Ruiz y Escudero,
2009 y 2010). En condiciones normales, las entradas colinérgicas a la FRP durante la fase REM,
incrementan la excitabilidad de las neuronas, mediante su despolarizacion, en relacién a la
fase NREM (Ito y col. 2002). Este cambio en el potencial de membrana se mantiene durante
toda la fase REM, afectando a mds del 90% de las neuronas de la FRP. Esto es muy diferente de
lo que ocurre durante la vigilia, cuando las entradas colinérgicas afectan de forma selectiva a
poblaciones de neuronas de la FRP, exclusivamente en relacién a la ejecucion de

comportamientos especificos (Steriade y McCarley, 2005).
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Las principales entradas colinérgicas a la FRP proceden de los nucleos PPT y LDT, cuyas
neuronas comienzan a disparar brotes de potenciales de accidn segundos antes del desarrollo
de la fase REM (Sakai y Jouvet., 1980; el Mansari y col., 1989; Steriade y col., 1990). Esto
convierte a estas neuronas en las principales candidatas a iniciar la cascada de eventos que
conducen a la fase REM. Este comportamiento de las neuronas colinérgicas del PPT y del LDT,
frecuentemente denominadas neuronas REM-on, contrasta con el de las neuronas
monoaminérgicas del LC, el RD y el TMN, que permanecen silentes durante REM vy, junto con
otras poblaciones de igual comportamiento, como las neuronas de la regidén peribraquial, son
referidas como neuronas REM-off (Hobson y col., 1975; Aston-Jones y Bloom, 1981; Trulson y

col., 1981; Steininger y col., 1999; Kocsis y col., 2006; Takahashi y col., 2006 y 2010).

1.1.4 Regulacién del ciclo vigilia-suefio

El patrén de disparo invertido entre las neuronas REM-on y REM-off en relacién al ciclo
vigilia-suefo, llevé a Hobson y colaboradores (1975) a proponer que los sistemas colinérgico y
monoaminérgico interactian regulando la alternancia entre las fases REM y NREM. Esta
hipdtesis se vio inicialmente reforzada por el hecho de que las inyecciones de agonistas
colinérgicos en el area tegmental pontina pueden inducir suefio REM, mientras que los
farmacos que incrementan la sefializacidn monoaminérgica inhiben la fase REM (Luppi y col.,
2006). No obstante, las lesiones de los sistemas colinérgico y monoaminérgico han
demostrado tener poco efecto sobre el desarrollo de la fase REM (Webster y Jones, 1988;
Shouse y Siegel, 1992; Lu y col., 2006b; Blanco-Centuriéon y col., 2007), lo que sugiere que el
balance entre estos actia como un potente modulador de la fase REM, pero no determina su

aparicién (Sapery col., 2010).

Los estudios de expresién de proteina c-Fos en la rata, revelaron la existencia de
poblaciones de neuronas activas durante la fase REM en los nucleos sublaterodorsal (SLD) -
denominado perilocus en el gato-, ventral y caudal al LC; el precoeruleus (PC), dorsal al SLD y
caudal al LDT; y el nucleo medial parabraquial (MPB), dorsolateral al SLD (Boissard y col., 2002;
Lu y col., 2006b). De entre estos grupos de neuronas, las del SLD parecen jugar un papel
importante en la regulacién de la fase REM, como se deduce de la inducciéon de
comportamientos similares al suefio REM tras su desinhibicién (Boissard y col., 2002), o la
fragmentacién y reduccidn de la cantidad de REM que se genera tras su lesion (Lu y col.
2006b). ElI SLD recibe aferencias GABAérgicas de la regidon ventral de la sustancia gris

periaqueductal (VSGPA) y el area tegmental pontina lateral (LPT) (Boissard y col., 2003; Lu y
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col., 2006b), que a su vez reciben entradas inhibidoras de las neuronas promotoras de REM del
POVL difuso y excitadoras de las neuronas orexinérgicas del hipotalamo lateral, inhibidoras de
la fase REM (Lu y col., 2006b). Esta organizacion junto al hecho de que las neuronas del vSGPA
y del LPT reciben, a su vez, aferencias inhibitorias desde el SLD, ha llevado a proponer que la
relacidn de inhibicidn reciproca entre el SLD y el sistema vSGPA-LPT, regula la entrada y salida
de REM, de la misma forma que la relacion entre el POVL y el sistema activador ascendente,

regula el equilibrio entre vigilia y suefio (Lu y col., 2006b; Saper y col., 2010).

A este sistema principal, se suma la regulacién, por parte de otros elementos, como las
neuronas del hipotdlamo lateral y posterior, productoras de hormona concentradora de
melanina (MCH), que presentan el mismo patréon de distribucién y proyecciones que las
neuronas orexinérgicas. Las neuronas productoras de MCH disparan principalmente durante la
fase REM (Verret y col., 2003; Hassani y col., 2009), inhibiendo a las mismas poblaciones que

las neuronas orexinérgicas activan durante la vigilia.

De acuerdo con todo lo anterior, la teoria actualmente mas aceptada, sostiene que, el
desarrollo de los diferentes estados de alerta, se produce en base al equilibrio entre
poblaciones de neuronas, que se organizan a modo de un sistema de balancin en cascada (Luy
col., 2006b). Seglin este modelo, el mayor grado de actividad en las poblaciones que
componen el sistema activador ascendente, determina que la vigilia sea el estado de alerta en
curso, asi como la inhibicion de los sistemas promotores de suefio. Por el contrario, cuando el
incremento de actividad en las poblaciones de neuronas responsables de la fase NREM se
impone, produce la inhibicidn del sistema activador ascendente, induciendo el desarrollo de la
fase NREM, y posibilitando el posterior desarrollo de la fase REM, al desbloquearse un segundo
sistema de balancin. En este sistema, el paso directo desde la vigilia a la fase REM, se
encuentra bloqueado por la inhibicidn de las neuronas REM-on y la excitacion de las neuronas
REM-off por parte del sistema activador ascendente, que determina que sea la fase NREM la
que suceda a la vigilia. Este mecanismo de seguridad, se encuentra a su vez reforzado por las

neuronas orexinérgicas y MCH, que regulan el equilibrio entre los dos sistemas de balancin.

Si bien el sistema anterior contiene los principales elementos y mecanismos por los que
se produce el desarrollo de las diferentes fases del ciclo vigilia-suefio, resta por explicar la
propiedad homeostatica del suefio, asi como las influencias externas que determinan que el

equilibrio del sistema de balancines, se incline hacia uno u otro estado de manera ciclica.

Una caracteristica ampliamente reconocida del suefio, es la regulacion homeostatica a la

que se encuentra sometido. Esta propiedad hace referencia al incremento en la probabilidad
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de desarrollo del suefio y su mayor duracién y profundidad, tras periodos prolongados de
vigilia (Borbély y col., 1981; Borbély y Tobler, 1985; Dijk y col., 1990; Achermann y Borbély,
2003). Se considera que la homeostasis del suefio es el resultado de la acumulacion de
“factores de suefio” durante la vigilia, que activan a los sistemas promotores del suefio. El
concepto de estos factores neuroquimicos, deriva de la busqueda de hipnotoxinas a principios
del s. XX, cuando se comprobd que la inyeccion de liquido cefalorraquideo de animales
privados de suefio a animales control, inducia suefio (Ishimori, 1909; Legendre y Piéron, 1913;

Inoué, 1989).

De manera general, los factores hipnogénicos deberian cumplir que: 1) su
administracién induzca suefio; 2) el incremento de concentracién de la sustancia en el cerebro
correlacione con el incremento en la probabilidad de desarrollo del suefio; y 3) la sustancia
debe actuar en regiones del cerebro y grupos de neuronas que estan implicados en la
regulacién del suefio o de la vigilia (Brown y col., 2012). De acuerdo con estos criterios, una
serie de estudios que se llevaron a cabo en las ultimas décadas, identificaron varios de estos
factores del suefio. Entre ellos destacan la adenosina (Porkka-Heiskanen y col., 2001; Basheer y
col., 2004; Porkka-Heiskanen y Kalinchuk, 2011; Caruis-Cadavieco y de Andrés, 2012; Petit y
Magistretti, 2016; Reichert y col., 2016), el éxido nitrico (Ayers y col., 1996; Kalinchuk y col.,
2006; Brown y col., 2012), la prostaglandina D, (Ueno y col., 1983; Urade y Hayaishi, 2011) y las

citoquinas (Gémez-Gonzélez y col., 2012; Weschenfelder y col., 2012).

Junto con los factores que regulan el desarrollo del suefio, el sistema circadiano ejerce
un fuerte control sobre el sistema de balancines. El control de los ritmos circadianos en
mamiferos se ejerce desde el NSQ en el hipotdlamo, cuyas neuronas disparan ritmicamente y
regulan muchas respuestas comportamentales con una periodicidad cercana a las 24 horas. La
ritmicidad de estas neuronas, se produce como consecuencia de un sistema de bucles de
retroalimentacion entre factores transcripcionales, translacionales y postranslacionales, que
regulan la expresion de los genes clock, que a su vez actian como factores de transcripcion,
regulando la expresién de otros muchos genes (Jin y col., 1999; Reppert y Weaver, 2002). No
obstante, el NSQ tiene una escasa proyeccidn sobre los centros reguladores de la vigilia y el
suefio (Watts y col., 1987). En lugar de esto, el grueso de las proyecciones del NSQ alcanzan al
area subventricular, desde cuya regidon ventral parten proyecciones hacia el nucleo
dorsomedial hipotaldmico (Chou y col., 2003; Deurveilher y Semba, 2005). Por su parte, el
nucleo dorsomedial hipotaldmico contiene neuronas inhibitorias que proyectan sobre el POVL

y excitadoras que proyectan sobre las neuronas orexinérgicas del hipotadlamo lateral (Chou y
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col., 2003; Thompson vy col., 1996), mediando, de esta forma, entre el NSQ y los sistemas

reguladores del ciclo vigilia-suefio.

1.1.5 El periodo de transicion a suefio REM

Uno de los aspectos menos estudiados de la fase REM del suefio es su desarrollo como
estado. La primera aproximacion a este fendmeno proviene del estudio de la actividad de
unidades en la corteza que realizaron McCarley y Hobson (1970). Estos autores describieron la
existencia de un periodo, de aproximadamente un minuto de duracién en el gato, durante el
que las neuronas corticales experimentaron, hacia el final de la fase NREM, un incremento
progresivo en su tasa de disparo, hasta alcanzar sus frecuencias tipicas de la fase REM. En base
a esta observacién se establecid el concepto de transicidn, en alusiéon al cambio gradual del
paso de la fase NREM a la REM. Posteriormente, otros estudios confirmaron la presencia de
cambios graduales en la actividad cortical (Gottesmann, 1973, 1992, 1996; Gottesmann y col.,
1984; Trachsel y col., 1988; Glin y col., 1991; Neckelmann y Ursin, 1993; Benington y col., 1994;
Mandile y col., 1996; Ferri y col., 2001, Kirov y Moyanova, 2002; Capitani y col., 2005), la onda
PGO (Steriade y col., 1989; Datta y Hobson, 1994; Datta, 1997; Escudero y Mdarquez-Ruiz,
2008), la actividad muscular (Orem y col., 2000; Lu y col., 2005), el comportamiento de las
motoneuronas (Nakamura y col., 1978; Chase y col., 1980; Escudero y Marquez-Ruiz, 2008) y

en los movimientos oculares (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008).

Como ya se ha tratado anteriormente, el sistema de control de la entrada en la fase
REM, se caracteriza por la presencia de dos poblaciones de neuronas, denominadas REM-on y
REM-off, que se inhiben de manera mutua (Lu y col., 2006b). Este tipo de organizacion tiene la
propiedad de producir cambios rapidos de estado, al inhibirse una de las poblaciones como
resultado de la activacidn de la poblacidn antagdnica (Saper y col., 2001). Pese a la rapidez de
este mecanismo, se cree que la existencia del periodo de transicién, es una consecuencia de la
gran cantidad de elementos que componen cada uno de los circuitos y que deben ser
silenciados o activados para desarrollar la fase REM (Saper y col.,, 2010). En base a esta
interpretacion, resulta logico definir el estado de transicion como el intervalo en que se
producen los cambios que afectan a cada una de las poblaciones que estan implicadas en el

desarrollo de la fase REM.
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Desafortunadamente, los intentos de caracterizar el periodo de transicion como un
fendmeno sistémico, en base a varios de los parametros definitorios de la fase REM, han sido

escasos y con resultados dispares.

1.2 La caracterizacidn del ciclo vigilia-suefo

De acuerdo con la definicidon proporcionada por Steriade y McCarley, “un estado puede
definirse como el conjunto de valores de un grupo de variables indicadoras de un organismo,
que se mantienen durante un determinado intervalo de tiempo y se repiten periédicamente”
(Steriade y McCarley, 2005). En este contexto, las variables indicadoras no constituyen, por si
mismas, el estado, sino que son empleadas por su fiabilidad a la hora de predecir los valores

presentes en otras muchas variables que conforman el estado en si.

De esta forma, los tres estados de alerta principales —vigilia, fase NREM y fase REM-, se
han identificados clasicamente, de manera objetiva y con gran fiabilidad, en base a tres
variables fisioldgicas que incluyen los ritmos del electroencefalograma (EEG), el tono muscular

y los movimientos oculares.

En base a estas tres variables, |a vigilia se caracteriza por la presencia de un EEG de baja
amplitud y alta frecuencia, actividades fasicas y tonicas que se sobreponen al tono muscular en
el electromiograma (EMG) y la presencia de movimientos oculares relacionados con la
actividad del animal. El paso a la fase NREM, se caracteriza por el desarrollo de un EEG de gran
amplitud y baja frecuencia, acompafiado, a nivel motor, por la pérdida de las actividades
fasicas y un descenso en el tono muscular. De manera general, el EEG durante la fase REM se
caracteriza por la presencia de un marcado ritmo theta, oscilaciones de baja amplitud y alta
frecuencia, y el componente occipital de la onda ponto-geniculo-occipital (PGO). Desde el
punto de vista motor, la fase REM se caracteriza por la pérdida del tono de la musculatura
antigravitatoria, la presencia de fasciculaciones musculares de corta duracion y el desarrollo de

movimientos oculares rapidos.

Clasicamente, las actividades durante la fase REM del suefio se han subdividido en
fendmenos tdnicos, entendidos como aquellos que se mantienen sin interrupcién a lo largo de
cada episodio, y fendmenos fasicos, que ocurren de manera breve y en multiples ocasiones
durante cada episodio (Dement, 1969). De acuerdo con este criterio, la actividad cortical de
baja amplitud y alta frecuencia, el ritmo theta de hipocampo y la atonia de la musculatura

antigravitatoria, se consideran las actividades ténicas mas representativas de la fase REM. Asi
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mismo, los movimientos oculares rapidos, las ondas PGO y las fasciculaciones de la
musculatura somatica, se consideran actividades fasicas caracteristicas de la fase REM. No
obstante, como se tratard mas adelante, evidencias recientes apuntan a la necesidad de

revisar algunos de estos criterios.

1.2.1 Actividades tdnicas y fasicas de los sistemas motores
1.2.1.1 El comportamiento de los sistemas motores durante la fase REM

Durante la fase REM, el tono muscular antigravitatorio, disminuido durante la fase
NREM, desaparece completamente, constituyendo el principal aspecto ténico a nivel motor.
Ademas de por esta atonia, la fase REM se caracteriza por la presencia de activaciones fasicas
aisladas o en pequefios brotes. Estd bien establecido que estos comportamientos son el
resultado de la actividad de las motoneuronas somaticas y espinales, las cuales sufren una leve
hiperpolarizacién tdnica con el paso de la vigilia a la fase NREM, causando el descenso en el
tono muscular (Morales y Chase, 1978 y 1981; Nakamura y col., 1978). Con el paso a REM, la
hiperpolarizacién ténica de las motoneuronas espinales se hace mas acusada y, sobre esta
hiperpolarizacién, se superponen ciclos fasicos, en cada uno de los cuales la motoneurona
sufre una breve despolarizacion, precedida de una rdpida hiperpolarizaciéon. Durante la
despolarizacién fasica la motoneurona produce un brote de pocos potenciales de accidn,
responsables de las activaciones fasicas que se registran en la musculatura durante la fase

REM (Chase y Morales, 1983).

Durante décadas, diferentes laboratorios han realizado estudios de la actividad de
neuronas aislada (Karlsson y col., 2005), de la respuesta a la estimulacidn e inhibicidn eléctrica
y farmacolégica (Mitler y Dement, 1974; Baghdoyan y col., 1987; Vanni-Mercier y col., 1989;
Yamamoto y col.,, 1990; Hajnik y col., 2000; Blanco-Centurién y col., 2007) y del efecto de
lesiones en distintas estructuras (Mouret y col., 1967; Morrison, 1988; Sanford y col., 2001;
Karlsson y col., 2005), concluyendo que el control de la actividad motora durante REM, se

inicia a nivel de las neuronas REM-on de la formacidn reticular del puente.

La concepcidon actual del mecanismo de inhibicion ténica de la motoneurona,
comprende dos vias paralelas con origen en las proyecciones excitadoras de las neuronas de la
formacioén reticular del puente. Una de estas vias, implica la excitacién de poblaciones
neuronales glicinérgicas en la regidn ventral de la formacion reticular del bulbo, que proyectan

sobre las motoneuronas espinales (Holstege y Bongers, 1991) y las inhiben (Magoun y Rhines,
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1946; Siegel y col., 1983; Lai y Siegel, 1988; Yamuy y col., 1994; Boissard y col., 2003). La otra
via, se basa en una proyeccion directa, desde la formacidon reticular del puente, sobre las
interneuronas inhibitorias espinales que inhiben a las motoneuronas (Lu y col., 2006b;

Vetrivelan y col., 2009; Krenzer y col., 2011).

1.2.1.2 El sistema oculomotor

El sistema oculomotor es, probablemente, el sistema motor mejor conocido. La facilidad
con la que se registran los movimientos oculares, la simplicidad de su organizacién motora y el
numero reducido de grados de libertad, junto con la localizacidn troncoencefalica del sistema

premotor y de las motoneuronas, ha permitido un estudio exhaustivo a todos los niveles.

No obstante, a pesar del amplio conocimiento que se tiene del comportamiento
oculomotor durante la vigilia, y de que fueran los movimientos oculares los que condujeron al
descubrimiento de la fase REM, la informacién sobre su actividad durante el suefio continta

siendo muy limitada.

1.2.1.2.1 La musculatura extraocular

Con escasas excepciones, la presencia de cuatro musculos rectos (superior, inferior,
medial y lateral) y dos oblicuos (superior e inferior), es una constante en la escala filogenética
desde los ciclédstomos. Algunas especies presentan ademds el musculo retractor bulbi y el
elevador del parpado superior (Spencer y Porter, 2006). La accién de cada uno de estos
musculos varia entre especies en base a pardmetros como la ubicacién frontal o lateral de los
ojos, la insercion de la musculatura en respecto del plano ecuatorial del globo o la orientacidn

de los canales semicirculares (Simpson y Graf, 1981; Ezure y Graf, 1984).

Los cuatro musculos rectos y el oblicuo superior tienen su origen en el anillo tendinoso
de Zinn que rodea el foramen dptico, mientras que el oblicuo inferior se origina en el hueso
maxilar localizado en la region nasal de la orbita (Sevel, 1986). Los rectos medial, lateral,
superior e inferior se insertan en la esclerética por delante del ecuador del globo ocular, en las
regiones nasal, temporal, superior e inferior, respectivamente. El oblicuo superior se aproxima
al globo desde su regién anterior y se inserta por detrds del ecuador, en especies con visidn
frontal y, por delante, en mamiferos con disposicion lateral de los ojos. El oblicuo inferior,

discurre por debajo del tenddn del recto inferior y se inserta en la region temporal del globo,
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medial al tenddn del recto lateral. Al igual que en el oblicuo superior, la insercion del inferior
se localiza por detras del ecuador del ojo, en animales con vision frontal, y por delante en

animales con disposicién lateral de los ojos (Spencer y Porter, 2006).

El recto medial y el recto lateral, se insertan de manera simétrica en la regién nasal y
temporal del ojo, siendo funcionalmente antagdnicos y generando movimientos de aducciény
abduccidn, respectivamente. Al igual que con los rectos medial y lateral, el recto superior y el
recto inferior forman un par antagdnico, cuyas inserciones, en la regidn superior e inferior del
globo ocular, generan movimientos primarios de supraduccién e infraduccién,
respectivamente. No obstante, el dngulo lateral con que se insertan el recto superior e inferior
en el ojo, genera una componente secundaria, que varia entre especies en funcién angulo de
insercién. El recto superior, en animales de visién frontal, genera componentes secundarios
del movimiento en aduccidn e intorsion, mientras que en animales de visidn lateral, contribuye
a la extorsion y abduccion del ojo. El recto inferior en animales con visidon frontal, genera
componentes secundarias de aduccidn y extorsién, mientras que en animales de visién lateral
genera componentes secundarias de intorsion y abduccidn (Simpson y Graf., 1981; Spencer y

Porter, 2006).

La funcidn primaria del musculo oblicuo superior, consiste en la intorsidon del globo
ocular y produce secundariamente, en animales con vision frontal, infraduccion y abduccion,
mientras que en animales de visidn lateral cumple las funciones secundarias de supraducciény
aduccidn. La funcién primaria del oblicuo inferior, antagdnico al oblicuo superior, implica la
extorsion del globo ocular. Las funciones secundarias del oblicuo inferior incluyen,
supraducciéon y abduccion en animales de visidn frontal, e infraduccidén y aduccién, en animales

de vision lateral.

El elevador del parpado superior, se origina en la region orbital del hueso esfenoides,
sobre el foramen 6ptico, y en el origen del recto superior, con el que comparte un mismo
origen embrioldgico (Gilbert, 1947). Pese a que este musculo se inserta en la piel y en la placa
tarsal del parpado superior, siendo su funcién principal la elevacién del parpado, ejerce una
influencia indirecta sobre los movimientos oculares a través de la fusidon parcial de su

aponeurosis con el tenddn del recto superior.

Junto con los musculos anteriormente descritos, muchos vertebrados presentan
musculos extraoculares accesorios que, en la mayoria de las especies, constituyen el musculo
retractor bulbi. La funcién de este musculo consiste en la retraccién del globo ocular en la

cuenca, permitiendo el cierre pasivo de la membrana nictitante. El retractor bulbi cuenta con
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entre dos y cuatro fasciculos en mamiferos con membrana nictitante funcional, y esta reducido
a una Unica rama en primates, en los que presenta una funcién andloga a la del recto lateral,

por lo que se le denomina recto lateral accesorio (Spencer y Porter, 2006).

La ejecucion de movimientos oculares, requiere que la musculatura extraocular venza
las fuerzas viscosas de los tejidos que sostienen al ojo en su drbita, y que dificultan el inicio del
movimiento, asi como las fuerzas eldsticas que, una vez que el ojo rota a una posicion
excéntrica, tienden a devolver al ojo a su posicién primaria. Para vencer las fuerzas viscosas y
ejecutar movimientos oculares, es precisa la acciéon de fibras de contraccién rapida, que
respondan a la actividad fasica procedente de los nucleos oculomotores. El mantenimiento de
la posicion, puede realizarse gracias a fibras resistentes a la fatiga, cuyo grado de contraccion
estd determinado por la tasa de disparo tdénica de las motoneuronas de los nucleos
oculomotores. Estos dos tipos de fibras, fasicas y tdnicas, presentan una distribucién desigual
en los musculos extraoculares, siendo las fibras de contraccién rdpida mas abundantes en la
seccion mas cercana al globo ocular -capa global-, y las fibras de resistencia a la fatiga mas

abundantes en la regién mas cercana a la cavidad orbitaria -capa orbital- (Leigh y Zee, 2006).

1.2.1.2.2 Comportamiento de las motoneuronas extraoculares

Las motoneuronas que controlan la musculatura extraocular, se agrupan en tres nucleos
motores que se localizan en el tronco del encéfalo. Concretamente, en el niucleo del motor
ocular comun, se encuentran las motoneuronas que inervan a los musculos recto medial, recto
inferior y oblicuo superior homolaterales, y al recto superior y al elevador del parpado
contralaterales. El nucleo troclear inerva mayoritariamente al oblicuo superior contralateral,
con escasa inervacion sobre el oblicuo superior homolateral. El nicleo del motor ocular
externo, inerva principalmente al musculo recto lateral, existiendo en algunas especies una
pequefia proporcién de motoneuronas que inervan al musculo retractor bulbi. Junto con estos
tres nucleos principales, muchos vertebrados presentan un nucleo, el motor ocular externo

accesorio, en el que se encuentran las motoneuronas que inervan al retractor bulbi.

Todas las motoneuronas extraoculares actian de manera similar. Integran la
informacién que reciben de las neuronas premotoras, y producen patrones de disparo fasicos y
tdnicos, que codifican la velocidad y posicion del ojo, respectivamente (Robinson, 1964). En
relacidn a los movimientos oculares, cada motoneurona presenta una direccion de activacion,

siendo la tasa de disparo fasica que desarrollan, directamente proporcional al pico de
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velocidad del movimiento en dicha direccién. Cuando el movimiento se desarrolla en la
direccion de inactivacién, la motoneurona realiza una pausa durante la ejecucién del
movimiento. Durante las fijaciones, las motoneuronas presentan un patrén de disparo ténico,
cuya frecuencia guarda una relacién lineal con la posicién del ojo en la érbita, incrementando
en la direccion de activacion (Fuchs y Luschei, 1970; Delgado-Garcia y col., 1986; McCrea y col.,

1986).

Dada la organizacién anatémica de la musculatura extraocular, la ejecucion de los
movimientos oculares requiere de la activacidn e inhibicion fasica de los diferentes pares de
musculos antagodnicos. Las entradas fasicas a las motoneuronas extraoculares, provienen de las
neuronas de brote excitador e inhibidor, las cuales producen brotes de potenciales de accion
antes y durante la ejecucién de los movimientos oculares. Las neuronas de brote excitador,
gue intervienen en la generacién de sacadicos horizontales, se localizan a nivel del nucleo
reticular oral del puente (Grantyn y col., 1980; Igusa y col., 1980; Sasaki y Shimazu, 1981;
Strassman y col., 1986a; Escudero y Delgado-Garcia, 1988; Hepp y col., 1989), mientras que las
implicadas en la generacion de movimientos verticales y torsionales, se localizan en el nucleo
rostral intersticial del fasciculo longitudinal medial (Bittner y col., 1977; Villis y col., 1989;
Crawford y Vilis, 1992). Las neuronas de brote inhibidor, implicadas en la generacién de
movimientos en el plano horizontal, se localizan en la formacidn reticular dorso-medial del
bulbo (Langer y col., 1986; Strassman y col., 1986b; Escudero y Delgado-Garcia, 1988; Scudder
y col., 1988), mientras que las implicadas en los movimientos verticales y torsionales, se
localizan en el nucleo rostral intersticial del fasciculo longitudinal medial (Spencer y Wang,

1996).

Una vez que se alcanza la diana, las motoneuronas deben mantener una tasa de disparo
ténica que permita conservar la posicion del ojo en la ¢rbita. La entrada premotora
responsable de este comportamiento, se produce a nivel de circuitos de neuronas que
permiten la integracion de la seial de velocidad, generando la sefial de posicién ocular. Estos
circuitos se localizan a nivel del nucleo prepositus hipoglossi en el caso de la sefial de posicidn
para el plano horizontal (Lopez-Barneo y col., 1982; Delgado-Garcia y col., 1989; Escudero y
col., 1992; Moschovakis, 1997) y en el nucleo intersticial de Cajal, en el caso de los
movimientos en el plano vertical (Fukushima, 1987; Fukushima y col., 1992). Junto con las
sefiales procedentes de estos generadores de posicidn, las motoneuronas reciben una sefial
ténica de velocidad desde los nucleos vestibulares, que es proporcional a la velocidad de la

cabeza (Highstein y McCrea, 1988; Highstein y Holstein, 2006).
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1.2.1.2.3 Los movimientos oculares durante la vigilia

La actividad ocular durante los periodos de vigilia, se caracteriza por la presencia de
fijaciones que se alternan con la ejecucidon de movimientos, asociados principalmente con la
estimulacion procedente de la via visual y vestibular. Los tipos de movimientos oculares que se
desarrollan durante la vigilia, pueden clasificarse como reflejo vestibulo-ocular, reflejo
optocinético, movimientos sacddicos, seguimientos y vergencias. En la escala filogenética, los
reflejos vestibulo-ocular y optocinético fueron los primeros en desarrollarse, ante la necesidad
de mantener estable la imagen sobre la retina, en respuesta a los desplazamientos de la
cabeza en el medio. La progresiva especializacion de la retina con la apariciéon de una region de
mayor agudeza visual denominada févea, motivd la aparicion de los movimientos sacadicos, de
seguimiento y vergencias, con los que dirigir la févea hacia los objetos de interés en el campo
visual (Dodge, 1903). No obstante, en animales afoveados, como la rata o el conejo, se
mantiene la capacidad de ejecutar movimientos sacadicos, que se desarrollan en asociacion a

movimientos de la cabeza (Collewijn, 1977; Fuller, 1980 y 1985; Escudero y Vidal, 1996).

Los movimientos oculares que se desarrollan durante la vigilia, tienen en comudn que la
relacidon entre la amplitud, el pico de velocidad y la duracidn del movimiento, siguen una
relacidn lineal. El rango de valores de esta relacidon es lo que se conoce como secuencia
principal (Boghen y col., 1974; Bahill y col., 1975) y es un parametro caracteristico de cada

especie.

1.2.1.2.4 Los movimientos oculares durante la fase NREM

Durante el periodo de vigilia, la velocidad y numero de movimientos oculares
descienden progresivamente con el incremento de la somnolencia. El paso a la fase NREM se
caracteriza por el cese de la actividad ocular fasica y el desarrollo de movimientos lentos y
erraticos. Descritos en primer lugar en humanos (Aserinsky y Kleitman, 1953 y 1955), este
comportamiento parece ser una tendencia general en mamiferos y se ha confirmado en el
mono (Fuchs y Ron, 1968; Henn y col., 1984), el gato (Fukushima y Fukushima, 1990; Vanni-
Mercier y col., 1994; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008) y el cobaya (Escudero y Vidal, 1996). No
obstante, existen algunas discrepancias en la literatura sobre la tendencia de estos
movimientos erraticos. Durante la fase NREM, la supraduccién de los ojos que esta descrita en
el mono (Fuchs y Ron, 1968) y en la preparacion encéphale isolé del gato (Bon y col., 1980),

contrasta con la infraduccidon y abduccidon registradas en el cobaya (Escudero y Vidal, 1996).
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Por otra parte, en el gato también se ha comunicado la presencia de una tendencia variable en
la posicion vertical del ojo (Vanni-Mercier, 1994), y una abduccién sostenida (Marquez-Ruiz y

Escudero, 2008), similar a la del cobaya.

Mientras que estas discrepancias pueden ser el resultado de las diferencias entre
especies o entre las técnicas de registro, se acepta que el desarrollo de la actividad ocular
durante la fase NREM, es el resultado de la relajacion de los musculos extraoculares, como se
deduce del descenso de actividad de las motoneuronas extraoculares, asi como de las
neuronas premotoras, registradas en el mono (Henn y col., 1984; Fukushima y Fukushima,

1990) y en el gato (Delgado-Garcia y col., 1986; Escudero y Marquez-Ruiz, 2008).

1.2.1.2.5 Los movimientos oculares durante la fase REM

Como se comentd anteriormente, a pesar de constituir uno de los principales signos que
definen y dan nombre a la fase REM, el conocimiento de los movimientos oculares durante
esta fase, continla siendo limitado casi 65 afios después de su descubrimiento (Aserinsky y
Kleitman, 1953 y 1955). Los primeros estudios sobre los movimientos oculares en la fase REM,
registrados mediante electro-oculografia (EOG), describieron que estos movimientos eran
similares a los de vigilia (Weitzman, 1961; Roffwarg y col.,, 1962; Jeannerod y col., 1965;
Herman y col., 1983). Esta similitud, junto con el contenido de las ensofiaciones de esta fase
(Blake y col., 1939), llevaron a proponer que la actividad oculomotora durante la fase REM, era
el resultado de la exploracién de la imagineria visual asociada a la ensofiaciéon (Dement y
Kleitman, 1957a y b; Dement y Wolpert, 1958; Berger y Oswald, 1962; Roffwarg y col., 1962;
Herman y col., 1983). No obstante, estudios posteriores con la técnica del seguidor magnético
de la posicién ocular (Fuchs y Robinson, 1966), plantearon dudas sobre estas interpretaciones,
al demostrar que las actividades fasicas y tdnicas durante la fase REM, eran muy diferentes a
las de la vigilia (Fuchs y Ron, 1968; Vanni-Mercier y col., 1994; Escudero y Vidal, 1996; Zhou y
King, 1997; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008).

Concretamente, la actividad fasica durante REM, se compone de brotes de movimientos
con una alta ritmicidad (7-10 Hz), que producen trayectorias circulares en el movimiento del
ojo (Fuchs y Ron, 1968; Escudero y Vidal, 1996). Estos movimientos rapidos, son complejos y
estdn formados por dos componentes consecutivos y de direccidn opuesta, cuya ocurrencia
coincide con la presencia de ondas PGO (Escudero y Marquez-Ruiz, 2008; Marquez-Ruiz y

Escudero 2008). Existe una gran controversia sobre las propiedades dindmicas de estos
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movimientos y, distintos autores han propuesto que la relacion velocidad-amplitud de los
movimientos oculares durante la fase REM puede ser igual (Zhou y King, 1997), mayor (Vanni-
Mercier vy col., 1994; Escudero y Vidal, 1996; Marquez-Ruiz y Escudero 2008) o menor (Fuchs y

Ron, 1968) que durante la vigilia.

Por otra parte, los estudios con la técnica del seguidor magnético de la posicion ocular,
también han revelado la existencia de fendmenos tonicos, consistentes en una tendencia a la
infraduccidn y convergencia de los ojos, que se mantiene durante la fase REM en el mono
(Zhou y King, 1997) y el gato (Mdarquez-Ruiz y Escudero 2008). No obstante, dado que estos
estudios se realizaron en especies de vision frontal, se desconoce si estas tendencias son
comunes a los animales con ojos laterales o estan influenciadas por la anatomia de la

musculatura extraocular.

Cabe destacar, que el Unico estudio que hasta la fecha combina la técnica del seguidor
magnético con el registro de unidades, ha demostrado que tanto la tendencia ténica como los
fendmenos fasicos durante la fase REM, son el resultado de una inhibicion ténica y patrones
consecutivos de inhibiciones y activaciones fasicas de las motoneuronas extraoculares
(Escudero y Marquez-Ruiz, 2008). Este tipo de actividad, se asemeja a lo anteriormente
descrito para otras poblaciones de motoneuronas durante la fase REM (Glenn y col., 1978;
Chase y Morales; 1983; Glenn y Dement; 1985), por lo que la actividad del sistema oculomotor

no parece necesariamente relacionada con la exploracién visual.

1.2.2 Actividades ténicas y fasicas de la actividad EEG

La presencia de corrientes eléctricas en el cerebro y sus variaciones con los cambios de
comportamiento, se describid, por primera vez, en los trabajos de Richard Caton (1875). No
obstante, no fue hasta las primeras décadas del s. XX cuando Hans Berger caracterizod la
naturaleza oscilatoria de estas corrientes en el ser humano y acuid el término
electroencefalograma (Berger, 1929). Desde estas primeras descripciones, el EEG se ha

convertido en una de las principales herramientas para el estudio de la actividad cerebral.

1.2.2.1 Origen y propiedades de la actividad EEG

Las corrientes eléctricas que se registran en el EEG, tienen su origen en los cambios de

potencial que experimentan las poblaciones de células excitables que componen el cerebro.
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Especificamente, el aporte predominante a la sefal EEG, proviene de las células piramidales,
las cuales, por su numero y disposicion en la corteza cerebral, son captadas con mayor

facilidad por los electrodos de registro (Kropotov, 2009).

Las células piramidales, son neuronas con una fuerte polarizacién anatédmica, que se
disponen perpendicularmente a la superficie de la corteza cerebral. Su soma se localiza en la
region basal y de él parten numerosas dendritas basales de escaso alcance y una dendrita de
mayor longitud que se dirige hacia la capa mas superficial de la corteza. Esta disposicién hace
de la célula piramidal un dipolo eléctrico, ya que la apertura de canales en la dendrita apical,
genera un desbalance de cargas que la hacen negativa respecto del soma, mientras que la
apertura de canales en las dendritas basales, genera un polo negativo en la regién del soma,

respecto de la dendrita apical.

La sefial EEG que se registra desde la superficie de la corteza, es el resultado de la suma
de miles de dipolos generados por la actividad colectiva de las células piramidales. Por tanto, la
visualizacidn de cargas desde la superficie, no solo requiere de la orientacién anatdmica de las
células piramidales, sino de la sincronizacidn de éstas, para producir una polaridad neta en la
superficie cortical. A su vez, los cambios ciclicos producidos en la orientacién de los dipolos,
como resultado de la apertura y cierre de canales, generan variaciones ciclicas de la amplitud
de la sefial, que se traduce como oscilaciones del potencial eléctrico que se registra en la

superficie.

Las oscilaciones de voltaje se pueden caracterizar en base a tres parametros: 1) la
frecuencia, determinada por el nimero de repeticiones o ciclos que se producen por unidad de
tiempo, comunmente expresada en hertzios o ciclos por segundo; 2) la amplitud o magnitud
de la variacion maxima con respecto al valor de referencia; y 3) la fase o momento de
ocurrencia de los picos de amplitud respecto de un instante de referencia, habitualmente

expresada en grados o radianes.

Clasicamente, las oscilaciones del EEG se han ido nombrado por el orden de su
descubrimiento, mediante una letra griega que engloba a las oscilaciones que se registran en
un mismo rango de frecuencias. De esta forma, alfa (8-13 Hz), beta (10-30 Hz), gamma (30-80
Hz), delta (1,5-4 Hz) y theta (4-10 Hz), fueron las primeras en ser descritas, si bien coexisten
con otras bandas descubiertas posteriormente. Los diferentes tipos de oscilaciones también se
han identificado en base a su presencia en regiones concretas de la corteza y por su asociacion

a tareas o estados concretos. Con pequefias variaciones especificas, el contenido en frecuencia
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de estas bandas es comun al grueso de especies de mamiferos estudiadas, siendo la presencia

y amplitud de unos u otros tipos de oscilaciones, representativa de cada estado de alerta.

1.2.2.2 Caracteristicas del EEG durante la fase REM

Durante la caracterizacién de la fase REM en el gato, Jouvet y colaboradores (1959)
llamaron a este periodo sommeil paradoxal, en alusidén a lo paraddjico de la actividad EEG,
cuyo perfil de frecuencia y amplitud resultaba indistinguible del EEG de vigilia, a pesar de los
cambios evidentes de comportamiento. Posteriormente, esta similitud entre el EEG de la fase
REM vy de la vigilia, se ha confirmado en todas las especies de mamiferos estudiadas (Siegel,

2009).

La actividad EEG, durante la vigilia y la fase REM, se caracteriza por la presencia de
oscilaciones rapidas y de escasa amplitud. Este perfil es el resultado de la activacién del tronco
del encéfalo, con el consiguiente predominio de las entradas excitadoras a la corteza a través
del sistema activador ascendente, que origina sincronizacidon de las células piramidales en
areas corticales que presentan relacién funcional (Brown y col., 2012). Durante los estados
activos, se desarrollan también oscilaciones de menor frecuencia entre las que destaca el

ritmo theta.

1.2.2.2.1 El ritmo theta

Consistente en una oscilacidn regular y de gran amplitud que, seguin la especie, varia
entre 4y 7 Hz en el humano, el gato y el conejo, y entre 6 y 10 Hz en la rata y el ratdn (Steriade
y McCarley, 2005), el ritmo theta constituye una de las principales caracteristicas de los
estados de activacion en mamiferos y el principal componente ténico del EEG durante la fase
REM (Grastydn y Karmos, 1961; Dement, 1969; Robinson y col., 1977; Steriade y McCarley,
2005; Brown y col., 2012; Zhang y col., 2016). Durante la vigilia, la actividad theta se ha
relacionado con diferentes tipos de tareas, como procesamiento de informacion, aprendizaje
(Elazar y Adey, 1967; Landfield y col. 1972; Hsieh y Ranganath, 2014), mantenimiento de la
atencion (Green y Arduini, 1954) navegacion espacial y ejecucién de actividades motoras no
reflejas (Buzsaki y Moser, 2013; Agarwal y col., 2014; Zhang y col., 2016). Durante la fase REM,
se acepta que el ritmo theta se desarrolla como una actividad ténica que se mantiene a lo

largo de cada episodio (Robinson y col., 1977).
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Con origen en la region septo hipocampal (Petsche y col., 1962), el ritmo theta se ha
estudiado ampliamente en roedores, en los que constituye un claro componente de la sefal
EEG, debido a la localizacidon del hipocampo, préximo a la superficie dorsal del cerebro. El
estudio del ritmo theta en roedores, ha revelado la existencia de dos tipos de oscilaciones, que
son producidas por diferentes conductancias idnicas, durante la vigilia. Las oscilaciones entre 4
y 7 Hz, caracteristicas de la vigilia inmavil, y las oscilaciones entre 7 y 12 Hz, que se han
relacionado con los periodos de movimiento (Kramis y col., 1975). Durante la fase REM, la
actividad theta parece estar formada por una mezcla de estos dos tipos de actividad, de modo
que hay una oscilaciéon continua similar al ritmo theta lento de la vigilia inmdvil, y periodos de
mayor frecuencia, correspondientes al ritmo theta, mas rapido, de la vigilia activa (Robinson y
col., 1977). La presencia de estos incrementos de frecuencia, se ha descrito durante la
ocurrencia de eventos fasicos como grupos de movimientos oculares, ondas PGO,
fasciculaciones musculares y cambios en la regularidad y frecuencia de los ritmos cardiaco y
respiratorio (Sakai y col., 1973; Sano y col., 1973; Robinson y col., 1977; Lerma y Garcia-Austt,
1985; Sei y Morita, 1996; Rowe y col., 1999; Karashima y col., 2004 y 2005).

Esta relacidon, no resulta sorprendente si se considera que la produccion del ritmo theta
se controla desde la misma regidon que también estd implicada en la mayoria de eventos
fasicos que se desarrollan durante la fase REM. Los estudios de estimulacion eléctrica, han
revelado que el control de la actividad theta del hipocampo ocurre principalmente por la
actividad de neuronas glutamatérgicas, de disparo ténico, del nucleo reticular oral del puente
(Vertes, 1979; Vertes, 1981; Nufiez y col., 1991; Vertes y col. 1993; Vertes y Kocsis, 1997). Este
disparo ténico se transforma en un patrén ritmico a nivel de las neuronas glutamatérgicas del
nucleo supramamilar (Kirk y McNaughton, 1991; Kocsis y Vertes, 1994; Bland y col., 1995 ; Kirk
y col., 1996). A su vez, las neuronas del ntcleo supramamilar activan a neuronas colinérgicas y
GABAérgicas del septo medial, que parecen actuar como marcapasos, regulando la produccion
de theta en el hipocampo (Borhegyi y col., 2004) a través de proyecciones sobre las células
piramidales y las interneuronas inhibidoras (Mosko y col., 1973; Buzsaki y col. 1983). Este
control de las neuronas del septo medial, parece implicar también a las neuronas
glutamatérgicas de la region dorsal al LC, cuya actividad se cree necesaria para la generacion

del ritmo theta durante la fase REM (Lu y col., 2006b).

No obstante, la produccién del ritmo theta en el hipocampo no estd determinada
Unicamente por la actividad del septo medial, como sugieren las entradas procedentes de la
corteza entorrinal (Buzsaki y col. 1983), cuyas neuronas disparan en fase con el ritmo theta

(Alonso y Garcia-Ausst, 1987a y 1987b). Estudios basados en la lesién de la corteza entorrinal,
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han demostrado la necesidad de esta proyeccion en la produccion del ritmo theta, durante los
comportamientos exploratorios en la rata. Estos resultados, sugieren que el ritmo theta en el
hipocampo no es consecuencia de la actividad de un marcapasos Unico, sino el resultado de las
interacciones entre diferentes osciladores (Steriade y McCarley, 2005; Colgin, 2013). En este
sentido, estudios in vitro, han mostrado que el ritmo theta puede generarse en ausencia del
septo medial (Goutagny y col., 2009), sugiriendo que también puede ser consecuencia de las

interacciones locales entre interneuronas y células piramidales (Colgin, 2013).

Finalmente, pese a la importancia que el componente del hipocampo tiene sobre la
sefial EEG como consecuencia de los fenédmenos de conduccién de volumen, la presencia de
neuronas que disparan en el rango de theta en la corteza entorrinal (Alonso y Garcia-Ausst,
1987a y 1987b) y cingulada (Borst y col., 1987; Leung y Borst, 1987), implica que, al menos

parte de la sefial EEG en el rango theta, tiene un origen cortical.

1.2.2.2.2 Gamma y alta frecuencia

Las actividades gamma (30-100 Hz) y las oscilaciones de alta frecuencia en el rango entre
110 y 160 Hz, constituyen las principales componentes rapidas del EEG durante los estados

activos.

Las oscilaciones gamma se han descrito, cldsicamente, como actividades desincronizadas
del EEG, que se desarrollan de forma tdnica durante la vigilia y la fase REM. Durante la vigilia,
las oscilaciones gamma aparecen de forma constitutiva, se desarrollan en amplias regiones
corticales y se ven incrementadas por la presentacion de estimulos sensoriales. El mecanismo
por el que se cree que se desarrollan las oscilaciones gamma, tanto durante vigilia como
durante la fase REM, se basa en la actividad de una subpoblacién de interneuronas
GABAérgicas, que contienen parvalbumina, y que hacen sinapsis sobre el soma y cono axdnico
de las células piramidales, de las que reciben entradas excitadoras (Fisahn y col., 1998;
Whittington y col., 2000; Borgers y col., 2005; Brown y col., 2012). A su vez, las interneuronas
inhibidoras se encuentran acopladas mediante sinapsis eléctricas y quimicas. Este tipo de
organizacién, no solo favorece la sincronia de las interneuronas en la generacién del ritmo
gamma, sino que se cree que juega un papel fundamental en la organizacién de las
oscilaciones gamma, las cuales sufren variaciones transitorias de amplitud, que se puede

acoplar a la fase del ritmo theta (Brown y col., 2012).
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Las evidencias experimentales que sustentan el papel de las interneuronas GABAérgicas
en la generacién de theta, incluyen el bloqueo de las oscilaciones gamma in vitro, en respuesta
a la presencia de antagonistas GABAérgicos (Whittington y col., 1995; Fisahn y col., 1998). A si
mismo, se ha demostrado in vivo, que las interneuronas GABAérgicas, que contienen
parvarbimina, disparan en el mismo rango de frecuencia y en fase con las oscilaciones gamma
(Bragin y col., 1995; Tukker y col., 2007; Puig y col., 2008). Por otra parte, la estimulacion
especifica de las interneuronas con parvalbimina puede generar oscilaciones gamma,

mientras que su inhibicién las bloquea (Cardin y col., 2009; Sohal y col., 2009).

Actualmente, la vision mas extendida, contempla a las oscilaciones en el rango de
gamma, como el resultado de la actividad simultanea de multiples osciladores, que permiten la
interaccion de redes neuronales que procesan informacion relacionada, y conducen a la
integracion temporal y al procesamiento en paralelo de la informacion (Llinas y Ribary, 1993;
Fries y col., 2007; Colgin y col., 2009). En este sentido, se ha demostrado que la integracion
temporal de las oscilaciones gamma en areas corticales especificas, se produce como resultado
del acoplamiento a la fase del ritmo theta, el cual varia en funcién de las tareas que se
ejecutan durante los periodos de vigilia (Canolty y col. 2006). El acoplamiento de la actividad
gamma al ritmo theta, durante la vigilia y la fase REM, es un fendmeno bien caracterizado en la
corteza y en el hipocampo (Canolty y col., 2006; Belluscio y col., 2012; Brankack y col., 2012).
Este acoplamiento es mayor durante la fase REM y consistente con un incremento de
coherencia en la banda gamma (Colgin y col., 2009). Se ha sugerido que el incremento de la
coherencia de las oscilaciones gamma durante la fase REM, favoreceria el trasvase de
informacién desde el hipocampo a la corteza, y podria jugar un papel en la consolidacién de la

memoria que se asocia a esta fase (Montgomery y col., 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, este acoplamiento se consigue mediante
incrementos transitorios de la amplitud de las oscilaciones gamma que ocurren en fase con el
ritmo theta (Montgomery y col., 2008; Brankack y col., 2012). En este sentido, los brotes de
actividad gamma se deben considerar mas como activaciones fésicas, que como actividades

tdnicas, como clasicamente se han interpretado.

Las oscilaciones gamma pueden coexistir con las oscilaciones de alta frecuencia que
también estan asociadas a theta (Tort y col., 2008; Scheffziik y col., 2011; Scheffer-Teixeira y
col., 2012). De hecho, las altas frecuencias se han descrito en algunos estudios como gamma
rapido (Jackson y col., 2011; Scheffzlk y col., 2011). No obstante, esta terminologia puede

generar confusién, ya que, incluso por debajo de los 100 Hz, también se ha descrito la
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existencia de dos oscilaciones gamma de diferente frecuencia y que son diferentes de la de

alta frecuencia (Tort y col., 2008, 2010 y 2013; Colgin y col., 2009; Belluscio y col., 2012).

Pese a que tanto gamma como las oscilaciones de alta frecuencia presentan
acoplamiento con theta en la corteza y en el hipocampo, los registros con un solo electrodo,
muestran que, ambos tipos de oscilaciones, difieren en la relacién de fase con theta, de modo
que gamma alcanza su pico maximo de amplitud varios grados antes que las oscilaciones de
alta frecuencia (Tort y col., 2008; Scheffziik y col., 2011; Scheffer-Teixeira y col., 2012). En base
a este cambio de relacidn, se ha sugerido que ambas oscilaciones se producen como resultado

de diferentes mecanismos (Tort y col., 2013).

Por otra parte, a diferencia de las oscilaciones gamma, las oscilaciones de alta frecuencia
son insensibles al bloqueo de los receptores de glutamato tipo NMDA y AMPA/kainato
(Jackson y col., 2011), lo que constituye otra evidencia de la independencia de estos dos tipos
de oscilacién. El hecho de que la generacidon de las oscilaciones de alta frecuencia sea
insensible al bloqueo del glutamato, implica que el mecanismo de generacién no estd basado
en el bucle de excitacién e inhibicion entre células piramidales e interneuronas inhibitorias,
como en el caso de gamma (Fisahn y col., 1998; Whittington y col., 2000; Borgers y col., 2005;
Whittington y col., 2011). En este sentido, en experimentos in vitro, se han generado
oscilaciones de alrededor de 150 Hz, que, en ausencia de actividad theta, muestran de gran
similitud con las oscilaciones de alta frecuencia (Traub y col., 2002 y 2003). En base a estos
resultados, se ha hipotetizado que la generacion de esta actividad de alta frecuencia es el
resultado de un plexo axonal, acoplado mediante sinapsis eléctricas (Traub y col., 2002 y 2003;

Traub, 2003).

Ademds del cambio en la relacién de fase con theta y la diferente respuesta
farmacoldgica de ambos tipos de oscilacidn, otra evidencia que se ha usado para desvincular
gamma de las oscilaciones de alta frecuencia, es la localizacion del acople con theta en el
hipocampo. El registro en diferentes capas de hipocampo, ha revelado que el acoplamiento de
theta y alta frecuencia se da en las capas mas superficiales, mientras que el acoplamiento
theta-gamma ocurre en estratos mas profundos (Scheffziik y col.,, 2011; Scheffer-Teixeira y

col., 2012).

Existen evidencias de que a lo largo del ciclo vigilia-suefio, el acoplamiento entre theta y
las oscilaciones de alta frecuencia se ve potenciado durante la fase REM (Scheffzik y col.,
2011; Tort y col., 2013), de forma similar a como ocurre con gamma (Branckack y col., 2012).

Considerando las funciones que se atribuyen a la fase REM en los procesos de consolidacién de
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la memoria (Diekelmann y Born; 2010), algunos autores han propuesto que las oscilaciones de
alta frecuencia también pueden jugar un papel importante en estos procesos (Tort y col.,

2013).

El comportamiento de la amplitud de las oscilaciones de alta frecuencia en relacién al
ritmo theta, justifican que al igual que con las oscilaciones gamma, este nuevo tipo de

oscilacidon sea considerado como un fendmeno fasico de la fase REM.
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2 OBJETIVOS

La identificacidn de variables y el analisis de los cambios de actividad en esas variables,
ha constituido el principal abordaje para estudiar el ciclo vigilia-suefio. Durante el suefio, las
variables mas representativas han sido la actividad electroencefalografica, sobre la que se ha
apoyado la identificacion de los procesos que tienen lugar durante la fase NREM vy las
actividades electroencefalografica, muscular y oculomotora, que se han usado, en conjunto,

para la identificacion de los procesos durante la fase REM del suefio.

En base a estas variables, la fase REM se ha identificado por la coexistencia de aspectos
fasicos y tonicos, y el estudio de estos aspectos, y el de los mecanismos responsables de su
generacion, han contribuido en gran medida a la comprensién de este estado y han alentado la

aparicidn de numerosas teorias sobre su funcion.

No obstante, las lagunas en el conocimiento de algunas de estas variables, el
refinamiento y desarrollo de nuevas técnicas de estudio y andlisis, y el cambio de los modelos
de experimentacién animal, ponen de manifiesto la necesidad de revisar, actualizar, adaptar y

profundizar, el conocimiento de las actividades tdnicas y fasicas que caracterizan la fase REM.

Por ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral, ha sido la caracterizacion de

los aspectos tonicos y fasicos de la fase REM en la rata.

Los objetivos concretos han sido:

1. Caracterizar los movimientos oculares durante la fase REM y compararlos con los que
ocurren en otros estados de alerta.

2. Caracterizar el desarrollo de las actividades tdnicas y fasicas del sistema oculomotor,
durante el periodo de transicidn a la fase REM.

3. Disefar y desarrollar una técnica de registro de los movimientos oculares, que
permitiera la identificacién de los fendmenos fdasicos y tdnicos en el sistema
oculomotor, sin la necesidad de inmovilizar y entrenar al animal.

4. Estudiar el desarrollo de actividades tonicas y fasicas en el EEG durante el periodo de
transicidon a la fase REM, y analizar su relacién temporal con el de otras actividades
ténicas y fasicas.

5. Estudiar las actividades theta, como principal aspecto tdénico, y de alta frecuencia
(110 - 160 Hz), como principal aspecto fasico, en el EEG durante la fase REM vy
caracterizar la relacién entre ambas.

6. Estudiar el origen de la actividad de alta frecuencia
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3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Preparacion del animal crénico

Se utilizaron un total de 91 ratas adultas de la cepa Wistar, que se obtuvieron de
distribuidores autorizados de las Universidades de Sevilla y Granada, y de Harlan Laboratories,
San Feliu de Codines. Todos los experimentos se ajustaron a la directiva actual de la Unidn
Europea (2010/63/EU), la normativa espafiola (RD 53/2013) para la proteccién de animales de
experimentacion y las indicaciones del Comité Etico de Experimentacién de la Universidad de

Sevilla.

3.1.1 Anestesia, preoperatorio y generalidades quirurgicas

La preparacion de cada animal se llevé a cabo en una o dos sesiones quirdrgicas. En este
ultimo caso las sesiones se espaciaron entre si no menos de una semana. En cada sesion se

anestesié al animal con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico 60 mg/kg.

En la primera de las intervenciones, una vez anestesiado el animal, se afeitd la parte
superior de la cabeza y del cuello, se lavd la zona con etanol 70% v/v diluido en agua y se
desinfectd con una solucién yodada (Betadine, MEDA pharma, Espaia). Hecho esto, se monto
al animal en un marco estereotaxico DKI-900 (David Kopf Instruments, EE.UU.) en el que el
cero estereotadxico quedé determinado por el punto medio entre las dos barras que se
introdujeron en los meatos auditivos. La orientacidon de la cabeza se determiné por el plano
formado entre el cero estereotaxico y una barra sobre la que se apoyaron el paladar y la
superficie oral de los incisivos. Se colocé al animal sobre una manta eléctrica y se monitorizé la
temperatura rectal a lo largo de toda la cirugia, manteniendo la temperatura en 38 2C. Se
practicd una incisién longitudinal de la piel de la cabeza, a lo largo de la linea media, que se
extendid desde 5 mm por delante de la sutura fronto-parietal, hasta exponer la region mas
caudal del musculo levator auris longus. Se bafié la herida en lidocaina 5% (Braun), tras lo que
se procedio a retirar todo el tejido conjuntivo de la zona de trabajo, dejando al descubierto el

craneo entre las crestas parieto-temporales.

En la segunda intervencion, que se realizé Unicamente en aquellos animales empleados
para el registro de la posicidn ocular, tras anestesiar al animal y fijarlo al marco estereotaxico,
se procedid a desinfectar la periferia del ojo con una solucién yodada. Se aplicé anestésico

local en forma de colirio (Colicursi Anestésico Doble, Alcon Cusi S.A., Espaiia) para insensibilizar
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la superficie del globo ocular y los tejidos anejos. También se aplicé un vasoconstrictor
(Colicursi Atropina 1%, Alcon Cusi S.A., Espafia) para reducir el posible sangrado durante la

intervencion.

3.1.2 Implantacion de electrodos para el registro de la actividad electroencefalografica

Para registrar y caracterizar la actividad cortical, se implantaron electrodos
intracraneales epidurales, en un total de 18 localizaciones que se repartieron entre los huesos
frontales, los parietales y el interparietal (figura 3-1A). Los electrodos se fabricaron a partir de
hilo de plata de 380 um de grosor (A-M Systems, EE.UU.), en los que se fundié un extremo
hasta formar una esfera de aproximadamente 0,5 mm de didmetro. Con el propdsito de
aislarlos eléctricamente, los electrodos se introdujeron en una funda de silicona (A-M Systems,

EE.UU.) y se dejaron ambos extremos descubiertos.

A partir de coordenadas estereotaxicas, se realizaron trépanos hasta exponer las
meninges sobre las localizaciones de registro. El extremo esférico de cada electrodo se
introdujo en una de estas localizaciones, hasta entrar en contacto con la duramadre, y se fijé al

craneo mediante resina acrilica (figura 3-1B).

3.1.3 Implantacion de electrodos usados como referencia

Como puntos de referencia eléctrica se implantaron un electrodo de tierra y otro de
referencia, que se fabricaron del mismo modo que los electrodos de EEG. Segun el
experimento, en parte de los animales, estos electrodos se implantaron a nivel parietal, en una
ubicacidén lateral al resto de electrodos; en otro grupo, se implantaron a nivel caudal, en
contacto con el vermis del cerebelo; y, en un ultimo grupo, la referencia eléctrica consistié en

un hilo de plata de 380 um de grosor que roded el crdneo a modo de corona.

3.1.4 Implantacion de electrodos para el registro de la actividad electromiografica

A todos los animales se les implantaron electrodos para el registro de la actividad
eléctrica de uno o ambos musculos acromiotrapecios. Para ello, se emplearon cables de 7 cm
de acero inoxidable, compuestos por siete hilos trenzados y recubiertos de teflon a modo de

aislante (A-M Systems, EE.UU.), con un didmetro total de 0,23 mm. Para proceder a su
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implantacion, se desnudaron 2 mm de cada extremo del cable, y se destrenzaron los hilos de
uno de los extremos. Los hilos de este extremo se hicieron pasar por el interior de una aguja
hipodérmica de 0,5 mm de didmetro, hasta asomar por el extremo afilado, en torno al cual se
doblaron a modo de garfios. Empleando las agujas hipodérmicas como aplicadores, se
introdujeron dos electrodos en cada musculo, separados entre si de 1 a 2 mm. De esta forma
la actividad de cada acromiotrapecio se registr6 de modo diferencial entre cada par de
electrodos del mismo musculo. Una vez los electrodos estuvieron en su posicion final, se
extrajeron las agujas, quedando sujetos al musculo por los garfios, y ambos electrodos se
fijaron a su salida del musculo mediante un punto de sutura a la fascia (figura 3-1C). Tras
doblar el cable sobre si mismo, formando un bucle para amortiguar las flexiones debidas al
movimiento del animal y evitar que los movimientos ejercieran tensién sobre el extremo
implantado en el musculo, los electrodos se guiaron por via subcutdnea hasta un conector

situado en la cabeza.

4mm B

Conector—

Tornillo de
anclaje

Cemento Cubierta aislante
acrilico

Tornillo
Hueso

Meninges

Corteza

C

Levator Auris Longus
Platisma

Acromiotrapecio Cable descubierto —

— Aguja hipodérmica

. +«— Sutura — Cable aislado

s

Figura 3-1. Preparacién de la rata para el registro crénico de la actividad polisomnografica

A. Esquema de la vista dorsal de la cabeza de una rata en que se representa la localizacion de los electrodos de
registro del EEG (puntos rojos), tierra y referencia (puntos azules), electrodos para el registro de la actividad de la
musculatura del cuello (EMG) y tornillos de anclaje al craneo. B. Representacidon esquematica de la localizacidn
final de un electrodo de registro de EEG sobre las meninges y su fijacién a un tornillo de anclaje mediante cemento
acrilico. C. Representacion del proceso de implantacion de los electrodos de registro de la sefial EMG en el musculo
acromiotrapecio, mediante agujas hipodérmicas (arriba) y su disposicién final tras fijarlos a la fascia mediante
sutura (abajo).

GND/REF
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3.1.5 Implantacion de electrodos intracerebrales

En aquellos animales en que se abordaron estructuras subcorticales, se implantaron
electrodos profundos bipolares. Estos electrodos se fabricaron a partir de varillas de acero
inoxidable o tungsteno aisladas eléctricamente, cuyo didmetro final fue inferior a los 280 um.
La cubierta de aislante se retird unos 250-500 um en el extremo y éste extremo se afilé hasta
formar una punta cdnica que ofreciera poca resistencia y produjera el menor dafio posible

durante la penetracién en el tejido.

Los electrodos se desinfectaron con una solucidn etilica y se implantaron en las
coordenadas estereotdaxicas seleccionadas. Una vez en su localizacidn final, se fijaron al craneo

con ayuda de resina acrilica.

3.1.6 Implantacion del sistema de sujecidn de la cabeza y de los conectores para el

sistema de registro

Para dar mayor solidez a la preparacion, se fijaron al craneo un total de cuatro tornillos
de 1,5x4,5 mm (J.I. Morris, EE.UU.) que actuaron como puntos de anclaje en las crestas
laterales de los huesos frontales y parietales. Los tornillos se unieron entre si y al resto de
electrodos mediante resina acrilica. En aquellos experimentos en que fue necesario fijar la
cabeza del animal, se fijaron, también mediante resina acrilica, uno o dos tornillos de 3x12 mm

perpendiculares al plano estereotaxico.

Los extremos libres de cada electrodo se soldaron a los diferentes canales de un
conector chapado en oro (RS-Amidata, Espafia). Los puntos de soldadura, asi como la base del
conector, se cubrieron con resina acrilica, que los unié al resto de la preparacion, dando forma
a la torreta de registro. Finalmente, se cerrd la piel en torno a la torreta mediante puntos de

sutura.

3.1.7 Implantacion de las bobinas perioculares para la deteccién de la posicion ocular

El registro de los movimientos oculares se realizd mediante la técnica del seguidor
magnético de la posicion ocular (Fuchs y Robinson, 1966), asi como mediante una variante de
esta técnica (Sanchez-Lopez y Escudero, 2015), que se desarrollé (ver resultados) para permitir
el registro de los movimientos oculares sin inmovilizar al animal, como requiere la técnica

original.
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En ambos casos, el abordaje quirdrgico fue el mismo, tras anestesiar al animal y aplicar
al ojo los farmacos anteriormente indicados, se procedié a implantar una bobina de 6,1-6,4
mm de didmetro, que se fabricd con hilo de plata aislada con teflén de 115 um de didmetro.
Tras retirar el tejido conjuntivo con ayuda de unas micro-tijeras oftalmicas, se fijo la bobina a
la esclerdtica del globo ocular mediante cuatro puntos de sutura. Posteriormente, los puntos
de sutura, se cubrieron con el conjuntivo previamente retirado y los extremos de la bobina se
guiaron, via subcutdnea, hasta el canto anterior de la torreta de registro, donde se soldaron a
un conector que se fijé con resina acrilica al resto de la torreta. Finalmente, se aplicd un

antibidtico tépico (Colicursi Gentamicina 3%, Alcon Cusi S.A., Espafia) sobre la cdrnea del ojo.

3.1.8 Postoperatorio

Una vez finalizada la cirugia, se siguid de cerca el proceso de recuperacién de los
animales, los cuales se trataron con analgésicos, antibidticos de amplio espectro y
antiinflamatorios, con el propdsito de evitar dolor, cuadros infecciosos y procesos

inflamatorios, respectivamente.

3.2 Técnicas de registro

Tras un periodo de recuperacion, de al menos una semana, se procedié a la realizacion
de los experimentos. Los animales para el registro de los movimientos oculares mediante la
técnica cldsica del seguidor magnético de la posicién ocular, se sometieron a un periodo de
habituacion a las condiciones de inmovilizacidn. En el resto de animales, finalizado el periodo
de recuperacidon tras las intervenciones, se comenzé con normalidad el registro sin

restricciones de movimiento.

3.2.1 Registro en el animal inmovilizado
3.2.1.1 Periodo de habituacion y sesiones experimentales

Una vez recuperados de las intervenciones, los animales destinados al registro de los
movimientos oculares, se sometieron a un periodo de habituacién no inferior a cinco sesiones.
Estas sesiones se llevaron a cabo en dias alternos y comenzaron siempre a la misma hora. En

ellas, se inmovilizé al animal y se fijo al sistema de registro, donde permanecié durante un
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periodo que se fue prolongando gradualmente, hasta alcanzar las 5-6 horas de duracién del
registro. Al finalizar cada sesidn, se recompensoé al animal con nueces o algun otro alimento de
su interés. De este modo, los animales se fueron habituando a las condiciones de inmovilidad
paulatinamente. El periodo de habituacién se considero finalizado una vez que se comprobod la
ausencia de depdsitos de porfirina -indicativos de estrés- en torno a los ojos y al hocico, asi

como una frecuencia cardiaca y respiratoria no diferenciables de las del animal en libertad.

Finalizado el periodo de habituacién, cada sesidn experimental comenzd con la
inmovilizacién del animal en la mesa de registro, la conexién al equipo de registro, y la
calibracion de la sefal de los movimientos oculares. Después, se dejé al animal en el
habitaculo de registro durante un periodo no superior a 6 horas y se monitorizd el

experimento a distancia.

3.2.1.2 Inmovilizacion del animal

En cada sesién experimental, el animal se introdujo en una bolsa de tela con aberturas
en ambos extremos, la cual se cerré mediante cintas en torno al cuello y a los cuartos traseros,
dejando fuera Unicamente la cabeza y la cola, e impidiendo que sobresaliera alguna de las
extremidades. Siempre se procurd que el animal adoptara una postura comoda antes de
inmovilizarlo parcialmente con ayuda de vendas eldsticas. El disefio del sistema permitié al

animal realizar pequerios reajustes de la postura (figura 3-2).

Posteriormente, se fijo la cabeza, con una inclinacién de 452 hacia adelante, a una barra
horizontal mediante los tornillos implantados en la torreta, de modo que la cabeza quedd
inmovilizada en el centro del generador de campos magnéticos (CNC-Engineering, EE.UU.).
Una segunda barra horizontal sirvié de punto de anclaje, desde el cual se suspendié el peso del

cuerpo del animal con ayuda de un cordel que se fijé a las vendas el3sticas.

3.2.1.3 Calibracion de los movimientos oculares

Tras fijar al animal, se desacopld el generador de campos magnéticos de la plataforma
de fijacion del animal, y se roté el generador 102 en torno a los ejes horizontal y vertical,
permitiendo extrapolar los cambios de voltaje a grados de rotacién. Una vez vuelto a fijar el
generador a la plataforma de sujecion del animal, se realizé un registro continuo de la posicidn

ocular de unos 30 minutos de duracién. Durante este tiempo se sometid al animal a diversos
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tipos de estimulacién visual, acustica y vestibular con el propdsito de estimular la ejecucion de
movimientos oculares. La representacidén de las coordenadas horizontal y vertical de cada ojo
durante los 30 minutos de registro, permitié comprobar la ausencia de restricciones de
movimiento del ojo que pudieran derivarse del proceso de implantacién de las bobinas
perioculares. El valor medio de la posicidon de cada ojo durante este periodo, se tomd como la

posicién cero del ojo.

N

N\

2
AN

N\

Figura 3-2. Inmovilizacion del animal para el registro de los movimientos oculares mediante el seguidor magnético
de la posicion ocular.

El animal se inmovilizd, mediante una bolsa de tela y un vendaje eldstico suave, y se colocé en el interior de un
sistema generador de campos magnéticos. La cabeza se inmovilizé en el centro del sistema, con una inclinacidn de
452 hacia adelante. El animal, junto con el sistema generador de campos magnéticos, se colocaron sobre una
mesa, que permitid la estimulacidn vestibular y la liberacion del generador de campos para realizar la calibracion
de los movimientos oculares.
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3.2.2 Registro en el animal no inmovilizado

En aquellos animales en que no se registraron los movimientos oculares o bien estos se
registraron mediante el sistema portatil, el registro se llevd a cabo en un cubiculo de
metacrilato de 35x40x30 cm. El habitaculo se acondicioné con serrin, agua y comida, de forma
similar a la jaula en que los animales se encontraron estabulados. El habitaculo se ubicé en el

interior de una jaula de Faraday que se conectd a la tierra del laboratorio.

Las sesiones experimentales tuvieron una duracién maxima de entre 10 y 11 horas. Cada
mafiana, a la misma hora, se introdujo al animal en el cubiculo de registro, donde se le
permitié explorar libremente durante un corto espacio de tiempo. Transcurrido este periodo,
se conecto el animal al sistema de registro. En aquellos animales en los que se registraron los
movimientos oculares mediante el sistema de registro portatil, se fijé a la cabeza del animal el
generador de campos magnéticos. Los cables de registro y de alimentaciéon del generador
magnético, se suspendieron de una barra que evité que el peso del cable recayese sobre la
cabeza, lo que facilité el movimiento del animal por el habitadculo. A su salida de la jaula de
Faraday, el cable de registro se conectd a un cabezal preamplificador, desde donde se enviaron

las sefiales para su posterior filtrado, acondicionado y almacenamiento.

3.2.3 Acondicionamiento de las sefales y registro de la actividad polisomnografica

Para determinar la fase del ciclo vigilia-suefio y estudiar las actividades presentes en
cada una de las estructuras abordadas, se registré la actividad polisomnografica a lo largo de
las sesiones experimentales. Para ello, las actividades eléctricas corticales y musculares se
amplificaron y acondicionaron en un amplificador de 16 canales (Modelo 3600, A-M Systems,
EE.UU.), donde se les aplicaron filtros pasa banda entre 0,3 Hz y 1 kHz, y entre 10 Hz y 20 kHz,
respectivamente. En aquellos animales en los que se implantaron electrodos profundos, se
aplicaron a estas sefiales los mismos parametros de amplificacidn y filtrado que a las sefales

EEG.

Una vez filtradas y amplificadas, las sefales se digitalizaron mediante una tarjeta de
conversion analdgico/digital (Power 1401mkll, CED, R.U.), junto con la sefial de posicidn de los
ojos y, en el caso de animales inmovilizados, la posicién de la mesa de registro. Las sefales
procedentes de la mesa de registro y los ojos fueron digitalizadas a 1 kHz, mientras que los

canales de EEG, EMG y electrodos profundos se adquirieron a 5 kHz.
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3.3 Lesiones electroliticas

Los animales se anestesiaron con isofluorano (Laboratorios Esteve, Espafia) y se
conectaron a un estimulador de pulso aislado programable (Modelo 2100, A-M System:s,
EE.UU.). Uno de los polos del electrodo profundo se conectd al dnodo del estimulador y se
cerro el circuito empleando una sonda rectal que se conecté al catodo del estimulador. Para
realizar la lesidn electrolitica se procedié a pasar una corriente continua, en pulso cuadrado,
con intensidad de entre 0,5y 1,5 mA, y de 1 minuto de duraciéon, dependiendo de la extensidn

de la estructura a lesionar.

Finalizada la lesidn, se supervisé el proceso de recuperacién del animal durante al

menos una hora, antes de devolverlo a su habitaculo.

3.4 Callosotomia

Antes de la callosotomia, a los animales se les administraron entre 5y 10 ml de salino
glucosado al 5% (Grifols) por via subcutanea o intraperitoneal, para prevenir la hipovolemia

que pudiera producirse durante la intervencion.

Los animales se colocaron en un marco estereotaxico con una elevacién del hocico de
entre 18 y 192 respecto del plano horizontal del animal, de modo que el cuerpo calloso
quedara horizontal respecto del eje antero-posterior. Tras tomar referencia de la ubicacion de
Bregma, se trepand una banda de hueso en la linea media que abarcé desde 3 mm por
delante, hasta 7 mm por detras de este punto. Se descubrieron las meninges y se introdujo
una cuchilla en la linea media hasta una profundidad de entre 5 y 6 mm respecto de la
superficie del crdneo, desde 2 mm por delante de Bregma hasta 7 mm por detras,
manteniendo la profundidad de la hoja. Tras extraer la hoja y esperar a que cesara la
hemorragia que pudiera producirse, se tapd el trépano con cera de hueso y se cubrié con

resina acrilica.

3.5 Sacrificio de los animales tras los experimentos y procesamiento histoldgico

Cuando finalizaron los experimentos, se procedid a sacrificar a cada animal con una
dosis letal de pentobarbital sddico (100 mg/kg). Antes de que sobreviniera la parada

cardiorrespiratoria, se abrid el térax del animal para exponer el corazén y se inyectaron 0,25
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ml de heparina sédica al 5% (Braun), en el ventriculo izquierdo. A continuacién, a través de una
incision en el ventriculo izquierdo se canuld la aorta del animal, se realizd un corte en la
auricula derecha y se perfundieron 500 ml de solucién salina (0,9% de NaCl y 0,1% de NaNO,)
para el lavado sanguineo. Posteriormente se perfundieron otros 500 ml de una solucion de
paraformaldehido (Cod. 158127, Sigma-Aldrich, Espafia) al 4% p/v en tampdn fosfato 0,1M, pH
7,4.

Finalizada la perfusidn, se cortd el hueso en torno a la torreta de registro, y se retird ésta
junto con los huesos frontales y parietales y el interparietal. Se seccionaron la médula y los
diferentes pares craneales, lo que dejo el cerebro del animal libre para su extraccién. El tejido
se mantuvo en post-fijacién durante dos horas en la misma solucion que se empled en el
proceso de perfusion, y después se paso a una solucién crioprotectora de sacarosa al 30% en

tampdn fosfato 0,1M, pH 7,4, en la que permanecié durante un minimo de 12 horas a 4 °C.

El cerebro se corté en secciones coronales de 50 um de grosor en un criotomo (CM1850,
Leica, Alemania). Las secciones se recogieron directamente sobre portaobjetos o fueron
almacenadas en tampdn fosfato 0,1M, pH 7,4 para su posterior montaje y procesamiento

mediante la tincidon de Nissl.

Las secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Una vez completamente secas, se lavaron mediante una inmersién en
agua destilada y se sumergieron durante 2 minutos en una solucién de azul de toluidina 0,5%
(Cod. 89640, Sigma-Aldrich, Espafia) preparada en tampdn acético-acetato pH 3,9 a
temperatura ambiente. A continuacién, los cortes se deshidrataron en una bateria de
alcoholes a concentraciones crecientes y se clarificaron con dos bafios de xilol, en los que
permanecieron no menos de 5 minutos. Finalmente, los cortes se cubrieron con DPX (Panreac,
Espaifa). Las preparaciones se examinaron y fotografiaron en un microscopio Olympus BX61
(Olympus, Japdn) y las reconstrucciones fotomicrograficas se realizaron mediante el software

cellSens de procesamiento de imagen (Olympus, Japén).

3.6 Analisis y tratamiento estadistico de los datos
3.6.1 Movimientos oculares durante el ciclo vigilia-suefio

Con el propésito de caracterizar los diferentes tipos de movimientos oculares que se

detectaron durante la vigilia, asi como cambios en la codificacién de estos durante el suefio, se

-56-



MATERIALES Y METODOS

analizo la relacion entre su velocidad maxima y su amplitud. Para ello se empled el programa
Spike2 (CED, R.U.) que permitid seleccionar los puntos de inicio y finalizacién de los

movimientos oculares, y extraer los datos de velocidad pico, duracién y amplitud.

A la relacién velocidad-amplitud de los movimientos se realizd un ajuste lineal, cuya
pendiente se empled en la comparaciéon entre estados y tipos de movimientos. El andlisis

I”

estadistico de comparacidon de pendientes se realizé mediante la herramienta “aoctool” en el

entorno Matlab (v. R2015a).

3.6.2 Andlisis de la posicidn de los ojos a lo largo del ciclo vigilia-suefio

Para estudiar la disparidad interocular a lo largo del ciclo vigilia-suefio, se calculé la
diferencia en la posicidn relativa de ambos ojos a lo largo del tiempo. Para ello, los valores de
rotacion hacia arriba y hacia la derecha fueron considerados positivos, mientras que los
valores de rotacién hacia abajo y hacia la izquierda se consideraron negativos. El valor de la
posicién del ojo derecho fue sustraido al valor de posicidén del ojo izquierdo en cada instante
para los planos horizontal y vertical. De esta forma, en el plano horizontal los valores positivos
indicaron una convergencia, mientras que los valores negativos indicaron una divergencia. Del
mismo modo, en el plano vertical los valores positivos indicaron que el ojo izquierdo se
encontrd en una posicidn mas elevada que el derecho y viceversa. Con el fin de obtener un
valor representativo de la disparidad interocular durante cada fase del ciclo vigilia-suefio, se

calcularon los valores medios para cada plano en cada fase.

3.6.3 Potencia espectral de la actividad electroencefalogréafica durante el ciclo vigilia-

suefo

El andlisis de potencia espectral de la actividad EEG se realizé6 mediante el método de la
transformada rapida de Fourier (Spike2). Para ello se tomaron 5 fragmentos de 30 segundos,
de cada periodo del ciclo vigilia-suefio en cada animal, y se calculd la potencia espectral con

una resolucién de 0,49 Hz.

Para el andlisis de la relacidn de potencia espectral entre estados, se calcularon los
cocientes entre cada pareja posible de estados pertenecientes al mismo ciclo vigilia-suefio en
cada animal. Con estos datos, se calculd la media y desviacién estdndar para cada grupo de

cocientes correspondientes a la misma pareja de estados comparados.
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3.6.4 Mapa de localizacién de las actividades corticales

El voltaje que se registré en cada electrodo de EEG se re-referencid respecto de la
actividad promedio de todos los electrodos (referencia promedio). Para ello se calculé el
promedio de la seial registrada por todos los electrodos y se sustrajo el valor resultante a la
sefial registrada en cada electrodo. Posteriormente, se calcularon las potencias espectrales de
cada canal con una resolucién de 0,98 Hz, para cada episodio de suefio REM. Considerando
que pese a presentar perfiles muy similares, los valores de potencia espectral para diferentes
individuos pudieron diferir debido a la distancia del electrodo a la corteza, el tamaio del
electrodo y/o la atenuacion de la sefial por diferencias en los cables de registro, el anélisis de
localizacién se realizd calculando, para cada animal, los cocientes resultantes de dividir el
espectro de frecuencia en la fase de interés por el de una fase de referencia. Asi, por ejemplo,
para el mapa de actividad cortical durante la fase REM, se usaron los cocientes de potencia
entre la fase REM y la fase NREM previa, para cada animal. Estos cocientes se calcularon para
un total de 10 episodios REM y sus episodios NREM precedentes en 13 animales. Tras
normalizar los datos de cada localizacion mediante una transformacién logaritmica, se calculd

la media para cada localizacion entre los diferentes animales.

3.6.5 Filtrado y acondicionamiento de las seiales electroencefalograficas

Con el propdsito de estudiar la organizacion interna de las diferentes bandas de
frecuencia, se realizaron filtros pasa-banda a los registros originales de la sefial EEG.
Especificamente, se emplearon filtros de respuesta finita (FIR), ya que por sus caracteristicas
no afectan a la fase de las sefales. Los filtrados se realizaron en Spike2 y los parametros que se

aplicaron para cada banda de frecuencia fueron los que se muestran en la tabla 1.

Banda Flanco inferior (Hz) Flanco superior (Hz) Amplitud de Flanco (Hz)
Delta 1 5 0,25
Theta 6 10 0,25
Husos 10 16 0,25
Alta Frecuencia 110 160 2,50

Tabla.1 Bandas de frecuencia usadas para el filtrado de la sefial de EEG

Con el propdsito de analizar la potencia y el comportamiento dindmico de los brotes de
actividad en la banda de alta frecuencia, se calculd la envolvente de la sefal filtrada con una

constante de tiempo de 10 ms.
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3.6.6 Analisis de comodulacién de las sefales electroencefalograficas

Con el objeto de analizar el acoplamiento entre la fase y la amplitud de las diferentes
oscilaciones, se realizd un estudio de comodulacion a la sefial de cada canal EEG referenciado
al cerebelo, en un total de ocho animales. Para ello, se seleccionaron al azar 2 episodios REM
no inferiores a 30 s de cada animal. Sobre estos datos se ejecutd un anadlisis de comodulacion
(Canolty y col. 2006). En este analisis se emplearon filtros tipo FIR para extraer informacion
sobre la amplitud de la sefial original en pasos de frecuencia de 5 Hz e informacién sobre la
fase con pasos de frecuencia de 1 Hz. Posteriormente, se calculd el indice de comodulacién
como la relacién entre la amplitud de cada una de las bandas de 5 Hz y la fase instantanea de
cada banda de 1 Hz. Una vez normalizados, los valores de comodulacion para cada animal se
ordenaron en un grafico bidimensional (comodulograma), en el que el eje de abscisas
representé la fase y el eje de ordenadas la amplitud. En este tipo de representacién, los
valores z resultantes representan una medida de la fuerza del acoplamiento, donde los valores
elevados se corresponden con un mayor acoplamiento entre la amplitud y la fase del par de
frecuencias comparadas. Los comodulogramas del conjunto de animales se promediaron y el
umbral de significacion se establecid en un valor z de 4,84 tras aplicar una correccién de

Bonferroni para comparaciones multiples con a=0,001 y n=1560.

3.6.7 Andlisis de las variaciones tiempo-frecuencia de las sefiales electroencefalograficas

Para estudiar la dindmica temporal de las variaciones en frecuencia, se realizé un analisis
de la potencia espectral relacionada a eventos (ERSP). Al emplear como evento de referencia
el pico de amplitud del ritmo theta, este analisis permitid calcular la variacion de la potencia
espectral a lo largo del tiempo, para aquellas frecuencias cuyas variaciones de amplitud

estuvieron en fase con theta.

Para ello, a partir de registros concatenados de distintos episodios REM de cada animal
superiores a 500 s, se generd un canal de eventos que contuvo las marcas temporales en las
que ocurrid el pico de cada ciclo de theta. A partir de estos eventos, se generaron ventanas
temporales de 2 s de duracién (+1 s respecto de cada evento), y para cada ventana se calculé
la potencia espectral en pasos de 0,32 ms con una precision de 0,03 Hz. El valor promedio, en
el intervalo de tiempo de -800 a -500 ms, se empled como linea base, con respecto a la cual se
midieron los cambios de potencia en cada ventana. Finalmente se calculd el espectro

promedio para el conjunto de ventanas de cada animal y se promedio el resultado para el
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conjunto de animales. El estudio de ERSP se realiz6 mediante EEGLAB (v. 13.5.4b) en Matlab (v.
R2015a).

3.6.8 Andlisis de coherencia espectral de las sefiales electroencefalograficas

Con el propdsito de estudiar la conectividad funcional entre diferentes regiones de la
corteza, se realizd un andlisis de coherencia espectral. Estos analisis se realizaron en cinco
animales con 6 electrodos de EEG en cada hemisferio cerebral. Para cada analisis de
coherencia espectral se emplearon entre 8 y 10 episodios hasta alcanzar un registro total de, al

menos, 500 s.

|Gy (P

Cry(f) = (NG D) [Ec. 1]

La coherencia espectral se calculé en Matlab como se muestra en la ecuacién 1. Gxy(f)
representa el médulo de la densidad espectral cruzada entre las series x e y que se desean
comparar, mientras que Gxx(f) y Gyy(f) representan la densidad espectral de x e v,
respectivamente. Esta funcidon permite establecer, para cada frecuencia, hasta qué punto y
puede ser predicha por x mediante una regresion lineal por minimos cuadrados (Tweedale y
col., 2015). Notese que la coherencia es una funcidén real entre cero y uno que mide la

correlacién entre x e y para cada frecuencia.

En cada animal se calculé la coherencia entre todas las parejas de electrodos.
Posteriormente se promediaron las comparaciones intrahemisféricas e interhemisféricas. Para
ello, y dado que la densidad espectral cruzada es una funcién de la covariacién cruzada para
ambas sefiales, se normalizaron los datos, mediante la transformacién z de Fisher, antes de
realizar el promediado de las coherencias. Para facilitar la interpretacion de los datos, una vez
realizado el estudio de comparacidon de medias para los valores de coherencia normalizados,

se retro-transformaron a valores de coherencia.

3.6.9 Andlisis de las relaciones de fase entre sefiales electroencefalograficas

Con el propdsito de analizar la relacion temporal existente entre las diferentes regiones
de la corteza para la banda theta y alta frecuencia, se realizé un andlisis de fase empleando los

mismos datos que en el analisis de coherencia.
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Im{ny(f)}> 2]
(ON

¢xy(f) = tan~! (
Re{Gyy ()}
La relacidn de fase entre dos series de datos x e y, para una determinada frecuencia f, se
calculé mediante la ecuacion 2, en la que Im{Gxy(f)} representa la parte imaginaria de la
densidad espectral cruzada para las series que se desearon comparar, mientras que Re{Gxy(f)}
representa la parte real de la densidad espectral cruzada pada dichas series (Blinowska y

Zygierewicz, 2012).

Tras calcular la relacién de fase para los diferentes componentes de frecuencia, en el
espectro entre 1y 300 Hz, se promediaron los valores pertenecientes a las bandas de interés.
Este tratamiento se repitié para cada pareja de electrodos en todos los animales vy, tras
comprobar la normalidad de los datos, se promediaron los valores de fase, para las parejas

homdlogas, entre animales.

El andlisis de fase en cada localizacién se llevd a cabo mediante la funcién “phase
histogram” (Spike2). En este anadlisis, se tomaron como referencia los picos de maxima
amplitud de cada ciclo en la banda theta y se midieron los momentos de ocurrencia de los de
la oscilacién de alta frecuencia. Los valores de tiempo se convirtieron a valores de fase en base
a la duracién del ciclo promedio de theta. Asi pues, el histograma resultante, mostrd la
distribucidn de la fase de los picos de amplitud de la alta frecuencia en relacién al ritmo theta.
Los valores promedio de relacidn de fase, asi como los intervalos de confianza al 95%, se

obtuvieron mediante el mddulo de estadistica circular implementado en Matlab (v. R2015a).

3.6.10 Anadlisis de las transiciones entre estados

Con el objeto de analizar la evolucién temporal de los cambios en potencia espectral de
las bandas del EEG, o de la actividad EMG, durante los pasos de un estado de alerta a otro, se
realizaron ajustes por minimos cuadrados de las actividades utilizando la ecuacion de la
sigmoide de Boltzmann (Ec. 3). Asi, tras filtrar el canal original en la banda de interés, en el
caso del EEG, o la actividad directa rectificada en el del EMG, se calculé la envolvente de la

sefial, con una constante de tiempo de 1 s, y se realizo el ajuste.

£ = ag + (@ — ag)/(1 + <8 ) [Ec. 3]
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En la ecuacidon 3, las variables a0 y al representan los limites inferior y superior de la
sigmoide, respectivamente, a2 indica el instante en el que la curva alcanza el 50% del valor

maximo y a3 se corresponde con el inverso de la pendiente en el punto a2.

Las sigmoides de ajuste de todos los animales se promediaron y se calcularon los valores
de desviacion y error estandar. Como referencia temporal para los promedios se usaron los

instantes en que las sigmoides alcanzaron el 10 y el 90% del cambio total.

3.6.11 Anadlisis estadistico

Par el andlisis estadistico de los datos se aplicaron las pruebas t-Student o ANOVA para
la comparacién de medias, previa comprobacion de la normalidad de las distribuciones de los
datos y la homogeneidad de varianzas. Los estadisticos correspondientes a cada prueba, asi

como el nivel de significacidn se indican para cada comparacidn realizada.
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De manera general, el ciclo vigilia-suefio en la rata, se caracterizd por la presencia de
fendmenos ténicos y fasicos en cada una de las variables estudiadas. Como se muestra en la
figura 4-1, la actividad EEG, durante suefio NREM (NREM) se caracterizé por oscilaciones
ténicas de baja frecuencia (figura 4-1B, NREM) sobre la que se desarrollaron actividades fasicas
correspondientes a los husos de suefio (asteriscos en figura 4-1A); estas actividades
coexistieron, durante el periodo de transicion (figura 4-1B, T), con las actividades propias de la
fase REM (REM), caracterizada por la presencia de un marcado ritmo theta y oscilaciones en el
rango de las altas frecuencias (figura 4-1B, REM); asi mismo, la actividad theta fue también
caracteristica de los periodos de vigilia (V) a nivel del EEG. La actividad electromiografica (EMG
en la figura 4-1A), se caracterizd por la presencia de un tono muscular que se suprimio
Unicamente durante la fase REM, en la que se desarrollaron actividades fasicas
correspondientes a las fasciculaciones musculares (cabezas de flecha en figura 4-1A); asi
mismo, durante la vigilia se identificaron actividades fasicas correlacionadas con el
comportamiento motor del animal. A nivel oculomotor, se desarrollaron tendencias ténicas
cuyas polaridades fueron caracteristicas del estado de alerta, consistentes en una abduccion
en el plano horizontal que condujo a una divergencia durante la fase NREM (figura 4-1A, IH-
DH) y una aduccién e infraduccién durante la fase REM (figura 4-1A, IH-DH y canales verticales,
respectivamente). Sobre estas tendencias tdnicas, se desarrollaron movimientos oculares de

naturaleza fasica durante los periodos de vigilia y fase REM.

A continuacidn, se expondran los resultados obtenidos en el estudio de los fenédmenos
ténicos y fasicos que caracterizan a la fase REM en el sistema oculomotor, seguidos de los
resultados derivados del estudio de los fendmenos tdnicos y fasicos que tienen lugar durante
la fase REM en la actividad EEG. Los resultados se han organizado en un primer bloque que
tratan las actividades presentes en el sistema oculomotor, un segundo bloque en el que se
trata el desarrollo de un sistema de registro de movimientos oculares, sin la necesidad de
inmovilizar a los animales, y un Ultimo bloque, en que se exponen los resultados derivados del

estudio de la actividad EEG.
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Figura 4-1. Caracteristicas generales del ciclo vigilia-suefio.

A. Fragmento representativo de un ciclo vigilia-suefio en el que se muestra, de arriba a abajo: barra en que se
identifican la fase NREM (NREM, azul), el periodo de transicién (T, amarillo), la fase REM (REM, rojo) y la vigilia (V,
verde); registro de la actividad electroencefalografica (EEG), sobre el que se indica la ocurrencia de husos de suefio
durante la fase NREM (asteriscos); registro de la actividad electromiografica (EMG), en el que se marca la ocurrencia
de fasciculaciones durante la fase REM (cabezas de flecha); el registro en el plano horizontal de la posicién del ojo
derecho (DH) e izquierdo (IH); la sustraccién de la componente horizontal del ojo derecho al izquierdo (IH-DH); el
registro en el plano vertical de la posicion del ojo derecho (DV) e izquierdo (IV) y la sustraccidn de la componente
vertical del ojo derecho al izquierdo (IH-DH). Para cada canal de ojos se indica la posicién del cero (linea discontinua
horizontal), asi como la polaridad de los movimientos. B. Potencia espectral de la sefial EEG correspondiente a los
periodos de suefio NREM, transicidn, suefio REM vy vigilia representados en A. El espectro de potencia durante
NREM se caracterizd por la mayor potencia de las bajas frecuencia y de los husos. Durante la fase REM se produjo
un incremento de potencia en la banda theta y en la banda de alta frecuencia. El periodo de transicidon (T) se
caracterizo por la coexistencia de las actividades presentes en NREM y REM. Durante la vigilia (V) se observé una
actividad theta, que fue menor que durante la fase REM, y un incremento en el extremo de las altas frecuencias
debido a la actividad muscular.
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4.1 Movimientos oculares durante el ciclo vigilia-suefo en la rata
4.1.1 Fase de vigilia

El comportamiento oculomotor durante la vigilia se caracterizdé por la presencia de
largos periodos de inmovilidad, que se interrumpieron, ocasionalmente, por la ejecucidn de
movimientos oculares sacadicos (figura 4-2A). Estos movimientos ocurrieron generalmente
durante los movimientos del animal. Los movimientos sacadicos fueron binoculares y
ocurrieron de manera conjugada en ambos ojos (figura 4-2A), con valores medios de
disparidad de 0,4 + 1,4 2 y 0,1 + 1,8 2 (n=25) en los planos horizontal y vertical,
respectivamente. En la figura 4-4 se muestra como durante la vigilia, tanto en el plano
horizontal (figura 4-4A) como en el vertical (figura 4-4B), los datos de posicién de un ojo
respecto del otro se distribuyeron sobre la bisectriz de la representacidn grafica. Mientras los
animales estuvieron alerta, los movimientos oculares sacadicos ocurrieron a una tasa de 1,6 +
0,9 min™ (n=700). Los valores medios de amplitud maxima y velocidad pico de los movimientos
sacadicos en el plano horizontal fueron de 6,3 + 3,2 2 (rango: 0,1-23,4 2) y 308,2 + 171,1 9/s
(rango: 31,9-878,5 2; n=700), respectivamente. La relacién entre el pico de velocidad vy la
amplitud de los movimientos oculares sacadicos, para estos rangos, se ajustd a una regresion
lineal y las rectas de ajuste presentaron una pendiente media de 52,6 + 5,4 2/s/? (n=8) (figura

4-3AYE).

Ademas de los movimientos oculares sacddicos, durante la vigilia se observaron
movimientos oculares relacionados con los parpadeos. Como se muestra en la figura 4-2B,
durante la vigilia, cada parpadeo estuvo acompafado de una rotacion del globo ocular que
consistié en una aduccidn y una infraduccidén. Estos parpadeos, que pudieron ser mono- o
binoculares, ocurrieron a una tasa media de 1,6 + 0,7 min™ (n=800). De manera general, el
perfil de velocidad de los movimientos oculares durante los parpadeos, presentd un pico
doble, cuyas amplitudes y velocidades maximas medias fueron de 9,0 £ 2,8 2y 315,9 + 100,0
2/s en el plano horizontal, y de 15,7 £ 7,9 2 y 579,5 + 335,5 /s en el vertical, respectivamente
(n=400). La relacién entre el pico de velocidad y la amplitud para este tipo de movimientos
también se ajusté a un modelo de regresién lineal. Las rectas de ajuste presentaron una
pendiente media de 22,4 + 6,0 2/s/2 y 27,8 + 10,0 2/s/2 en los planos horizontal y vertical,

respectivamente (n=8).

Por ultimo, durante la vigilia, también ocurrieron movimientos oculares durante la
oclusion dentaria en los episodios de roedura que caracteriza a estos animales (figura 4-2C).

Estos movimientos presentaron una ritmicidad tipica, con una frecuencia media de 6,1 + 1,2 Hz
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al comienzo de los brotes, y que fue incrementando progresivamente hasta los 10,7 + 1,5 Hz
(n=30). Con cada oclusion, los ojos realizaron una abduccién y una supraduccién. Las medias
de amplitud y velocidad pico de los movimientos oculares durante la roedura fueron de 2,6 +
1,02y 131,8 +33,79/s,yde 3,8 +1,6 2y 207,2 * 68,5 2/s en los planos horizontal y vertical,

respectivamente (n=330).

A

Derecha
A

A Arriba

10°

Figura 4-2. Tipos de movimientos oculares durante la vigilia.

Representacién de movimientos sacadicos (A), movimientos oculares binoculares o monoculares (asterisco)
asociados al parpadeo (B), y movimientos oculares asociados a la roedura (C). Las sefiales del ojo derecho (trazos
azules) e izquierdo (trazos rojos), se han descompuesto en las componentes horizontal (DH e IH) y vertical (DV y IV).
Las lineas discontinuas representan el cero para los planos horizontal y vertical. La direccidon de los movimientos se
indica en B.
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Del registro de todos estos tipos de movimientos, se calculé que las amplitudes de los

campos oculomotores de la rata durante la vigilia fueron de 36,7 + 15 2y 38 + 14,9 2 en los

planos horizontal y vertical, respectivamente.
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Figura 4-3. Relacion entre la amplitud maxima y la velocidad pico de los movimientos oculares durante el ciclo
vigilia-suefio.

Representacion de las rectas de ajuste para la relacion velocidad-amplitud, de los movimientos oculares en el plano
horizontal durante la vigilia (A), el periodo de transicion (B) y las componentes C1 (C) y C2 (D) de los movimientos
oculares durante la fase REM. Para cada estado, se muestran la distribucidon de la nube de puntos y la recta de
ajuste a los mismos para un animal representativo (en negro), asi como las rectas de ajuste para otros siete
animales (en color). E. Media y desviacion estandar de la pendiente de las rectas de ajuste de cada estado,
manteniendo el mismo cédigo de color queen A, B, Cy D.
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Figura 4-4. Disparidad interocular de los movimientos oculares en los planos horizontal y vertical durante el ciclo
vigilia-suefio.

Cada grafico muestra la representacion de la posicion del ojo derecho frente al izquierdo, en los planos horizontal
(A) y vertical (B), durante el ciclo vigilia-suefio de un animal representativo. Como se muestra en A, los movimientos
oculares durante la vigilia fueron conjugados y sus trayectorias se distribuyeron sobre la bisectriz del primer y tercer
cuadrante, mientras que, durante REM y NREM, los trazos se distribuyeron por encima y por debajo de la bisectriz,
indicando convergencia y divergencia, respectivamente. En el plano vertical (B), la trayectoria de los ojos se
distribuyd sobre la bisectriz durante todo el ciclo, indicando baja disparidad interocular. Los insertos en A, muestran
la potencia espectral en el EEG durante la fase correspondiente. Los insertos en B, representan la tendencia
conjunta de los planos horizontal y vertical para ambos ojos, durante la fase correspondiente. D, derecha; |,
izquierda; In, infraduccidn; S, supraduccion.
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4.1.2 Fase NREM

De forma progresiva, algunos de los episodios de vigilia tranquila evolucionaron hacia la
fase NREM del suefio, la cual se identificé por la ausencia de movimientos oculares rdpidos y
un EEG con predominio de ondas de baja frecuencia y gran amplitud (inserto en figura 4-4A).
Los movimientos oculares durante este periodo fueron de escasa amplitud, lentos, erraticos y
no conjugados. Como se puede observar en la figura 4-4, la dispersion de la valores de posicion
de un ojo respecto del otro, se distribuyeron entre el primer y tercer cuadrante, indicando que
los ojos mantuvieron una posicién ténica diferente de la que se registré durante la vigilia
(insertos en figura 4-4B). Asi, en el plano horizontal, cada ojo mostré una abducciéon media de
9,9 + 7,4 2 (n=8), que fue significativamente diferente de la posicién media durante la vigilia
(ANOVA F=15,3; P<0,001) (figura 4-5B). En el plano horizontal, ambos ojos mostraron una
divergencia media de 19,8 + 6,5 2 (n=25) (figura 4-5C). En el plano vertical, los ojos mostraron
una infraduccién media de 0,8 + 3,5 2 (n=50), con una disparidad interocular de 4,0 + 3,9 @

(n=25), que no difirié de la que se calculé durante los periodos de vigilia.

4.1.3 Transicidn entre las fases NREM y REM

De manera general, el primer episodio REM de cada sesidn se produjo tras varios ciclos
en los que se alternaron vigilia y suefio NREM. Todos los episodios REM estuvieron precedidos

por una fase NREM y nunca se observaron transiciones directas entre la vigilia y el suefio REM.

Las transiciones entre las fases NREM y REM del suefio se caracterizaron por la presencia
de actividades EEG y EMG que presentaron caracteristicas mixtas entre ambos estados. Desde
el punto de vista oculomotor también se produjo un cambio gradual en la posicién media de
los ojos y en la disparidad interocular que caracterizé a la fase REM respecto de la NREM
(figura 4-4). En la figura 4-5A se muestra un ejemplo de registro de la posicidon ocular de ambos
ojos durante la transicidn y el inicio de la fase REM. Como se puede observar en esta figura, se
produjo un cambio gradual en la posicidn ténica de los ojos, que pasaron de una abduccién y

supraduccién de la fase NREM a una aduccion e infraduccion durante la fase REM.

Durante la transicidon, también comenzaron a producirse movimientos oculares rapidos
de pequefia amplitud (figura 4-5A). Los movimientos oculares rapidos durante la transicion
pudieron ocurrir en uno o ambos ojos y fueron simples, aislados y presentaron un Unico pico
de velocidad. Estos movimientos ocurrieron en ambos planos, si bien, de forma general,

fueron de mayor amplitud en el plano horizontal. El andlisis de la relacion entre la amplitud y la
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velocidad pico de los movimientos oculares rdpidos durante la transicidn, se ajusté a un
modelo de regresion lineal. La pendiente media de las rectas de regresién que se ajustaron a

estas relaciones fue de 54,2 + 7,1 2/s/2 (n=8) (figura 4-3B y E).
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Figura 4-5. Tendencias tdnicas de los ojos durante el ciclo vigilia-suefio.

A. De arriba abajo se representa una barra en que se identifican el periodo de transicion (T, amarillo) y la fase REM
(REM, rojo), la actividad en electroencefalografica (EEG), las componentes horizontales de los ojos derecho (DH) e
izquierdo (IH), el resultado de sustraer las componentes horizontales (IH-DH), la componente vertical del ojo
izquierdo (IV) y derecho (DV), y el resultado de sustraer las componentes verticales (IV-DV). En el plano horizontal,
los ojos desarrollaron una aduccion que resultd en una convergencia ténica durante REM. En el plano vertical los
ojos desarrollaron una marcada infraduccion ténica, que fue de magnitud similar en los dos ojos. B. Representacion
grafica del valor medio de posicion ocular en los planos horizontal y vertical durante vigilia (verde), NREM (azul) y
REM (rojo) para el conjunto de animales estudiados. C. Representacion grafica, con el mismo cédigo de color que en
B, de los valores medios de disparidad interocular en los planos horizontal y vertical durante el ciclo vigilia-suefio,
para el conjunto de animales estudiados. Respecto de la vigilia, en el plano horizontal se desarrollé una divergencia
(valores negativos) y una convergencia (valores positivos) durante las fases NREM y REM, respectivamente. Los
asteriscos en By C representan diferencias significativas (P<0,01).
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Figura 4-6. Caracteristicas de los movimientos oculares rdpidos durante el periodo de transicién y la fase REM.

De arriba abajo se muestra una barra en la que se identifican el periodo de transicién (T, amarillo) y la fase REM
(REM, rojo), la componente horizontal de los movimientos oculares en el ojo izquierdo (IH) y el derecho (DH) y la
velocidad de los movimientos oculares en el plano horizontal para el ojo izquierdo (IH’) y el derecho (DH’). En los
cuadros inferiores se representan, ampliadas, las regiones sombreadas correspondientes a la transicion (a) y a la
fase REM (b). Los movimientos oculares durante la transicion fueron mas sencillos y de menor amplitud, velocidad y
complejidad que durante la fase REM.

Con el progreso de la transicion, los movimientos oculares rapidos aumentaron en
frecuencia, amplitud y complejidad, pasando a formar brotes de varios movimientos

consecutivos, que afectaron a ambos ojos de forma sincronizada. La figura 4-6, muestra, en
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detalle, la evolucién en complejidad de los movimientos oculares rapidos entre la transicién y
la fase REM consolidada. En las regiones sombreadas de la figura 4-6, ampliadas en la parte
inferior de la misma figura, se puede observar el aumento en tamafio y velocidad, asi como el

cambio en el perfil de velocidad de los movimientos.

La ocurrencia de los movimientos oculares rdpidos aislados, paralelo a los cambios en las
actividades EEG y EMG, permitié emplear la aparicion del primero de estos movimientos
oculares como referencia del inicio de la transicion a nivel oculomotor. Del mismo modo, la
ocurrencia del primer brote de movimientos oculares rapidos complejos, se empleé como
referencia del inicio de la fase REM consolidada. Atendiendo a estos criterios de ocurrencia de
los dos tipos de movimientos oculares rapidos, se calculé que los periodos de transicion

tuvieron una duraciéon media de 37,6 £ 16,0 s (n=48).

4.1.4 Fase REM

Como se ha descrito en el apartado anterior, durante la fase REM, los ojos tendieron a
mantenerse desviados ténicamente en aduccidén e infraduccidn (figura 4-4). Asi, la posicion
media de aduccion fue de 10,6 + 5,5 2 (n=50) y la de infraduccién de 25,0 + 14,5 2 (n=50), que
fueron diferentes de la posiciones de los ojos durante la vigilia (ANOVA F=29,2; P<0,001 y
F=23,3; P<0,001 para los planos horizontal y vertical, respectivamente) y durante la fase NREM
(ANOVA F=41,7; P<0,001 y F=23,7; P<0,001 para los planos horizontal y vertical
respectivamente) (figura 4-5B). Como se puede observar en la figura 4-5C, la disparidad
interocular durante la fase REM, mostrd un valor de convergencia promedio de 21,1 + 3,6 @
(n=25) en el plano horizontal, que fue significativamente diferente del de la vigilia (ANOVA
F=721,5; P<0,001) y del de fase NREM (ANOVA F=764,8; P<0,001). La disparidad interocular en
el plano vertical mostré un valor medio de -3,4 + 15,3 2 (n=25) y no se encontraron diferencias

significativas respecto de los valores de los demas estados (figura 4-5C).

Durante la fase REM, los movimientos oculares rapidos ocurrieron en brotes de hasta 10
movimientos consecutivos. Si bien la densidad de los brotes de movimientos oculares fue
variable, los movimientos oculares rdpidos dentro de un mismo brote ocurrieron a una
frecuencia media de 7,3 £ 1,4 Hz (n=100). La amplitud de los movimientos oculares rapidos
durante la fase REM oscilé entre 0,4 y 16,5 2, con valores medios de 4,0 £ 2,4 2 (n=900) y 3,1 +
2,1 2 (n=430) para los planos horizontal y vertical, respectivamente. Cada movimiento ocular

rapido presenté dos componentes, que se identificaron como componente 1 (C1) vy
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componente 2 (C2) en base al orden de aparicion (figura 4-7). Estos componentes ocurrieron
siempre de forma consecutiva y en direcciones opuestas. La latencia media entre los picos de
velocidad de C1 y C2 fue de 17,8 + 4,5 ms (n=200). En el plano horizontal, C1 pudo ocurrir
indistintamente en ambas direcciones, si bien, en la mayoria de los casos, el movimiento del
ojo homolateral a la direccion de la rotacién (abduccion) presenté mayor velocidad y amplitud
que el del ojo contralateral (aduccién) (figura 4-7). Cuando el ojo se encontré en una posicion
cercana a los valores maximos de rotacion tdnica, cada movimiento rapido en el plano vertical

consistio, casi exclusivamente, en una supraduccién seguida por una infraduccion.
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Figura 4-7. Movimientos oculares rapidos durante la fase REM.

Componente horizontal de los movimientos oculares del ojo izquierdo (trazos rojos) y derecho (trazos azules), en
posicién (IH, DH) y velocidad (IH’, DH’), durante brotes representativos de movimientos oculares de la fase REM. La
primera componente (C1) se pudo desarrollar en el ojo derecho (A) o en el izquierdo (B). La segunda componente
(C2), siguid siempre a la primera y fue mayor en el ojo contralateral. El mayor o menor tamafio de las componentes
se representa con una flecha y una cabeza de flecha, respectivamente. D, Derecha; |, izquierda.

Para detectar posibles cambios en la codificacién de las propiedades dindmicas de los
movimientos oculares, se calculd la relacion entre el pico de velocidad y la amplitud del
movimiento para ambos componentes, y se compararon con los movimientos oculares rapidos
que ocurrieron durante los periodos de transicion y vigilia. En todos los casos la relacion se

ajustd a un modelo de regresion lineal para ambos componentes, con una pendiente media de
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las rectas de ajuste de 58,2 * 2,1 2/s/2 (n=8) y 55,6 + 4,0 ¢/s/2 (n=8) para Cl y C2,
respectivamente (figura 4-4C, D y E). Mediante el andlisis de comparacién de pendientes, se
comprobd que no existieron diferencias significativas entre las pendientes de C1 y C2, ni con
las de las rectas que se obtuvieron del andlisis de los movimientos oculares rapidos durante la

transicion o la vigilia (54,2 £ 7,1 ¢/s/2 (n=8) y 52,6 + 5,4 2/s/° (n=8)), (ANOVA F=1,42; P=0,235).

A diferencia de la entrada, la salida desde la fase REM fue abrupta y se caracterizé por el
cese de las actividades fasicas y tdnicas, con una vuelta de la posicidn del ojo al centro de la
Orbita, que coincidid con la restauracidon del tono muscular y la disminucién de potencia de la
banda theta del EEG. La duracidon media de los episodios REM, desde la aparicién del primer
brote de movimientos oculares rapidos hasta el cese de la actividad fasico/tonica ocular, fue

de 115,2 £ 45,2 s (n=48).

4.2 Desarrollo de un sistema portatil para el registro de los movimientos oculares

Para registrar la ocurrencia de actividades oculares fasicas y ténicas sin necesidad de
inmovilizar al animal durante las sesiones experimentales, se desarrollé un sistema portatil de
registro de los movimientos oculares (figura 4-8A). El sistema estuvo constituido por un
generador de campos magnéticos de reducido tamafio y ajustable a la cabeza del animal, que
permitio el registro de los movimientos oculares de manera similar a como lo hace la técnica
original (Robinson, 1963; Fuchs y Robinson, 1966). La deteccién de los movimientos oculares
se basd en el registro de los cambios de voltaje que indujeron los campos magnéticos en
bobinas implantadas sobre la esclerdtica del ojo. El giro del globo ocular respecto del campo

magnético, indujo un cambio de voltaje que fue proporcional a la amplitud del movimiento.

4.2.1 Generador de campos magnéticos

El generador de campos magnéticos se fabricé en fibra de carbono para garantizar una
maxima resistencia con un bajo peso y distorsidon del campo magnético. El disefio consistio en
una placa de 2 mm de espesor, de la que partieron dos brazos que terminaron, cada uno de
ellos, en una bobina de induccién de 35 espiras y 15 mm de didmetro. Las bobinas se
fabricaron con hilo de cobre barnizado de 0,2 mm de didametro. Las bobinas de induccidn
distaron entre si un total de 30 mm y cada una se posiciond a unos 5 mm de cada ojo, con una

orientacién que fue paralela a la de la bobina que se fijé a la esclerdtica del ojo (ver inserto en
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la figura 4-8A). El generador incorporé un conector, para la entrada de la alimentacion
eléctrica, y se fij6 a la cabeza del animal mediante tornillos que se implantaron sobre torreta
de registro (figura 4-8A). El peso del sistema completo fue de 5,08 g. En la figura 4-8B se
muestra un esquema del funcionamiento del sistema. El generador de campo magnético se
alimentd con una onda seno de +15 V de amplitud y 100 kHz de frecuencia (inserto a en la
figura 4-8B), con la que se indujo un campo magnético sinusoidal, de la misma frecuencia,
junto a cada ojo del animal. Este campo magnético, generd a su vez, una corriente sinusoidal a
100 kHz en cada bobina periocular. La amplitud de esta corriente varid con la rotacién del ojo
(cabezas de flecha en el inserto b de la figura 4-8B). La sefial recogida por cada bobina
periocular se amplificd y se transformd en una sefal continua (inserto ¢ en la figura 4-8B). El
circuito de amplificacidn tuvo una ganancia de 150 y se basé en el operacional TL0O82, y en su
transformacion de sinusoidal a lineal mediante un circuito detector de picos (figura 4-8C). Asi,
los cambios de voltaje que se registraron en la bobina periocular, estuvieron relacionados

directamente con el grado de rotacion del ojo respecto del campo magnético.

Las pruebas que se realizaron, con una bobina idéntica a las bobinas perioculares que se
implantaron en los animales, mostraron que la resolucién espacial del sistema fue
aproximadamente de 0,03 2, equiparable a la del sistema comercial que se empled en los

ensayos con animales inmovilizados.

La descomposicion de los movimientos oculares, en sus componentes horizontal y
vertical, no fue posible con este sistema. No obstante, si permitié realizar registros de la
posicién del ojo de gran precisidn, principalmente de la ocurrencia de los movimientos, sus
amplitudes y velocidades relativas, asi como de la presencia de cambios ténicos en la posicion

del ojo respecto de la posicién neutra.

4.2.2 Registro con el sistema portatil

De manera general, tras unos minutos, los animales dejaron de mostrar interés por el
dispositivo portatil implantado. Tras explorar el cubiculo de registro y desarrollar con
normalidad los comportamientos de alimentacidn y acicalamiento, se desplazaron a un rincén,
donde permanecieron inmdviles. Durante las primeras dos sesiones de registro, los tiempos
medios que estos animales permanecieron en NREM, REM vy vigilia fueron de 43,6 £ 8,0 %, 5,4
+0,4 %y 502 % 9,2 % (n=3), respectivamente. Estos resultados no difirieron de los que se
obtuvieron respecto de las duraciones calculadas a partir de las actividades EEG y EMG en

animales que se registraron sin el sistema portatil (NREM: 36,7 + 0,44 %; REM: 4,1 + 0,6 %;
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vigilia: 58,8 + 1,2 % (n=3)). Por el contrario, aquellos animales en los que se registraron los
movimientos oculares con el sistema comercial y, por tanto, tuvieron que ser inmovilizados,
pasaron una media del 0,79 + 0,30 % del tiempo en fase REM, tras una media de 4,0 + 1,4 dias
de entrenamiento. Estos animales, necesitaron un promedio de 7,0 + 2,8 dias de habituacion,
hasta alcanzar porcentajes de tiempo en NREM y REM similares a los que se obtuvieron en las

dos primeras sesiones de registro sin inmovilizacién.
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Figura 4-8. Descripcion del sistema portatil para el registro de la posicidn ocular.

A. Fotografia del sistema de registro portatil sobre la cabeza del animal y detalle de una bobina periocular
implantada en el ojo. B. Una sefial de +15 V y 100kHz (inserto a) alimenta las dos bobinas de induccidn que generan
el campo magnético. La bobina periocular de cada ojo registréd el campo magnético oscilante, el cual indujo un
voltaje cuya amplitud varié con los movimientos del ojo (cabezas de flecha en b). Esta sefial fue amplificada y
acondicionada mediante un circuito detector de picos (C), y la sefial resultante (inserto c) se digitalizé para su
posterior andlisis.
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4.2.3 Comparacion de los movimientos oculares registrados con el sistema portatil y con

el sistema comercial

Para verificar la validez del sistema, se compararon los movimientos oculares que se
registraron con el sistema portatil y los que se registraron con el sistema comercial. Asi,
durante el periodo de vigilia, se pudieron registrar movimientos oculares que se indujeron por
estimulacién vestibular en el plano horizontal (a 0,25 Hz; de +25 2 a +45 9) (figura 4-9A),
ejecuciéon de movimientos oculares sacadicos espontaneos (figura 4-9B), los movimientos
oculares durante el parpadeo (figura 4-9C) o los movimientos oculares durante las roeduras
(figura 4-9D). Cada uno de estos tipos de movimientos fue cualitativamente similar a los que se

registraron en los mismos animales con el sistema comercial (figura 4-9E a H).
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Figura 4-9. Ejemplos de registro de los movimientos oculares con el sistema portatil y con el sistema comercial.

Ejemplos de movimientos oculares durante el reflejo vestibulo-ocular (A), sacadicos espontaneos (B), parpadeos (C)
y roedura (D), registrados con el sistema portétil en un animal en libertad, y la componente horizontal de los
mismos tipos de movimientos (E-H, respectivamente), registrados con el sistema comercial. D, derecha; |, izquierda.
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Figura 4-10. Movimientos oculares registrados con el sistema portatil y con el sistema comercial durante el ciclo

vigilia-suefio.

A. Polisomnograma representativo en el que se muestran el electromiograma (EMG), el electroencefalograma
(EEG) y los movimientos oculares registrados con el sistema portatil durante el ciclo vigilia-suefio. De arriba abajo:
barra indicadora de la fase NREM (NREM, azul), el periodo de transicién (T, amarillo), la fase REM (REM, rojo) y la
vigilia (V, verde); EMG de la musculatura cervical; EEG; y movimientos oculares del ojo derecho registrado con el
sistema portatil. Notese el cambio de posicion durante transicion y fase REM, en relacion a la vigilia y la fase
se muestra un detalle de la posicion (Pos) y velocidad (Vel) de los movimientos oculares
correspondientes al periodo marcado en el trazo del ojo (asterisco). Durante la fase REM los movimientos se
organizaron en brotes a una frecuencia en torno a los 8 Hz (inserto ’b’) y mostraron una relacion lineal entre su
amplitud y su velocidad pico (inserto ‘c’). B. Registros andlogos a los presentados en A, usando el sistema
comercial. Sélo se representa la componente horizontal del ojo. Noétense las similitudes entre la forma, el

NREM. En el inserto ’a’,

agrupamiento, y la relacién velocidad-amplitud de los movimientos oculares registrados con ambos sistemas.
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Durante la fase NREM se observaron movimientos de deriva lenta y la posicion media de
los ojos permanecioé practicamente constante. Entre dos y tres horas tras el inicio de la sesion,
en las que se alternaron periodos de vigilia y la fase NREM, los animales comenzaron a

desarrollar los primeros episodios de fase REM.

En la figura 4-10 se comparan los movimientos oculares en dos fragmentos del ciclo
vigilia-suefo que se registraron con el sistema portatil (figura 4-10A), y con el sistema
comercial (figura 4-10B). Tanto la forma de los movimientos registrados (insertos a en la figura
4-10), como la frecuencia de ocurrencia de estos movimientos (insertos b en la figura 4-10) o
las relaciones velocidad-amplitud de los movimientos (insertos ¢ en la figura 4-10), fueron

similares entre los dos sistemas de registro.

En conjunto, estos resultados demuestran la validez del sistema portatil de registro de la
posicidn ocular para la deteccidn de los movimientos oculares. Al mismo tiempo, y a diferencia
del sistema comercial, elimina la necesidad de inmovilizar a los animales, una condicién que

dificulta la ejecucidén de ciclos vigilia-suefo naturales.

4.3 Caracteristicas de la actividad electroencefalografica durante el ciclo vigilia-suefio

La caracterizacion de la actividad EEG durante el ciclo vigilia-suefio se realizd con 30
ciclos vigilia-suefio que se registraron en 6 animales. En estos animales se registraron la
actividad EEG, los movimientos oculares mediante la técnica de seguimiento de la posicion

ocular y la actividad del musculo acromiotrapecio.

Las mayores diferencias entre estados se encontraron en las bandas de baja frecuencia y
la correspondiente a los husos, que fueron las mas representativas de la fase NREM; vy, de
theta y gamma, que lo fueron de la vigilia y de la fase REM del suefio. Un especial énfasis se
puso en el andlisis de las oscilaciones de alta frecuencia en la banda entre 110 y 160 Hz, poco

descrita hasta ahora, y que fue una caracteristica principal de la fase REM.
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Figura 4-11. Comparativa de la actividad espectral durante las vigilias activas y tranquilas.

Potencia espectral media en la banda entre 1 y 300 Hz, durante los estados de vigilia activa (A) y tranquila (B). Las
actividades mas prominentes, en ambos estados, ocurrieron en la banda theta (primer intervalo entre lineas
discontinuas) y en la banda de altas frecuencias (segundo intervalo entre lineas discontinuas). C. Cociente entre los
espectrogramas representados en Ay B. La potencia espectral durante la vigilia activa tendio a ser superior que en
los periodos de vigilia tranquila, especialmente en los intervalos theta y de alta frecuencia.

4.3.1 Actividad electroencefalografica durante la vigilia

La actividad EEG durante la vigilia se caracterizd, en general, por un perfil espectral de
baja potencia y alta frecuencia, en el que predominaron las actividades theta y gamma (figura
4-11). No obstante, estas actividades fueron dependientes del nivel de actividad del animal.
Asi, durante los periodos de vigilia activa (figura 4-11A), en los que los animales ejecutaron
comportamientos de exploracidn y acicalamiento, las potencias de las bandas theta y gamma,
y especialmente en la banda de alta frecuencia por encima de los 130 Hz, resaltaron
claramente (figura 4-11B). Los maximos de potencia en la banda theta, en los periodos de
vigilia activa y vigilia tranquila, se alcanzaron a los 6,5 + 0,4 Hz (n=30) y 6,3 £ 0,6 Hz (n=30),
respectivamente. Estos valores no fueron significativamente diferentes (ANOVA F=0,74;
P=0,411). En el rango de alta frecuencia, los maximos se alcanzaron a los 131,2 + 6,5 Hz (n=30)
y 132,5 + 6,1 Hz (n=30), para los periodos de vigilia activa y vigilia tranquila, respectivamente.

Estos valores tampoco fueron significativamente diferentes (ANOVA F=0,13; P=0,728).
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Como se indicd en la seccion de métodos, para comparar la potencia espectral entre
estados y animales, se calculé el cociente entre los espectros de frecuencia correspondientes a
los periodos de vigilia activa y vigilia tranquila. En la figura 4-11C, se representan la mediay la
desviacion del cociente para los seis animales entre 1 y 300 Hz. Como se puede observar, la
potencia espectral promedio en la banda theta durante los periodos de vigilia activa, fue 1,3 +
0,5 veces mayor que en la vigilia tranquila (n=30). En la banda de alta frecuencia entre 110 y
160 Hz, la potencia espectral promedio durante la vigilia activa fue 1,6 + 0,7 veces mayor que
durante la vigilia tranquila (n=30). La diferencias de potencia entre vigilia activa y tranquila,

para las bandas theta y de alta frecuencia, no fueron significativas (P>0,05).

107 NREM 107 Vigilia,
10° * 10° :
Z 10° Z 10°
g10° S10°
2 10° $10°
107 107
10' T LRRALL | LI | —1 1043 T LELELLRRLL | LENLELRLRLL | L
10 100 1 10 100
Frecuencia (Hz) Frecuencia (Hz)
3, NREM/VVigilia,

1 10 100
Frecuencia (Hz)

Figura 4-12. Comparativa de la actividad espectral durante la fase NREM vy la vigilia tranquila

Potencia espectral media en la banda entre 1y 300 Hz durante la fase NREM (A) y la vigilia tranquila (B). Durante la
fase NREM, existié un predominio de las oscilaciones lentas con un pico en torno a los 12 Hz (asterisco). El cociente
entre la potencia espectral asociada a la fase NREM vy a la vigilia tranquila (C), mostrd valores por encima de 1
hasta los 20 Hz, indicando una mayor potencia de estas actividades durante NREM, y valores inferiores a 1 por
encima de 20 Hz, debido a la mayor potencia de las actividades de alta frecuencia durante la vigilia tranquila.

4.3.2 Actividad electroencefalografica durante la fase NREM

La actividad EEG durante la fase NREM se caracterizé por un incremento de potencia de
las bajas frecuencias, un pico de actividad a los 11,2 + 1,4 Hz (n=30), que se correspondié con
los husos de suefio (asterisco en figura 4-12A), y una disminucién de potencia de las

frecuencias a partir de los 30 Hz (figura 4-12A).
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La comparacion de la actividad espectral durante la fase NREM respecto de la vigilia
tranquila (figura 4-12C) mostré que la potencia espectral durante suefio NREM fue superior a
la de la vigilia tranquila hasta aproximadamente los 30 Hz. La mayor diferencia se alcanzé en el
rango de los husos de suefio, con un valor de potencia entre los 10 y los 13 Hz que fue 2,1+ 0,6
veces mayor que en la vigilia tranquila (P<0,05). El valor de potencia promedio en la banda de
alta frecuencia durante suefio NREM, fue de 0,6 + 0,3 veces menor que el que se alcanzd

durante la vigilia tranquila (P<0,05).

4.3.3 Actividad electroencefalografica durante la fase REM

4.3.3.1 Componentes de frecuencia

Durante la fase REM, el predominio de las bajas frecuencias y de la actividad EEG
relacionada con los husos de la fase NREM (figura 4-13B) se desvanecieron paulatinamente
durante el periodo de transicidon y aparecid un pico de potencia espectral en la banda theta
(intervalo con lineas punteadas en la figura 4-13A) y un incremento de potencia espectral por
encima de los 30 Hz, que alcanzé su maximo en el rango de los 130-160 Hz (flecha en la figura
4-13A). El pico de potencia en la banda theta se alcanzé a una frecuencia media de 7,2 £ 0,3 Hz
(n=30). Este valor de frecuencia fue significativamente superior al que se alcanzé durante los
periodos de vigilia activa (6,5 + 0,4 Hz, n=30) y vigilia tranquila (6,3 + 0,6 Hz, n=30) (ANOVA
F=7,03; P<0,01). El pico de potencia en el rango de alta frecuencia se alcanzo a una frecuencia
promedio de 131,7 + 3,5 Hz (n=30) y no difirid de los valores que tuvo en la vigilia tranquila o

en la activa (ANOVA F=0,08; P=0,919).

En las figuras 4-13C a E se muestran las relaciones de potencia espectral durante el
suefio REM respecto de la vigilia activa, la vigilia tranquila y el suefio NREM, respectivamente.
Como se puede observar, la mayor diferencia se alcanzé en la banda theta, donde el valor
promedio de potencia durante la fase REM fue 3,6 + 1,8 (P<0,05); 3,7 + 1,0 (P<0,05)y 2,6 + 0,4
(P<0,05) veces mayor que en la vigilia activa, la vigilia tranquila y el suefio NREM,
respectivamente. La potencia media de las sefiales entre 30 y 200 Hz fue mayor durante la fase
REM en relacidn al resto de estados. El pico de alta frecuencia, presenté una amplitud relativa
media durante la fase REM que fue 1,8 +1,1; 2,6 + 1,6 y 4,9 + 1,2 veces mayor que durante la
vigilia activa, la vigilia tranquila y el suefio NREM, respectivamente. De estas comparaciones,

solo la amplitud relativa de la fase REM respecto de la NREM fue significativa (P<0,05).
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Figura 4-13. Comparativa de la actividad espectral durante la fase REM respecto de vigilia y NREM

Potencia espectral media en la banda entre 1 y 300 Hz durante las fases REM (A) y NREM (B). Respecto de las bajas
frecuencias en la fase NREM (asterisco en B), durante la fase REM se desarrollé un pico de mayor potencia en la
banda theta (intervalo entre lineas discontinuas en A) y otro en la banda de altas frecuencias (flecha en A). El
cociente de la potencia en la fase REM respecto de la vigilia activa (C), la vigilia tranquila (D) y la fase NREM (E),
mostrd que la potencia espectral de la banda theta y gamma fue consistentemente mayor durante la fase REM
respecto de los demas estados (valores por encima de linea discontinua horizontal). La potencia de la banda de
alta frecuencia durante la fase REM constituyd la mayor diferencia respecto de la fase NREM.
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4.3.3.2 Organizacién tonico-fasica de la actividad cortical

Un analisis de la actividad theta a lo largo de la fase REM mostré que esta actividad se
mantuvo elevada de manera prdcticamente constante. Sin embargo la actividad de alta
frecuencia mostré un patrén fasico, de modo que ocurrié en brotes de entre 3 y 10 ciclos. En la
figura 4-14A se muestra un fragmento representativo de la actividad EEG durante la fase REM
(trazo superior), asi como el resultado de filtrar esta seiial entre 6 y 10 Hz (trazo intermedio) y
entre 110 y 160 Hz (trazo inferior). Para comprobar la constancia de la banda de alta
frecuencia a lo largo de la fase REM, se estudiaron las potencias espectrales en esta banda, en
segmentos de 30 segundos, durante la transicion desde la fase NREM a REM, un periodo
intermedio y otro final de la fase REM. Los maximos de potencia se alcanzaron a los 130,1 + 3,1
Hz, 129,6 + 1,5 Hz y 130,5 + 3,0 Hz (n=30), durante la transicidn, el segmento intermedio y el
segmento final, respectivamente. Estos datos no fueron significativamente diferentes (F=0,21;

P=0,814) indicando que la actividad de alta frecuencia fue estable durante toda la fase REM.

Los brotes de alta frecuencia tendieron a ocurrir con una frecuencia media de 7,0 + 0,3
Hz (n=7), que fue muy préxima a la frecuencia media que mostroé el ritmo theta durante la fase
REM (7,2 + 0,5 Hz; n=7). Para estudiar la relaciéon de fase entre estos brotes y los ciclos de
theta, se realizd6 un analisis de comodulacidn entre la fase de los componentes de baja
frecuencia y la potencia de las actividades de alta frecuencia. En la figura 4-14B se muestra el
comodulograma promedio durante la fase REM (n=8). Los valores por encima del limite de
significacién (trazo blanco, P<0,001), indicaron que los cambios de amplitud en la banda entre
70y 200 Hz, mantuvieron una relacion de fase estable con las oscilaciones en el rango entre 5
y 10 Hz. Un analisis de correlacion de eventos entre los brotes de alta frecuencia en la banda
entre 110 y 160 Hz y los ciclos de theta (inserto en la figura 4-14B), mostrd que la mayoria de
los brotes de alta frecuencia tendieron a ocurrir en cada ciclo de theta, de modo que en el
87,6% de los ciclos de theta ocurrid un brote de alta frecuencia. Asi mismo, el 61,6% de los

brotes en la banda de alta frecuencia ocurrieron durante la acrofase (+459) del ciclo de theta.
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Figura 4-14. Actividad de la banda de alta frecuencia respecto de theta durante la fase REM.
A. De arriba abajo se muestran un fragmento representativo del electroencefalograma (EEG) bruto de un animal
durante la fase REM, el resultado de su filtrado entre 6 y 10 Hz (Theta) y entre 110 y 160 Hz (AF). B.
Comodulograma promedio de la relacidn potencia-fase durante REM para un total de 8 animales. La linea blanca
delimita el nivel de significacion (P<0,001), y el inserto muestra la relacion temporal entre la actividad theta y la de
alta frecuencia. C. Andlisis de la potencia espectral relacionada a eventos (ERSP), en que se muestra la relacién
temporal de las frecuencias entre 80 y 200 Hz, respecto del pico de amplitud de theta. El trazo blanco muestra la
distribucién de los picos de potencia para la banda entre 110 y 160 Hz, y los trazos discontinuos la desviacion de la
media. Notese el incremento en la latencia para las frecuencias mas bajas.
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Como este andlisis dio informacidn sobre la existencia de una relacién de fase entre la
envolvente de la alta frecuencia y theta, pero no tuvo en cuenta el desfase respecto de theta
para cada frecuencia, también se realizd un analisis de la variacién de la potencia de la alta
frecuencia respecto de la fase de la oscilacion en theta. En la figura 4-14C se muestra la
variacion de la potencia de las oscilaciones de alta frecuencia respecto del ciclo de theta que se
usé como sincronizador. Como se puede observar por los cambios de color, las mayores
potencias espectrales ocurrieron en el rango entre 110 y 160 Hz. También se puede observar,
en la misma figura, que los maximos de potencia para las frecuencias entre 110 y 160 Hz (linea
blanca) no mantuvieron una latencia constante respecto de theta, sino que fueron

incrementando en latencia conforme la frecuencia fue disminuyendo.

4.3.3.3 Desarrollo de las actividades fasicas y tdnicas durante la transicién a REM

Dada la estrecha relacion existente entre theta y la alta frecuencia, parecidé importante
determinar si ambas actividades se desarrollaban simultdneamente durante el inicio del suefio
REM. Para este estudio se utilizaron un total de siete animales, en los que se seleccionaron
aleatoriamente cinco episodios REM de cada uno. A los datos de potencia espectral de cada
transiciéon en la banda de alta frecuencia, se les realizé el ajuste por minimos cuadrados de una
sigmoide de Boltzmann. A partir de estos ajustes, el momento de ocurrencia del cambio del
50% de esta actividad de cada transicién se tomd como referencia temporal para realizar un
analisis tiempo-frecuencia. Este andlisis se realizd con una precisién temporal de 125 ms y de
0,015 Hz en frecuencia y permitid observar la cinética de las distintas bandas de frecuencia a lo
largo del tiempo (inserto en la figura 4-15). Los valores de potencia espectral, entre 110 y 160
Hz y entre 6 y 9 Hz para el conjunto de transiciones, se promediaron a lo largo del tiempo, para
reconstruir la variacion de potencia en las bandas de alta frecuencia y theta, respectivamente.
Este anadlisis mostré que theta se desarrollé antes, de modo que precedié a la banda de alta
frecuencia en 2,9 s. En la figura 4-15 se muestra el promedio de los valores de potencia en
cada instante para la banda theta (circulos azules) y para la banda de alta frecuencia
(cuadrados rojos), asi como las sigmoides que se ajustaron a los datos. El drea sombreada
representa, siguiendo el mismo cédigo de color, el intervalo de confianza del 95% para la
dispersion de las nubes de puntos. Los coeficientes de determinacion de los ajustes fueron
0,91 y 0,95 para las bandas theta y de alta frecuencia, respectivamente. Los tiempos
transcurridos entre el 1% y el 99% del total de variacién de potencia (cabezas de flecha sobre

el eje de abscisas) fueron de 29,2 para las bandas theta y de 19,2 s para la de alta frecuencia.
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Respecto de la relaciones de fase-potencia, el andlisis de comodulacion de periodos
sucesivos de 5 s mostré un incremento progresivo de los valores de comodulacion de la
potencia de la alta frecuencia respecto de la fase theta (comodulogramas en la parte inferior
de la figura 4-15). La comodulacién alcanzo valores significativos 5 s antes de que la actividad

de alta frecuencia alcanzara el 50% de su potencia maxima.

Estos resultados muestran que la actividad theta se desarrollé durante el periodo de
transicion a la fase REM antes que la de la alta frecuencia, y que alta frecuencia se acoplé en
fase a theta desde su inicio, sugiriendo que es la actividad theta la que organiza a la de alta

frecuencia.
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Figura 4-15. Evolucion temporal de las potencias espectrales de las bandas theta y de alta frecuencia durante el
periodo de transiciéon a REM.

En la figura central se muestran las variaciones de potencia en las bandas theta (azul) y de alta frecuencia (rojo), las
sigmoides que se ajustaron a los datos (lineas continuas) y los intervalos de confianza al 95% (areas sombreadas).
En el inserto superior se muestra la evolucién de la potencia espectral entre 0,1 y 200 Hz durante la transicidn. Las
lineas discontinuas verticales muestran, usando el mismo cédigo de colores, los momento en se alcanzaron el 50%
de la potencia maxima en cada actividad. En el eje de abscisas se ha marcado el intervalo temporal
correspondiente a la variacidn entre el 1y el 99% de la potencia de la actividad theta (cabezas de flechas azules) y
de la de alta frecuencia (cabezas de flechas rojas). Debajo del eje de abscisas se muestran los comodulogramas
correspondientes a las ventanas de tiempo de 5 segundos del intervalo seifalado en el eje. La linea blanca en la
barra de calibracién indica el limite de significacién (P<0,001). FA, frecuencia de la amplitud; FF, frecuencia de la
fase.
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4.3.3.4 Cinética de la actividad de alta frecuencia durante el periodo de transicion y su

relacidn con las variables clasicas que definen las fases NREM y REM

Para este estudio se utilizaron 5 animales y 3 transiciones de suefio NREM a REM de
cada animal. Como variables cldsicas se tuvieron en cuenta: i) la actividad EEG, en la que se
detectaron los husos de suefio, se cuantificaron el desarrollo de la alta frecuencia y el de la
extincion de la actividad delta; ii) la pérdida de tono muscular en la musculatura del cuello; v,
iii) la apariciéon de los primeros movimientos oculares rapidos, registrados por la técnica del
seguidor magnético de la posicion ocular. Para cuantificar las cinéticas, se eligieron intervalos
temporales de 100 s (desde 50 s antes hasta 50 s después del inicio de la actividad de alta
frecuencia) correspondientes a las transiciones. En la figura 4-16 se muestra una transicién
representativa entre NREM y REM, en la que se ilustra el tratamiento empleado en el analisis.
Para cada transicion, se realizé un ajuste por minimos cuadrados a una sigmoide de Boltzmann
de las variaciones temporales de la potencia espectral en las bandas de alta frecuencia (110-
160 Hz) y delta (1-5 Hz). De modo similar, se rectificé e integré la actividad muscular y se hizo
también un ajuste a una sigmoide de Boltzmann. Para cada transicién, se anotaron, por ultimo,
los momentos de ocurrencia del Ultimo huso de suefio (asterisco en figura 4-16) y el del primer

movimiento rapido del ojo (cabeza de flecha en figura 4-16).

El ajuste de la sigmoide de Boltzmann de la envolvente de la sefial de alta frecuencia en
cada episodio fue muy bueno y mostré coeficientes de determinacién entre 0,83 y 0,97. La
evolucién de la actividad de alta frecuencia, medida como el intervalo de tiempo entre el 1y el
99% del valor de amplitud maxima para el ajuste, mostré una duracién promedio de 16,6

3,8s.

El analisis de estos datos permitid obtener una representacién grafica del orden
temporal en que ocurrieron los acontecimientos polisomnograficos que caracterizaron el
periodo de transicion entre las fases NREM y REM. En la figura 4-17 se representa, en gris, el
promedio de las sigmoides de ajuste a la evolucion de la potencia espectral en la banda de alta
frecuencia durante el periodo de transicién. La zona sombreada sobre la curva de ajuste a la
alta frecuencia representa la desviacion estandar para el conjunto de observaciones. Sobre la
sigmoide promedio, se ha representado el intervalo en que delta descendié del 90% al 10% de
su potencia maxima (intervalo coloreado en azul), el intervalo en que el tono muscular
descendié desde el 90% al 10% de su actividad maxima (intervalo coloreado en rojo) y los

instantes de ocurrencia del Ultimo huso y del primer movimiento rdpido del ojo.
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Figura 4-16. Tratamiento de los datos de un periodo de transicidn representativo.

Se muestran, de arriba a abajo, la actividad electroencefalografica (EEG), la actividad EEG entre 110 y 160 Hz (AF),

entre 1y 5 Hz (DELTA), la actividad electromiogréfica rectificada (EMG) y la velocidad ocular (VO). En los trazos

correspondientes a AF, DELTA y EMG, se ha representado su envolvente (trazo negro) y la sigmoide de ajuste a la
envolvente (trazo rojo). El asterisco marca el momento de ocurrencia del Gltimo huso de suefio y la cabeza de

flecha el del primer movimiento ocular rapido.

Tomando como referencia el momento en que la alta frecuencia alcanzoé el 10% de su

potencia maxima, la caida de la banda delta, al 10% de su potencia, fue el primer fendmeno

que ocurrié (latencia de -0,1 + 1,2 s). Para este intervalo, el valor de potencia para la actividad

de alta frecuencia varié entre el 6 y el 17% de su valor maximo. El siguiente fenémeno que

ocurrio fue el Gltimo huso de suefio (latencia de 5,0 + 0,9 s), cuando el valor de potencia para

las altas frecuencias varié entre el 52 y el 74% de su valor maximo. A continuacién tuvo lugar el

primer movimiento ocular rdpido, que ocurrié a los 5,5 + 0,6 s, cuando el valor de potencia

para la banda de alta frecuencia varié entre el 62 y el 76%. Por ultimo, se desarrollé la atonia
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muscular, de modo que la caida del tono muscular al 10% de su valor maximo ocurrié a los
10,7 + 1,7 s, lo que se correspondid con una variacién de potencia de la banda de alta

frecuencia de entre el 94 y el 99% de su valor maximo.
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Figura 4-17. Organizacion temporal de las variables polisomnograficas durante el periodo de transicion a REM.
Sobre la sigmoide de ajuste a la variacion de la potencia espectral normalizada de la banda de alta frecuencia (trazo
gris) se representan los tiempos medios en los que ocurrieron un descenso del 90% en la actividad delta respecto
de NREM (punto azul), el dltimo huso de suefio (cuadrado), el primer movimiento ocular rapido (X) y el descenso
del 90% en el tono muscular (estrella roja). También se representan, sobre la sigmoide, los intervalos de tiempo en
que la potencia de delta (trazo azul) y el tono muscular (trazo rojo) pasaron del 90% hasta el 10% de sus valores
medios durante NREM. Las barras de error representan la desviacion estandar de cada variable y el area gris la
desviacién estandar del instante asociado a la potencia de la alta frecuencia.

Estos resultados muestran que, la cinética de la variacién en potencia de la actividad de
alta frecuencia, permite definir de manera precisa un periodo, relativamente corto, que
contiene a todos los indicadores que se han utilizado clasicamente para describir la transicidn
entre las fases NREM y REM. Estos resultados explican, ademas, el orden temporal preciso en
que ocurrieron todos los acontecimientos de la transicion y permite entender las discrepancias
que existen en la literatura sobre la duraciéon del periodo de transicion en funcion del

parametro utilizado.
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4.3.3.5 Mapa cortical de las oscilaciones de alta frecuencia

Como se explicé en el apartado 3.6.4 de la seccién de METODOS, para realizar la
cartografia cerebral de la oscilacidn de alta frecuencia, se utilizaron 13 animales a los que se
les implantaron 18 electrodos, que se repartieron por la calota craneana con la disposicién que
se muestra en la figura 4-18. La actividad EEG de cada localizacidn se re-referencié respecto de
la actividad EEG promedio y se calculd la ratio de la actividad durante la fase REM respecto de
la de NREM. En la figura 4-18 se muestra, para cada una de las localizaciones, la ratio promedio
en la banda entre 40 y 200 Hz. Las mayores potencias relativas, en la banda entre 110 y 160
Hz, se localizaron sobre las cortezas centroparietales de ambos hemisferios (linea discontinua
en la figura 4-18), fundamentalmente sobre las cortezas motoras primaria y secundaria,
somatosensorial primaria del tronco y parietal asociativa. Mdas concretamente, la mayor
potencia se localizé sobre la corteza sensorio-motora correspondiente al tronco y la corteza
motora primaria (localizacién de -3 mm anteroposterior y 2 mm lateral respecto de Bregma;
Paxinos y Watson ref. 2007). La potencia espectral relativa en esta banda decayd conforme los

electrodos se fueron alejando respecto de esta region.
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Figura 4-18. Distribucion cortical de las actividades de alta frecuencia durante REM respecto de NREM.

Sobre un dibujo esquematico del craneo de la rata (gris), enmarcado por el mapa estereotaxico, se representan las
posiciones de los electrodos de registro (circulos). Sobre cada electrodo, se muestra la potencia espectral media del
EEG durante la fase REM respecto de la de NREM (trazos negros) y su desviacién estandar (area sombreada) en el
rango entre 40 y 200 Hz. Nétese que el pico de potencia de la banda de alta frecuencia fue mayor sobre la region
centro-parietal (localizaciones delimitadas por linea gris discontinua).
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Figura 4-19. Organizacion temporal de las altas
frecuencias.

A. Representacion esquematica de la situacion
de los electrodos, en los que se registraron las
mayores potencias espectrales en la banda de
alta frecuencia, sobre los hemisferios izquierdo
(1) y derecho (D). B. Fragmento de registro
representativo durante la fase REM en las
localizaciones numeradas en A. La primera
linea gris es una marca temporal de la
ocurrencia de un brote de alta frecuencia en el
hemisferio derecho y la segunda en el
hemisferio izquierdo. Nétese la no coincidencia
de los brotes de alta frecuencia entre
hemisferios. Notese también que, cuando
hubo cierta actividad de alta frecuencia en los
dos hemisferios, se produjo una inversion de

fase de los ciclos (cabezas de flecha).
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4.3.3.6 Organizacién cortical de las altas frecuencias

Para estudiar la organizacion cortical de la actividad de alta frecuencia, se realizd un
analisis de las sefiales que se registraron en las doce localizaciones que mostraron las mayores
potencias relativas durante suefio REM (figura 4-19A). El filtrado en la banda entre 110 y 160
Hz en estos electrodos, puso de manifiesto la existencia de una organizacidn cortical en la que
los brotes de actividad tendieron a ocurrir simultdneamente entre los electrodos del mismo
hemisferio, pero no entre hemisferios. La figura 4-19B muestra un intervalo temporal
representativo de las sefiales filtradas entre 110 y 160 Hz que se registraron en las
localizaciones que se indican en la figura 4-19A. Como se puede observar en esta figura, la
aparicién de un primer brote (primera linea gris vertical) mostré una amplitud y fase muy
similar en todas las localizaciones en el hemisferio derecho (D1-D6), mientras se mostrd
desorganizada en el hemisferio izquierdo (11-16). En la misma figura, un poco mas adelante en
el tiempo, se puede observar otro brote de alta frecuencia, esta vez en el hemisferio izquierdo
(segunda linea gris vertical), que mostré una forma y amplitud homogénea ahora en este

hemisferio, pero no en el derecho.

4.3.3.6.1 Relacidon de fase entre theta y los brotes de alta frecuencia en distintas

localizaciones

Como se mostrd anteriormente en el andlisis de comodulacion, los brotes de alta
frecuencia mostraron una relacién de fase con la oscilacion theta. Sin embargo, este analisis, si
bien es muy potente para identificar la existencia o no de relaciones de fase dependientes de
la frecuencia, no da informacion cuantitativa sobre las diferencias de fase. Para estudiar esta
relacidn de fase y si era constante o variaba entre las distintas regiones corticales, se realizé un
analisis de fase mas detallado para cada localizacidon. Para ello, se calcularon las relaciones de
fase entre theta y la envolvente de la actividad de alta frecuencia (figura 4-20) para cada una
de las localizaciones donde la actividad de alta frecuencia fue mas prominente (figura 4-19A).
En la figura 4-20A, se representa la relacién de fase entre el ritmo theta y la envolvente de la
actividad de alta frecuencia en las diferentes localizaciones de un mismo hemisferio. El sector
en rojo en cada representacion circular, muestra el intervalo de confianza al 95% para el valor
de fase promedio en cada localizacion, mientras que el area sombreada en gris representa el
histograma de distribucién para todas las observaciones. Como se puede observar, la relacion

fue variando entre las distintas localizaciones. Asi, en la localizacion mas anterior el desfase
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promedio fue de -2,15 + 1,512 y fue incrementando progresivamente en direccion

anteroposterior hasta alcanzar los 29,75 £ 0,992 en la localizacién mas posterior.
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Figura 4-20. Relacidn de fase entre theta y los brotes de alta frecuencia.

A. Representacion polar de la relacion de fase entre theta y la envolvente de la actividad de alta frecuencia, en las
diferentes localizaciones del hemisferio izquierdo numeradas en la figura 4-19. Se representa el histograma de
distribucién de la fase para cada localizacién (area en gris) y el intervalo de confianza al 95% para la media de la
distribucién (sector en rojo). Nétese la variacion gradual de la fase entre diferentes localizaciones. B. Actividad
promediada, en cada localizacion, en base al pico de potencia de las oscilaciones de alta frecuencia. Notese la
reconstrucciéon de la actividad de alta frecuencia sobre la onda theta, la diferencia de amplitud para theta y alta
frecuencia en cada localizacidn, y el cambio de fase entre localizaciones. En el eje de abscisas se representa el
tiempo en ms, referenciado al pico maximo de la onda theta. C. Reconstruccion de la actividad theta promedio,
registrada en cada localizacion (trazo negro) y el histograma de distribucion de los picos de alta frecuencia
(histograma gris). Nétese el corrimiento del pico del histograma respecto de la fase de theta (eje de abscisas) en
cada localizacién.

Una representacion mas intuitiva de los cambios de relacién de fase entre la actividad
de alta frecuencia y theta se obtuvo promediando la actividad que se registré en cada
ubicacién, usando como sincronizador los eventos correspondientes a la ocurrencia de los
picos de alta frecuencia en la actividad filtrada. El promedio de la actividad reconstruyé un
ciclo de theta y mostrd, sumada sobre theta, una actividad de alta frecuencia que se fue
retrasando respecto del pico de theta, desde los electrodos mas rostrales hasta los mas
caudales (figura 4-20B). Asi pues, mientras que en la localizacién mas anterior, el brote de alta
frecuencia se localizd sobre el maximo del ciclo de theta, en las localizaciones posteriores se
produjo un desfase que fue incrementando hacia las localizaciones mds posteriores. Como se
puede observar en la figura 4-20B, la actividad reconstruida de los ciclos de theta fue menor en

el electrodo mas rostral, intermedia en 12 e 13 y mayor en los electrodos 14 a 16.
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En la figura 4-20C, se muestran el trazo correspondiente a la actividad promedio en cada
localizacién y el histograma de distribucicon de los picos para la oscilacion de alta frecuencia,
empleando en ambos casos el pico de amplitud de theta como sincronizador. En coherencia
con los desfases encontrados en la alta frecuencia respecto de theta, el maximo del
histograma de la distribucién de la alta frecuencia presentd, respecto de theta, un desfase
menor en las localizaciones mas anteriores y fue incrementando en sentido anteroposterior.
No obstante, a diferencia de la reconstruccién de theta al promediar la actividad EEG respecto
de las oscilaciones de alta frecuencia (figura 4-20B), los histogramas de distribucién de eventos
respecto de theta no reconstruyeron los ciclos de alta frecuencia (figura 4-20C). Este resultado
sugiere que, respecto de la fase de theta, cada ciclo de alta frecuencia debié mostrar cierta
variabilidad y que, por tanto, fue la potencia de los brotes de alta frecuencia, y no la fase de
cada ciclo, lo que se acoplé a la fase de theta. En otras palabras, estos resultados descartaron

la existencia de un acoplamiento de tipo fase-fase entre estas dos oscilaciones.

4.3.3.6.2 Coherencias de las actividades en un hemisferio y entre hemisferios

Para profundizar mas en la cuantificacién de las relaciones temporo-espaciales intra- e
interhemisféricas, se realizé un andlisis de coherencia espectral entre todas las parejas de
electrodos. Este andlisis permitio cuantificar la correlacién temporal entre las actividades que
registro cada electrodo para cada frecuencia. El analisis se realizé solo entre los electrodos que
mostraron una mayor potencia espectral relativa en la banda de alta frecuencia (cuadrado gris
en figura 4-18). En la figura 4-21A se muestra la coherencia media en la banda entre 1y 300 Hz
para todas las parejas de electrodos de un mismo hemisferio y para todas las parejas entre
electrodos de los dos hemisferios, excluyendo, en ambos casos, las comparaciones de cada
localizacién consigo misma, puesto que su coherencia seria de 1. Las coherencias entre los
electrodos de un mismo hemisferio fueron mayores que las coherencias entre hemisferios. En
ambos casos, las coherencias mas altas se dieron en el rango de las bajas frecuencias v,
especialmente, en el rango de theta, en el que se alcanzaron valores de 0,97 £ 0,02 y 0,93
0,02 para las parejas intra- e interhemisféricas, respectivamente (figura 4-21B). No se
encontraron diferencias significativas entre estas comparaciones en la banda de theta (t-
Student T=1,85; P=0,14). A partir de los 15 Hz se produjo un descenso de la coherencia que fue
mas acusado en el caso de las parejas entre hemisferios, siendo especialmente baja en el

rango de las oscilaciones de alta frecuencia. La coherencia espectral en la banda de alta
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frecuencia mostré valores promedio de 0,75 + 0,09 y 0,02 + 0,01 para las parejas intra- e

interhemisféricas, respectivamente (t-Student T=20,23; P<0,001) (figura 4-21B).
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Figura 4-21. Coherencia espectral de las actividades theta y de alta frecuencia durante REM.

A. Representacion de la coherencia media y la desviacion en el rango de frecuencias entre 1 y 500 Hz entre parejas
de electrodos del mismo (trazo y area sombreada azul, respectivamente) o de diferentes hemisferios (trazo y area
sombreada naranja, respectivamente). Los valores maximos de coherencia se alcanzaron en la banda theta (primer
rectangulo gris en A), con independencia de si se calcularon para localizaciones intra- o interhemisféricas (barras
blancas en B). En la banda de alta frecuencia (segundo rectangulo gris en A), los valores de coherencia fueron
elevados para un mismo hemisferio y proximos a cero entre hemisferios (barras negras en B). C. Representacion
mediante cddigos de color, de los valores medios de coherencia en la banda de alta frecuencia (AF) y de theta
(THETA) para todas las parejas posibles de electrodos, numerados en base a su localizacién en la figura 4-19. |,
izquierda; D, derecha.

En la figura 4-21C se representa, en cddigo de colores, los valores de coherencia
espectral media para cada una de las parejas de electrodos en la banda de alta frecuencia

(izquierda) y en la banda theta (derecha). Como se puede observar, en el caso de las altas
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frecuencias, las mayores coherencias se alcanzaron entre electrodos del mismo hemisferio. Los
valores de coherencia espectral mas elevados se produjeron entre las parejas de electrodos
cuyas localizaciones fueron mas cercanas. Para el resto de las parejas, la coherencia fue
decayendo con la distancia entre electrodos de la pareja. En el caso de las parejas entre
hemisferios, los valores fueron cercanos a cero para todas las parejas. En la banda de theta,
todas las parejas, con independencia de que fueran entre electrodos de un mismo hemisferio

o entre hemisferios, mostraron valores elevados de coherencia espectral.

4.3.3.6.2.1 Relaciones de fase entre localizaciones de un mismo hemisferio

El andlisis de coherencia espectral no solo da informacién sobre la constancia de la
relacion de fase entre dos sefiales, sino que también permite calcular, cuando existe
coherencia, el grado de desfase entre las mismas. Una comparaciéon detallada de las
actividades en las bandas de theta y de alta frecuencia, en diferentes localizaciones, mostro la
existencia de pequefias variaciones de fase, que fueron dependientes de la localizacion de
cada electrodo. Ya que estas diferencias podrian aportar informacién sobre el origen y el
sentido de la propagacién de estas actividades, se realizd un estudio de las relaciones de fase
entre todas las posibles parejas de electrodos, para las actividades en las bandas de theta y

alta frecuencia.

La figura 4-22A muestra el resultado del andlisis de fase de la actividad en la banda
theta, entre parejas de electrodos del mismo y de los dos hemisferios. Tras ordenar los
electrodos por su desfase, se observé que, con independencia de si la comparacién se realizé
entre los electrodos de un hemisferio o entre los de ambos, los mayores desfases se
produjeron entre los electrodos 4 y 1, fueron intermedios entre el electrodo 4 y los electrodos
3 y 5, y mostraron las menores diferencias entre el electrodo 4 y los electrodos 2 y 6. Segun
estos resultados, teniendo en cuenta los desfases entre las distintas ubicaciones y sus signos,
la actividad theta pareci6 irradiar desde una posicion cercana al electrodo 4 hacia el resto de
ubicaciones (figura 4-22D, diagrama sobre el hemisferio derecho). Como el desfase maximo
entre los electrodos 4 y 1 fue en promedio de 11,83 + 3,51 2 y la duracién promedio de un ciclo
de theta fue de 135,4 + 1,2 ms, el desfase temporal entre estas localizaciones fue de 4,45 +
1,32 ms. En base a la distancia entre estas localizaciones, se calculd que la velocidad de

propagacion para la actividad theta varié entre 0,9 y 1,6 m/s (media 1,1 m/s).
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Figura 4-22. Relacién de fase entre localizaciones y patrones de propagacién de las actividades theta y de alta
frecuencia.

Relaciéon de fase, en codigo de color, entre las actividades de parejas de electrodos del mismo o diferente
hemisferio para la banda theta (A) y de los del mismo hemisferio para la actividad de alta frecuencia (AF) (B) y para
la envolvente de alta frecuencia (AFenv) (C). Nétese que los electrodos, numerados por su localizacién en D, se han
ordenado en A, B y C en base al grado de desfase para cada tipo de actividad. D. Reconstruccion, sobre el
hemisferio derecho, de la direccién de propagacién de la actividad theta en base a los datos representados en A, y
de la propagacién de la actividad de alta frecuencia sobre el hemisferio izquierdo, en base a los datos
representados en B. |, izquierda; D, derecha; homo, homolateral.

Un tratamiento similar se realizé para las oscilaciones en la banda de la alta frecuencia.
En la figura 4-22B se muestra el resultado del andlisis de fase para la banda de alta frecuencia,
para las actividades entre electrodos de un mismo hemisferio. En este caso no fue necesario
reorganizar los electrodos sobre la figura, ya que las diferencias de fase estuvieron ordenadas
practicamente tal como se habian numerado los electrodos. Asi, las mayores diferencias se
encontraron entre los electrodos mas alejados (1 y 6), seguidas por las diferencias entre el

electrodo 1y los 4y 5; y, fueron menores entre el electrodo 1 y los electrodos 2 y 3. Segun los
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valores de los desfases y su signo, el origen de la actividad de alta frecuencia se localizé en la
region comprendida entre las localizaciones de los electrodos 1 y 2, y se propagd hacia el
electrodo 6, como se muestra en el esquema de la figura 4-22D, sobre el hemisferio izquierdo.
El desfase maximo entre el origen y la localizacion mas distante fue de 8,20 + 2,03 2 (n=5).
Dado que la duracién promedio de un ciclo de alta frecuencia fue de 7,6 + 0,04 ms (n=5), el
desfase entre estas dos localizaciones fue de 0,16 + 0,04 ms. En base a la distancia entre el
origen y la localizacién 6, la velocidad de propagacion para la actividad de alta frecuencia varié
entre 27,8 y 46,1 m/s (media 34,7 m/s). El andlisis de fase entre hemisferios no se realizd

porque las coherencias entre los electrodos de ambos hemisferios fueron cercanas a cero.

Dado que, como se ha visto antes, la potencia de la alta frecuencia mostro estar en fase
con theta (figura 4-14B), que los valores de fase fueron diferentes en cada localizacion cortical
(figura 4-20A y B) y que fue la potencia de los brotes de alta frecuencia, y no la fase de cada
ciclo de alta frecuencia (figura 4-20C), la que se acoplé a la fase de theta, se estudio si la
envolvente de los brotes de alta frecuencia mostraria una organizacion cortical similar a la de
theta. Para ello, para cada localizacion se filtré la sefial original entre 110 y 160 Hz, se calculd
su envolvente y se analizd la relacidn de fase existente entre los maximos de las envolventes.
Como se puede observar en la figura 4-22C, el resultado del andlisis de fase para la envolvente
de los brotes de alta frecuencia en los diferentes electrodos, mostré una organizacién muy
similar a la que siguieron los ciclos de alta frecuencia (figura 4-22B), pero no a la relacién de
fase de theta (figura 4-22A). Asi, se encontré que, los desfases mas pequerios ocurrieron entre
la ubicacién 2 y la de los electrodos mds préximos, y que los desfases fueron creciendo,
respecto del electrodo 2, hacia la ubicacién del electrodo 6. Teniendo en cuenta los valores y
los signos de los desfases, se encontré que el origen de la envolvente ocurrié cerca del
electrodo 2 y que la actividad se propagé hacia las regiones mas caudales. El desfase promedio
entre las localizaciones 2 y 6 fue de 11,86 + 3,93 2. Dado que la duracidon promedio de la
envolvente de alta frecuencia fue de 132,1 + 1,0 ms, el desfase entre las localizaciones 2 y 6
fue de 4,35 + 1,44 ms. En base a la distancia entre estas localizaciones, se calculd que la
velocidad de propagacion de la envolvente de los brotes de alta frecuencia varié entre 0,9 y

1,8 m/s (media 1,2 m/s).

Asi pues, el origen y la propagacidn de la actividad de alta frecuencia, medida a partir de
los ciclos o a partir de la envolvente de los brotes, fueron rostral y en direccién caudal,
respectivamente. Esto fue muy diferente de lo que mostré la actividad theta, la cual se origind
posterior y medialmente y se propagd radialmente en todas direcciones. Pero ademas, la

velocidad de propagacién de la envolvente fue mucho menor que la que se calculé para los
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ciclos de alta frecuencia. Para intentar dilucidar esta discordancia, se estudiaron las relaciones
temporales entre la envolvente de los brotes y los ciclos de alta frecuencia dentro de cada
brote. En la figura 4-23A se muestra un ejemplo representativo de un brote de alta frecuencia
(trazo negro) y su envolvente (trazo gris), que se registrd en las diferentes localizaciones del
hemisferio izquierdo (11-16). Como se puede observar, el pico de la envolvente estuvo mas
desplazado hacia la primera parte del brote en los electrodos mas rostrales y se fue
retrasando, dentro del brote, en los electrodos mds caudales (linea roja en la figura 4-23A). Un
analisis de la amplitud de la envolvente respecto de los ciclos del brote para un total de 50
brotes (figura 4-23B) mostré que los maximos de las envolventes fueron retrasandose
progresivamente desde los electrodos rostrales a los caudales (linea roja). El retraso entre los
electrodos 2 y 6 fue de 3,5 ms, que estuvo en el rango (4,35 = 1,44 ms) que se obtuvo del

analisis de fase de las envolventes.
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Figura 4-23. Origen de la relacién de fase para la envolvente de la actividad de alta frecuencia.

A. Representacion de un brote de alta frecuencia en diferentes localizaciones del hemisferio izquierdo, segun la
identificacién de electrodos de la figura 4-22. Sobre cada brote se muestra la envolvente (trazo gris) tras rectificar
la sefial. Los dos trazos en azul unen los picos positivos en P-1 y PO, y el trazo rojo une los maximos de la
envolvente. Nétese el desfase entre los ciclos de alta frecuencia y la envolvente. B. Representaciéon de la amplitud
media (puntos negros) y su desviacion estandar (barras) para 50 brotes de alta frecuencia, en cada localizacién. El
trazo gris representa el mejor ajuste a los puntos vy, el trazo rojo, el momento del maximo de la curva. Nétese el
cambio gradual de localizacidn del pico maximo, como resultado de la proporcién entre los picos de potencia de la

oscilacién de alta

frecuencia.
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4.3.3.6.2.2 Relaciones de fase entre localizaciones de los dos hemisferios

Como se mostrd anteriormente, la coherencia espectral en la banda de alta frecuencia
entre las actividades que se registraron en los dos hemisferios, fue muy baja (figura 4-21). Sin
embargo, un analisis de los ciclos de alta frecuencia entre localizaciones simétricas de ambos
hemisferios, mostré que, aunque los ciclos de alta frecuencia de ambos hemisferios sélo
coincidieron el 38,2% de las veces, cuando lo hicieron, tendieron a ocurrir en oposicién de fase

(figura 4-19B, cabezas de flecha).

Para analizar mas en detalle esta relacidon entre hemisferios, se filtraron las actividades
en la banda de alta frecuencia, se generaron los eventos correspondientes a los ciclos de alta
frecuencia y se estudiaron las correlaciones entre los eventos. En la figura 4-24A se representa
el promedio de la actividad que se registrd en las localizaciones 12 y D2 usando la ocurrencia de
los ciclos de los brotes en 12 como sincronizador. Como se puede observar, en ambos
hemisferios se reconstruyeron sendas sefiales lentas, ambas en el rango de theta y que
tuvieron igual amplitud y fase. Sin embargo, la seiial correspondiente a la actividad de alta
frecuencia, que se localizé sobre la onda theta, mostré una oposicién de fase entre los dos
hemisferios. La amplitud de la actividad de alta frecuencia en el hemisferio contralateral al que
se usé para sincronizar el promedio, fue solo un 24,12 + 3,72% (n=10) de la amplitud en el
hemisferio de referencia. Estos resultados sugirieron que, o bien, en los casos en los que hubo
coincidencia de la actividad de alta frecuencia entre hemisferios, la actividad en un hemisferio
fue dominante en magnitud respecto del otro; o, que la ocurrencia de los ciclos en un

hemisferio respecto del otro fue mas variable.

Para discriminar entre estas dos posibilidades se realizé un andlisis de correlacién de
eventos entre los ciclos de alta frecuencia entre hemisferios. En la figura 4-24B se representa
el resultado del andlisis de autocorrelacidn de eventos para los ciclos de alta frecuencia en el
hemisferio izquierdo (en rojo) y el de la correlacién cruzada entre los del hemisferio derecho
respecto de los del izquierdo (azul). Como se puede observar en el diagrama de raster (arriba)
y en el histograma de frecuencias (abajo), la variabilidad en la ocurrencia de los ciclos respecto
de un mismo hemisferio fue menor (trazos en rojo, hemisferio izquierdo) que la variabilidad en
la ocurrencia de los ciclos de un hemisferio respecto del otro (trazos azules, hemisferio
derecho respecto del izquierdo). De este analisis se concluye, pues, que el descenso de
amplitud en un hemisferio respecto del otro, se debid a una relacidon de fase mas difusa y no
necesariamente a una diferencia de magnitud. Esta relacion difusa entre los eventos de los dos

hemisferios explica, ademas, por qué la coherencia espectral fue tan baja.
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Figura 4-24. Relacidn entre hemisferios de las oscilaciones de alta frecuencia.

A. Resultado de promediar la actividad original en un canal del hemisferio izquierdo (trazo rojo) y en una
localizacion equivalente en el hemisferio derecho (trazo azul), empleando como referencia, en ambos casos, los
picos de alta frecuencia del canal izquierdo. Nétese la menor amplitud e inversion de fase de los ciclos de alta
frecuencia en el canal derecho, respecto del izquierdo, y la equivalencia en amplitud y fase de la onda theta sobre
la que se reconstruyen los ciclos de alta frecuencia. B. Raster (arriba) e histogramas de distribucién (abajo), de los
picos de la actividad de alta frecuencia, empleando el mismo cddigo de color y referencia que en A. Noétese la
inversion de fase entre los picos y la mayor dispersidn de los datos del hemisferio derecho.

De ser cierto esto, dada la alta sincronia dentro de un mismo hemisferio, la dispersion
de fases deberia ser mayor entre hemisferios que dentro de un mismo hemisferio. La figura 4-
25 muestra un ejemplo representativo de las diferencias en la relacion de fase existentes para
las oscilaciones de alta frecuencia entre un electrodo de referencia (posicidn 12) y un electrodo
del mismo (posicidn 14), o del otro (posicién D4) hemisferio. Como se puede observar en la

figura, los eventos de los ciclos de alta frecuencia que se registraron en el electrodo
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homolateral presentaron una distribucién alrededor de 02, en la que el 75% de las
observaciones se localizaron en un intervalo de 35,62 (lineas discontinuas). Sin embargo, la
actividad de alta frecuencia en el electrodo contralateral presentd un perfil centrado en 1802
que fue mucho mas desorganizado y con el 75% de los valores contenidos en un intervalo de

160,692 (lineas discontinuas).

EEGI4 EEGD2
700 1,0 700 , , 1,0
540+ L 0,8 540 L 0.8
© . . ©
1 S 1 , | S
» 480 L06 E 480 -06 E
£ 3 £ - : 3
c E r < s b r <
E o 9 . . Rl
G 3201 F04 8 @320 : : H04 &
2 : ; %
. - o - - c
a : : a
1601 L 0,2 160 ; : - 0,2
0 — — 0 0 ——— 0
-180 -90 90 180 0 90 180 270 360
Fase (°)

Figura 4-25. Dispersion de la fase de la actividades de alta frecuencia entre electrodos homo- y contralaterales
respecto de un mismo electrodo de referencia.

A. Histograma de la distribucion de los picos de alta frecuencia en el electrodo 4 del hemisferio izquierdo (area
sombreada) y su distribucién acumulada (trazo rojo), empleando como referencia el electrodo 2 del mismo
hemisferio. Las barras discontinuas delimitan el intervalo correspondiente al 75% de las observaciones. B.
Histograma de distribucion de los picos de alta frecuencia en el electrodo 2 del hemisferio derecho (area
sombreada) y distribucién acumulada (trazo azul), empleando como referencia el electrodo 2 del hemisferio
izquierdo. Las barras discontinuas delimitan el intervalo correspondiente al 75% de las observaciones. Nétese la
inversion de fase en el eje de abscisas entre Ay B, y la mayor dispersion de los datos para el electrodo contralateral
a la referencia.

4.3.3.7 Origen de la actividad de alta frecuencia

La amplia distribucion de la actividad de alta frecuencia sobre el crdneo y su
dependencia casi exclusiva de la fase REM del suefio, modulé el abordaje que se fue realizando
para ubicar su origen. Se prepararon animales para el registro de las distintas estructuras en
las que previamente se habian identificado oscilaciones de alta frecuencia y que estuvieron
relacionadas con la actividad durante el suefio REM. Los electrodos de registro que se
utilizaron, permitieron lesionar, posteriormente, la estructura diana en cada animal y realizar
el estudio tras la lesion. Concretamente se realizaron experimentos en el hipocampo, la
amigdala central, el nucleo basal del lecho de la estria terminal y el nucleo parafascicular

taldmico.
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4.3.3.7.1 Hipocampo

El hipocampo se considerd el primer candidato porque en esta estructura estaba bien
descrita la existencia de oscilaciones de alta frecuencia moduladas por la fase de la actividad
theta y porque su ubicacion, respecto de la corteza, podia implicar que la alta frecuencia que
se estaba registrando a nivel de la corteza, fuera una actividad del hipocampo registrada por

conduccién de volumen. Se prepararon seis ratas para el registro simultdneo del EEG y del

hipocampo.
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Figura 4-26. Efectos de la lesion electrolitica del hipocampo dorsal.

En Ay B se muestran las variaciones de potencia espectral de las actividades que se registraron en la corteza y en el
hipocampo, respectivamente, en un animal representativo. La actividad en la situacion control se representa con
trazos azules y tras la lesion electrolitica con trazos rojos. En C y D se muestran los comodulogramas de las
actividades que se registraron en la corteza y en el hipocampo, respectivamente, antes (parte superior) y después
(parte inferior) de la lesion. En E se muestra, en tres secciones coronales de hipocampo, la extensién de la lesion
electrolitica en el mismo animal. C: control, D: dorsal, De: derecha, I: izquierda, L: lesidn y V: ventral.

En la figura 4-26 se muestran los resultados que se obtuvieron en un animal
representativo. La potencia espectral del registro del hipocampo y del EEG fueron similares y
ambos presentaron una actividad en el rango de la alta frecuencia durante el suefio REM en los
animales control (trazos azules en la figura 4-26A y B) y en ambos casos esta actividad mostré
comodulacidn con la actividad theta (figura 4-26C y D). Tras la lesidn unilateral del hipocampo
(figura 4-26E), la actividad cortical sélo se modificd en la regidn de baja frecuencia (trazo rojo
en la figura 4-26A). Asi, la potencia espectral en la corteza, hasta los 250 Hz, fue del 110,55 +

12,11% (n=4) de la potencia presente durante el periodo control. Los valores de potencia en la
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corteza descendieron hasta el 58,04 + 30,75% para la banda theta y se mantuvieron en el
97,89 £ 7,67% para la banda de alta frecuencia (n=4). Por el contrario, todo el espectro se vio
afectado a nivel del hipocampo (trazo rojo en la figura 4-26B). Los valores de potencia en el
hipocampo hasta los 250 Hz descendieron hasta un 52,45 + 11,24% (n=4) de los valores
presentes durante el periodo control. Especificamente, la potencia descendié hasta el 19,44 +
16,90% para la banda theta y hasta el 50,76 + 3,15% para la banda de alta frecuencia (n=4) tras
la lesién del hipocampo. De manera similar, la lesién del hipocampo no modificé a nivel
cortical la comodulacién entre la alta frecuencia y theta (figura 4-26C) pero hizo desaparecer la
relacidn a nivel del hipocampo (figura 4-26D). Cabe destacar que en dos de los animales en los
que la lesion excedid los limites del hipocampo y afecté a la corteza, se observaron

modificaciones en la actividad de alta frecuencia cortical.

Asi pues, en conjunto, estos resultados sugieren la existencia de un generador cortical

de alta frecuencia, independiente del hipocampo.

4.3.3.7.2 Amigdala Central

Recientemente, se habia descrito la existencia de oscilaciones de alta frecuencia en el
rango de 110 a 160 Hz, que ocurria en brotes que mostraban una alta coherencia entre
localizaciones lejanas. La potencia de esta banda también era dependiente del estado de alerta
del animal, y se habia mostrado que era maxima durante la vigilia tranquila y el suefio REM.
Para estudiar esta estructura se prepararon tres animales con electrodos de EEG y electrodos

bipolares a nivel de la amigdala central.

Las oscilaciones de alta frecuencia en la amigdala estuvieron presentes durante todo el
registro, aunque su potencia varié dependiendo del estado alerta del animal. Concretamente,
a nivel de la amigdala, la potencia espectral en la banda de alta frecuencia fue mayor durante
la vigilia. Los valores de potencia en esta banda durante suefio REM y suefio NREM, respecto

de la vigilia, fueron del 65,81 + 19,90% y del 37,58 + 11,62%, respectivamente.

Durante el suefio REM, la potencia de la banda theta y de alta frecuencia fue inferior a
nivel de la amigdala (figura 4-27A) respecto de la corteza (figura 4-27C). Concretamente, los
valores de potencia en la corteza en las bandas theta y de alta frecuencia fueron 4,0+ 0,3y 1,4
+ 0,1 veces los alcanzados en la amigdala, respectivamente. A diferencia de la corteza (figura 4-
27D), la actividad de alta frecuencia en la amigdala (figura 4-27B) no presentd comodulacion

con la actividad theta.
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Figura 4-27. Efecto de la lesidn electrolitica de la amigdala central.

En Ay C se muestran las variaciones de potencia espectral de las actividades que se registraron en la amigdala
central y en la corteza, respectivamente, en un animal representativo. La actividad control se representa con trazos
azules y tras la lesién electrolitica en rojo. En B y D se muestran los comodulogramas de las actividades que se
registraron en la amigdala central y en la corteza, respectivamente, antes (parte superior) y después (parte
inferior) de la lesidn. En E se muestra, en una seccién coronal, la extensidn de la lesion electrolitica en el mismo
animal. C: control, CeC: nucleo capsular de la amigdala central, CeL: divisidn lateral de la amigdala central, CeM:
divisién medial de la amigdala central, cst: comisura de la estria terminal, D: dorsal, De: derecha, FA: frecuencia de
la amplitud, FF: frecuencia de la fase, I: izquierda, L: lesidn, y V: ventral.
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Tras la lesion electrolitica de la amigdala (figura 4-27E), la potencia espectral en la
amigdala sufrié un descenso para frecuencias superiores a los 15 Hz, que se hizo mas acusado
para frecuencias mas altas. Este descenso incluyé la desaparicidon de la banda en el rango de
las altas frecuencias (figura 4-27A). Los valores promedio de potencia espectral tras la lesién
descendieron en la amigdala hasta el 75,39 * 10,57% de los valores promedio que se
registraron durante el periodo control. En la banda de alta frecuencia, el valor promedio de
potencia espectral fue del 73,85 + 6,51% respecto del control. Respecto de la actividad cortical,
la lesidn de la amigdala no produjo cambios en ninguna frecuencia (figura 4-27C), incluyendo la

banda de alta frecuencia, ni en la comodulacion de ésta con la actividad theta (figura 4-27D).

La persistencia de la actividad de alta frecuencia cortical tras la destruccion de la
amigdala central, junto con la presencia de oscilaciones de alta frecuencia en la amigdala, sin
especificidad de estado ni modulacidon dependiente del ritmo theta, sugieren que el generador

de alta frecuencia a nivel cortical es independiente de la actividad de la amigdala central.

4.3.3.7.3 Nucleo Basal del Lecho de la Estria Terminal

Se habia descrito previamente la existencia de oscilaciones de alta frecuencia en el
nucleo del lecho de la estria terminal, que mostraban una coherencia elevada entre
localizaciones diferentes y una potencia relacionada con los diferentes estados de alerta del
animal. Se prepararon cuatro animales a los que se implantaron electrodos para el registro de
la actividad EEG y electrodos bipolares para el registro y lesidon del nicleo del lecho de la estria

terminal.

La actividad en nucleo basal del lecho de la estria terminal mostré la presencia de un
incremento de la potencia espectral en el rango de las altas frecuencias (figura 4-28A), aunque
de menor potencia respecto de la que se registré a nivel de la corteza (figura 4-28C). Esta
actividad no fue especifica de la fase REM del suefio y no presentd comodulacién con ninguna

frecuencia (figura 4-28B) a diferencia de la corteza (figura 4-28D).
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Figura 4-28. Efecto de la lesidn electrolitica del nucleo del lecho de la estria terminal.

En Ay C se muestran las variaciones de potencia espectral de las actividades que se registraron en el nicleo del
lecho de la estria terminal y en la corteza, respectivamente, en un animal representativo. La actividad en la
situacién control se representa con trazos azules y tras la lesidn electrolitica con trazos rojos. En B y D se muestran
los comodulogramas de las actividades que se registraron en el nucleo del lecho de la estria terminal y en la
corteza, respectivamente, antes (parte superior) y después (parte inferior) de la lesidon. En E se muestra, en una
seccion coronal, la extension de la lesidn electrolitica en el mismo animal. C: control, cst: comisura de la estria
terminal, D: dorsal, De: derecha, FA: frecuencia de la amplitud, FF: frecuencia de la fase, I: izquierda, L: lesién,
NLET: nucleo del lecho de la estria terminal, st: estria terminal, STSL: divisién lateral den nucleo del lecho de la
estria terminal, STSM: division medial del nucleo del lecho de la estria terminal, y V: ventral.

-111-



RESULTADOS

La lesiéon del nucleo del lecho (figura 4-28E), provocé una caida de la potencia espectral
en la banda de 110 a 160 Hz del 86,90 t 7,28% respecto de los valores que se registraron
durante la sesion control (figura 4-28A). En la corteza (figura 4-28C), la lesion del nucleo basal
del lecho de la estria terminal provocd un aumento generalizado de la potencia espectral, de
modo que tras la lesidn fue un 122,24 + 9,78% de la potencia que se registré durante el
periodo control. El incremento en la banda de alta frecuencia fue del 120,76 + 5,74% con
respecto al valor antes de la lesiéon. A pesar de este incremento de potencia, el nivel de
comodulacidn entre las altas frecuencias y theta permanecio invariable a nivel cortical (figura

4-28D).

Estos resultados sugieren que la actividad de alta frecuencia cortical estd sometida a una
regulacién diferente a la de la actividad de alta frecuencia del nucleo del lecho vy, por tanto,

que el generador cortical es independiente del nicleo del lecho de la estria terminal.

4.3.3.7.4 Nucleo Parafascicular Talamico

Dado que le nucleo parafascicular talamico forma parte del sistema tdlamo-cortical
inespecifico que media entre el sistema reticular ascendente y la corteza, y entre sus
proyecciones se localizan la corteza somato-sensorial y motora, se estudié la relacién de este
nucleo con la actividad de alta frecuencia cortical. Para estudiar la relaciéon del nucleo
parafascicular taldmico con la actividad de alta frecuencia cortical, se prepararon cuatro
animales a los que se implantaron electrodos para el registro de la actividad EEG y electrodos

bipolares para el registro y lesion del nucleo parafascicular taldmico.

Como se muestra en la figura 4-29A, el registro control de la sefial a nivel de nucleo
parafascicular talamico, mostré una mayor potencia espectral en una banda en torno a los
80Hz que fue especifica de la fase REM (trazo azul). El analisis de comodulacién mostré la
existencia de una relacién entre la amplitud de la banda entre 60 y 90 Hz y la fase de theta
(figura 4-29B). Estos valores de comodulacién fueron significativos, aunque inferiores a los de

la actividad de alta frecuencia en la corteza (figura 4-29D).

Las lesiones electroliticas a nivel del nicleo parafascicular taldmico (figura 4-29E)
produjeron un descenso generalizado de la potencia espectral en la banda hasta los 250Hz del
56,36 + 9,02% (figura 4-29A). El descenso en la banda en torno a los 80Hz fue del 57,35 +
12,55%. Como se puede observar en la figura 4-29B, la comodulacion de la actividad

desaparecio tras la lesién. La actividad cortical, por el contrario, no se vio afectada de manera
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significativa tras la lesion del nicleo parafascicular taldmico (figura 4-29C). Tras la lesidn, los
valores de potencia espectral en la banda de 110 a 160 Hz fueron del 86,71 * 6,73%, respecto
de los alcanzados durante el periodo control, en el mismo rango que el resto de la banda hasta
los 250 Hz (91,80 + 4,44%). Como se representa en la figura 4-29D, la relacién de fase entre la
alta frecuencia y theta a nivel de la corteza tampoco se vio afectada tras la lesidon del nucleo

parafascicular taldmico.

En conjunto, estos resultados sugieren que la actividad de alta frecuencia cortical es

independiente de la integridad y funcionamiento del nucleo parafascicular taldmico.
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Figura 4-29. Efecto de la lesidn electrolitica del nucleo parafascicular taldmico.

En A y C se muestran las variaciones de potencia espectral de las actividades que se registraron en el nucleo
parafascicular talamico y en la corteza, respectivamente, en un animal representativo. La actividad en la situacidn
control se representa con trazos azules vy, tras la lesidn electrolitica, con trazos rojos. En B y D se muestran los
comodulogramas de las actividades que se registraron en el nucleo parafascicular taldamico y en la corteza,
respectivamente, antes (parte superior) y después (parte inferior) de la lesidon. En E se muestra, en una seccion
coronal, la extension de la lesion electrolitica en el mismo animal. C: control, D: dorsal, De: derecha, FA: frecuencia
de la amplitud, FF: frecuencia de la fase, fr: fasciculo retroflexo, I: izquierda, L: lesién, PF: nucleo parafascicular
taldmico, y V: ventral.

4.3.3.7.5 Organizacion interhemisférica de las oscilaciones de alta frecuencia: papel

funcional del cuerpo calloso

La oposicién de fase entre hemisferios que mostrd la actividad de alta frecuencia, sugirid
que la conexion entre hemisferios podria estar participando activamente en la generacién y/o
mantenimiento de dicha actividad cortical. Dado que la via de comunicacién principal y mas
rapida entre la corteza en ambos hemisferios es el cuerpo calloso, se prepararon tres animales
a los que se realizd una callosotomia y se registré su actividad EEG durante suefio REM. En la
figura 4-30D, se muestra un esquema de la seccién sagital en la linea media del cerebro de la
rata. Sobre el esquema se indica la extension y profundidad del corte realizado (linea
discontinua), asi como la localizacidn de las tres reconstrucciones coronales pertenecientes a
un animal representativo, mostradas debajo. Como se puede observar, el cuerpo calloso fue

completamente seccionado en toda la extensidn del corte.

Los tres animales mostraron las actividades caracteristicas del ciclo de vigilia-suefio.
Como se muestra en el episodio representrativo de la figura 4-31A, durante el suefio REM,
estos animales mostraron pérdida de tono y fasciculaciones en la musculatura del cuello,
cambios caracteristicos en la posicién ténica de los ojos y movimientos oculares rapidos, y un
ritmo theta de gran amplitud, caracteristico de esta fase. No obstante, en ninguno de los
episodios REM se observé el incremento de potencia espectral en el rango de las altas
frecuencias (figura 4-31B). La figura 4-30A muestra el promedio y las desviaciones de la ratio
de la potencia espectral durante suefio REM respecto de la de NREM en los tres animales tras
la callosotomia (trazo rojo) y en 5 animales control (trazo azul). Como se puede observar,
hasta aproximadamente 60 Hz la relacién de la potencia espectral en los animales
callosotomizados fue muy similar a la que mostraron los animales control. A partir de 60 Hz el
incremento en potencia espectral caracteristico de la fase REM estuvo ausente y fue diferente

de la de los animales control (P<0,05; barras negras en la figura 4-30A).
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Como se puede observar en la figura 4-30B, el promedio de la actividad en la banda de
110 a 160 Hz en el hemisferio contralateral (trazo azul) al hemisferio de referencia (trazo rojo),
en los animales callosotomizados, reveld la pérdida de la oposicion de fase interhemisférica
caracteristica de la actividad de alta frecuencia. Asi mismo, la desaparicion de la actividad
theta en el promedio de la actividad de alta frecuencia, sugirié la pérdida de la relacidn de fase
entre la alta frecuencia y theta, lo que se confirmé mediante el andlisis de comodulacidon
(inserto en figura 4-30B). En la figura 4-30C, se muestra el andlisis de correlacidon de eventos
para los picos de alta frecuencia que se emplearon en el promedio de la figura 4-30B. Este

analisis confirmd la pérdida de la inversion de fase interhemisférica en los animales

61 REM/NREM 0
54 H Control i LI e
2 M Callosostomia | + 0
@ 4] Wp<oos u
[=] 4
5 _
© AT -
@ ul \ —
©° a N
k) o S
= "
4 W
ol , 1| I | I n_m
1 10 100
Frecuencia (Hz) | A16
B i |
Fase Interhemisférica T ;
6 200 10 v %
4 B Homolateral 150 T {
< M Contralateral 6 @
> 2 2mm
k=] 2
é 10 20 30 40
EZ 0
< I P15
i) 3
4 T T T T T T T T T T 1 -
-80 -40 0 40 80 )7
C Tiempo (ms) e
=)
E P47
(%]
(=]
o
‘E
]
m
Tiempo (ms)

Figura 4-30. Efecto de la callosotomia sobre la organizacién de las altas frecuencias.

A. Media y desviacion estandar de la potencia espectral durante la fase REM, relativizada a la fase NREM, en el
rango de frecuencias entre 1y 300 Hz, para animales control (trazo y drea sombreada azul, respectivamente) frente
a animales callosotomizados (trazo y drea sombreada en rojo, respectivamente). Las barras negras en el eje de
abscisas identifican las frecuencias con diferencias significativas (P<0,05). B. Resultado de promediar la actividad
bruta, en un electrodo del hemisferio izquierdo, en un animal callosomizado (rojo) y en la localizacién equivalente
del hemisferio derecho (azul), empleando como referencia, en ambos casos, los picos de alta frecuencia del canal
izquierdo. Notese la pérdida de la inversidn de fase entre hemisferios y la disminucién de la relacion de potencia-
fase entre la alta frecuencia y theta (comodulograma inserto en B) respecto de los animales control (figuras 4-14 y
4-24). C. Raster de los picos de la actividad de alta frecuencia, empleando el mismo cédigo de color y referencia que
en A. D. Representacién esquematica de la vista sagital del cerebro de la rata a nivel de la linea media (arriba), en
que se han representado la extension y profundidad la seccion del cuerpo calloso (linea discontinua) y la
localizacion de los tres cortes coronales (1, Il y 1ll) que se indican en la parte inferior de la figura.
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callosotomizados vy, a diferencia de lo anteriormente descrito para la situaciéon control (figura
4-24B), mostré una dispersion de datos superpuesta para el autocorrelograma y la correlacion

cruzada con el hemisferio contralateral.
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Figura 4-31. Efecto de la callosotomia sobre el ciclo vigilia-suefio.

A. De arriba abajo se muestra una barra en la que se identifican los periodos de NREM, REM vy vigilia (V), los
movimientos oculares (Ojo), la actividad del musculo acromiotrapecio (EMG) y la actividad electroencefalografica
(EEG), en un animal callosotomizado. Los movimientos oculares, durante la fase REM, fueron similares a los de los
animales control y mostraron el componente ténico (flecha curva) y brotes de movimientos oculares rapidos
(asteriscos). La actividad muscular mostré una pérdida de tono al inicio de REM vy fasciculaciones caracteristicas
(cabezas de flecha blancas). La actividad EEG mostré un patron de baja frecuencia y gran amplitud durante NREM.
La cabeza de flecha negra identifica un huso caracteristico del final de la fase NREM. B. Espectrogramas de la
actividad EEG durante NREM, REM vy vigilia. El espectro de potencia durante NREM (izquierda) se caracterizo por la
mayor potencia de las bajas frecuencia y de los husos. Durante la fase REM (centro) se produjo un incremento de
potencia en la banda theta, pero la banda correspondiente a la actividad de alta frecuencia estuvo ausente. Durante
la vigilia (derecha) también se produjo una actividad theta, que fue menor que durante la fase REM, y un
incremento en el extremo de las altas frecuencias, debido a la actividad muscular.

-116-



RESULTADOS

Desde el punto de vista de las actividades de los electrodos del mismo hemisferio, la
callosotomia no indujo cambios en la coherencia espectral entre los electrodos. En la figura 4-
32A, se muestra la coherencia media en el espectro de 1 a 300 Hz entre parejas de electrodos
correspondientes al mismo hemisferio en animales callosotomizados (trazo rojo), y en
animales control (trazo azul). Los valores de coherencia media en las bandas theta y de alta
frecuencia fueron de 0,96 + 0,02 y 0,68 * 0,09, respectivamente (figura 4-32B barras rojas).
Estos resultados no difirieron significativamente de los que se obtuvieron en los animales
control, con valores de 0,97 £ 0,02 y 0,75 + 0,09 para theta y alta frecuencia, respectivamente

(figura 4-32B, barras azules).

A B

Intrahemisférica

1.0 1.0

0.8 4

g &

s 2 0.6~
[} @

g 244

8 (3 0.4 4

0.2 M Control 02'

: M Callos. “7]

0+ T T T T T — 0-

1 10 100 THETA AF

Frecuencia (Hz)

Interhemisférica

1.0 - 1.0 4
0.8 - 0.8 *
@ o -
2 06 2064
] g |
2 04 204
8 8]
0.2 M Control 02'
) M Callos. : :
0 —— ————r) — 0 -
1 10 100 THETA AF

Frecuencia (Hz)

Figura 4-32. Efecto de la callosotomia sobre las coherencias intra- e interhemisféricas.

En A se muestran los valores promedio (trazo) y las desviaciones estandar (area sombreada en color) de las
coherencias espectrales intrahemisfércias en el intervalo de frecuencias entre 1 y 300 Hz, en los animales
callosotomizados (en rojo) y en los animales control (en azul). En los diagramas de barras en B se muestran los
valores medios de coherencia en las bandas de theta y de alta frecuencia (AF), siguiendo el mismo cddigo de
colores que en A. En Cy D se muestra lo mismo que en A y B, pero para las coherencias entre hemisferios. El
asterisco marca la existencia de diferencias significativas (P<0,001).

Por el contrario, la callosotomia modificd drasticamente la coherencia entre electrodos
de los dos hemisferios. En la figura 4-32C, se muestra el andlisis de coherencia para parejas de

electrodos de los dos hemisferios en animales callosotomizados (trazo rojo), y en animales
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control (trazo azul). Como se puede observar, no hubo cambios en la coherencia entre
electrodos por debajo de los 15 Hz vy, especificamente, la banda theta, alcanzé un valor de
coherencia promedio de 0,86 + 0,08, que no difirié del valor de 0,93 + 0,02 que se obtuvo en
los animales control (figura 4-32D). Sin embargo, en la banda entre 15 y 200 Hz los valores de
coherencia en los animales callosotomizados se mantuvieron siempre por encima de los
valores en los animales control. En la banda de alta frecuencia, los animales callosotomizados
mostraron un valor promedio de coherencia de 0,28 £ 0,22, que fue significativamente mayor

que el valor de 0,02 + 0,01 de los animales control (t-Student T=7,18; P<0,001) (figura 4-32D).

Como control a los animales callosotomizados, se prepararon animales en los que la
cuchilla se situé en los mismos niveles antero-posteriores y mediales que en los animales
callosotomizados, pero no alcanzd el cuerpo calloso o lo seccioné parcialmente. En estos
animales se observd que la lesidén a nivel de la corteza cingulada resulté insuficiente para
producir los efectos anteriormente descritos. En aquellos animales en que se seccioné el
cuerpo calloso parcialmente, se obtuvieron resultados parciales, en los que el descenso de la

potencia espectral y los cambios de coherencia no fueron tan acusados.
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5 DISCUSION

En el presente trabajo se han estudiado en detalle las caracteristicas ténicas y fasicas
que ocurren en el sistema oculomotor y en la actividad EEG, durante la fase REM del sueio, en
la rata. A nivel oculomotor, la actividad extraocular durante el suefio, se caracterizd por la
existencia de cambios progresivos en la relajacién de la musculatura durante la fase NREM,
que se convirtieron en cambios mantenidos de la posicién de los ojos, en adduccién e
infraduccion, durante la fase REM. Estas tendencias ténicas, durante la fase REM, se vieron
interrumpidas por brotes de movimientos oculares rapidos y complejos. Estos componentes
fasicos, siguieron pautas muy concretas en su ejecucion y fueron especificos de la fase REM del

suefo.

La actividad EEG también se caracterizé por la presencia de una actividad tdnica
consistente en la oscilacion theta, de gran potencia, que se instauré durante la transicion,
entre la fase NREM y REM, y se mantuvo con gran amplitud durante toda la fase REM. Al
mismo tiempo, y con los ciclos de theta, se produjo una actividad fasica que estuvo
representada por brotes de actividad en la banda de 110-160 Hz, que se han denominado
brotes de alta frecuencia. Esta actividad fasica mostrd una distribucién cortical muy amplia,
una coherencia espectral muy alta dentro de un mismo hemisferio y muy baja entre
hemisferios, y, en base al anadlisis de desfase de las oscilaciones, aparecié primeramente a
niveles rostrales y, progresivamente mas tarde, en regiones corticales posteriores. Esta
topografia de activacién de la actividad de alta frecuencia, a pesar de estar organizada

temporalmente por la actividad de theta, no coincidié con la que mostré la oscilacién en theta.

Aunque el origen de esta oscilacién de alta frecuencia es desconocido, en la presente
Tesis se muestran pruebas de su dependencia de la integridad del cuerpo calloso. También se
muestra que esta actividad cortical no se vio alterada por lesiones en estructuras que se sabe
que, o bien, muestran actividades en esta misma banda y estdn organizadas en fase con theta,
como el hipocampo, o bien, son estructuras que controlan la actividad cortical como la

amigdala central, el ndcleo del lecho de la estria terminal y el nicleo parafascicular taldmico.

5.1 Fendmenos tdnicos y fasicos en el sistema oculomotor durante el suefio

Tras los trabajos cldsicos de Aserinsky y Kleitman (1953, 1955), en los que se describid la
existencia de una fase del suefio en la que ocurrian brotes de movimientos oculares rapidos, la

deteccion de estos movimientos cobré una especial relevancia como caracteristica

-121-



DISCUSION

polisomnografica. El descubrimiento posterior de la existencia de componentes fasicos y
ténicos en estos movimientos durante el suefio, ha resaltado, aun mas, el papel de los
movimientos oculares como una herramienta precisa para la discriminacién de estados
(Mérquez-Ruiz y Escudero, 2008). El que la actividad del sistema oculomotor esté modulada
por los estados de alerta no resulta sorprendente, ya que su actividad es el resultado de la
integracion de multiples entradas, procedentes de numerosas poblaciones de neuronas
repartidas por muchas estructuras cerebrales. Especificamente, la actividad del sistema
oculomotor es el resultado de procesamientos en el tronco del encéfalo, el tubérculo
cuadrigémino superior, los ganglios basales, el tdlamo, el cerebelo y la corteza cerebral, como
estructuras mas relevantes (Wurtz y Goldberg, 1989; Biittner-Ennever, 2005; Horn y Leigh,
2011). Asi pues, cualquier cambio de actividad en estas estructuras durante el ciclo vigilia-

suefio se vera reflejado en las caracteristicas de los movimientos oculares.

La prominencia que tienen los fendmenos tdnicos y fasicos en el sistema oculomotor
durante la fase REM del suefio, contrasta con la atencidn desigual que, histéricamente, han
recibido en la literatura. Asi, mientras existen numerosos trabajos en los que se han
caracterizado las actividades fasicas (Fuchs y Ron, 1968; Herman vy col., 1983; Nelson y col.,
1983; Aserinsky y col., 1985; Vanni-Mercier y col., 1994; Zhou y King, 1997; Marquez-Ruiz y
Escudero, 2008), solo hay dos publicaciones en las que se han analizado los componentes
ténicos que afectan a la posicidn y a la coordinacién entre ambos ojos (Zhou y King, 1997;
Mdérquez-Ruiz y Escudero, 2008). Esta disparidad se debe, probablemente, al uso de la EOG
como técnica mas habitual de registro del movimiento ocular. El registro mediante EOG, se
basa en la diferencia de potencial corneo-retinal, la cual se sabe que se ve afectada por
cambios de iluminacién, pO,, pCO, y pH sanguineo (Linsenmeier y col., 1983; Niemeyer y
Steinberg, 1984). Asi, la inestabilidad del valor del dipolo cdrneo-retinal, hace imposible
conocer con exactitud la posicién de los ojos a lo largo del tiempo, lo que ha imposibilitado el

estudio de los fendmenos tonicos.

No obstante, el comportamiento del sistema oculomotor durante la fase REM, si ha sido
estudiado previamente mediante la técnica del seguidor magnético de la posicidn ocular. Estos
estudios se han realizado en primates (Fuchs y Ron, 1968), cobayas (Escudero y Vidal, 1996) y
gatos (Vanni-Mercier y col., 1994, Marquez-Ruiz y Escudero, 2008), si bien, hasta ahora, no se
han realizado en la rata. Considerando que, en la actualidad, la mayoria de los modelos
animales que se emplean en el estudio de los fendmenos que ocurren durante el suefio estan
basados en los roedores, la caracterizacién de los movimientos oculares en la rata, y lo que

ellos se pueda derivar, puede ser de gran importancia. Ademads, la comparacién de las
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caracteristicas de sus movimientos con los descritos en otras especies, puede constituir una
excelente herramienta para estudiar el grado de conservacion de los mecanismos que

subyacen a la generacidn del suefio en la escala filogenética.

5.1.1 Actividades ténicas durante |la fase NREM

Durante la fase NREM, los ojos de la rata realizaron rotaciones lentas. Este tipo de
movimientos también se han descrito en humanos (Aserinsky y Kleitman, 1953, 1955),
primates (Fuchs y Ron, 1968; Henn y col., 1984), gatos (Fukushima y Fukushima, 1990; Vanni-
Mercier y col., 1994; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008) y cobayas (Escudero y Vidal, 1996). En la
rata, estos movimientos ocurrieron principalmente en el plano horizontal y produjeron una

divergencia sostenida de los ojos durante la fase NREM respecto del periodo de vigilia.

La divergencia sostenida en el plano horizontal durante la fase NREM, implica la
existencia de un nivel de actividad menor en el recto medial que en el recto lateral. Aunque no
existen comparaciones previas de los niveles de disparo de las motoneuronas que inervan
estos musculos, se sabe que tanto las motoneuronas que inervan al recto lateral (Delgado-
Garcia y col., 1986), como las que lo hacen sobre el recto medial (Henn y col., 1984; De La Cruz
y col., 1989), muestran un descenso en la tasa de disparo con el paso de la vigilia a NREM. En el
gato, se ha propuesto que esta divergencia es el resultado de la relajacién del sistema
oculomotor, que desactiva la co-contraccién de los rectos mediales, necesaria para mantener
una buena vision frontal binocular durante la vigilia (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008). El hecho
de que los valores de abduccion alcanzados durante NREM coincidan con los que se han
comunicado en gatos criados en oscuridad (Cynader, 1979), refuerzan esta hipétesis. Dado que
los resultados aqui presentados coinciden cualitativamente con los descritos en el gato, es
probable que esta hipdtesis se pueda extender al modelo de la rata. En este sentido, durante
la estimulacidn optocinética en la rata, se ha demostrado que existe una convergencia durante
la fase rapida del reflejo en el ojo que realiza la adducidn. Esta convergencia, se corrige,
posteriormente, mediante derivas lentas en abduccion (De'sperati y col., 1994), lo que podria
reflejar el papel de la co-contraccidon de los rectos mediales para mantener el grado de

convergencia apropiado.

En el plano vertical, aunque se encontraron pequefias variaciones en la posiciéon de
ambos ojos, las diferencias en la tendencia tdnica de los ojos respecto de las de la vigilia no

fueron significativas. Esto contrasta con las diferencias que otros autores han encontrado en
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monos (Fuchs y Ron, 1968) y gatos (Bon y col., 1980; Vanni-Mercier y col., 1994; Marquez-Ruiz,
2008). Aunque el presente resultado implica un descenso simétrico, y de magnitud
equivalente, en la actividad de las motoneuronas que controlan los movimientos en el plano
vertical, el grado de disparidad que se encontrd en este plano indica la existencia de pequenias

variaciones en el nivel de actividad de estas motoneuronas.

5.1.2 Actividades ténicas durante el periodo de transicién y la fase REM

Al igual que se ha descrito en el gato (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008), los ojos de la rata
mostraron una convergencia y una infraduccion al comienzo del periodo de transiciéon que se
hicieron maximos durante la fase REM. Pese a que se ha descrito la ausencia de tono en la
musculatura extraocular durante la fase REM (Jeannerod y col., 1965; Seelke y col., 2005), el
mantenimiento de la convergencia y de la infraduccién durante este periodo, con valores
maximos de rotacion que fueron incluso mayores que los que se alcanzaron durante la vigilia,

implica la existencia de mecanismos generadores de estas sefales tdnicas.

Para las especies con ojos laterales, la infraduccion requiere de la activacion del recto
inferior y del oblicuo superior, asi como la desactivacion del recto superior y del oblicuo
inferior (Simpson y Graf, 1981). El recto superior y el elevador del parpado comparten un
mismo perimisio (Sevel, 1986), y sus respectivas motoneuronas parecen compartir entradas
premotoras (Horn y col.,, 2000; Chen y May, 2002, 2007; Morcuende y col.,, 2002).
Considerando la estrecha relacién que existe entre estos dos musculos, es probable que el
mismo mecanismo que inhibe a las motoneuronas del elevador del parpado, permitiendo el
cierre del parpado durante el suefio, inhiba a las motoneuronas del recto superior. Sin
embargo, la infraduccién sostenida durante la fase REM parece ser demasiado grande como
para que pueda ser explicada Unicamente en base a la desactivacién del recto superior. Por
ello, la activacidén ténica del recto inferior también deberia ser tenida en cuenta. En esta
direccion, se ha descrito la existencia de un descenso ténico de la actividad del parpado
inferior durante la fase REM en el gato (Orem y Dement, 1974). Este descenso, podria ser una
consecuencia mecanica de la rotacion del globo ocular inducida por la activacién del recto
inferior. En cualquier caso, se necesitaria el registro de la actividad de las motoneuronas del

nucleo oculomotor durante suefio REM para comprobar esta hipdtesis.

En el plano horizontal, la convergencia ténica que se desarrollé durante la transicion a

suefio REM, solamente podria explicarse mediante la desactivacion del recto lateral y/o la
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activacion del recto medial. En el gato se ha demostrado la existencia de una inhibicidn tdnica
de las motoneuronas del nucleo del motor ocular externo durante la fase REM (Escudero y
Marquez-Ruiz, 2008), que produciria un descenso en el tono del recto lateral. Considerando la
semejanza entre el gato y la rata, en lo referente a la tendencia tdnica del ojo, es muy
probable que en la rata opere un mecanismo similar. Por otra parte, el desarrollo de un
incremento en la tasa de disparo tdnica de las motoneuronas del recto medial, también podria
explicar la convergencia ténica durante la fase REM. Las principales entradas a las
motoneuronas del recto medial, provienen de las interneuronas del nicleo del motor ocular
externo contralateral (Highstein y col., 1982) y de las neuronas vestibulares de segundo orden,
a través del tracto de Deiters (Reisine y col., 1981; McCrea y col., 1987). Pese a que las
interneuronas y las motoneuronas del nucleo del motor ocular externo parecen recibir
entradas similares durante la vigilia, la actividad de estas interneuronas no ha sido registrada
todavia, por lo que no se puede descartar la posibilidad de que carezcan de la inhibicién que
presentan las motoneuronas durante la fase REM. Por otra parte, las neuronas vestibulares de
segundo orden parecen mantener una tasa de disparo ténica durante la fase REM (Bizzi y col.,
1964), por lo que también podrian ser responsables de la sefial ténica de las motoneuronas del

recto medial.

La actividad del circuito premotor extraocular durante la fase REM permanece
practicamente inexplorada. Se desconoce, hasta qué punto, las neuronas que controlan las
sefiales de velocidad y posicidn ocular durante la vigilia, permanecen activas durante la fase
REM. Entre la poca informacion disponible, destacan los registros que se llevaron a cabo en el
nucleo intersticial de Cajal (Fukushima y Fukushima, 1990), el generador de posicién para los
movimientos oculares en el plano vertical (Fukushima y Fukushima, 1992; Missal y col., 2000).
Con estos registros, se demostré que algunas neuronas de esta estructura continuaron
produciendo actividades fasicas y ténicas durante la fase REM, aunque su capacidad para
mantener la descarga tdnica, estuvo disminuida en comparacidn con los periodos de vigilia.
Seria interesante conocer si las neuronas del nucleo prepositus hipoglossi, el generador de la
sefial de posicidon ocular para el plano horizontal (Cannon y Robinson, 1987; Cheron y Godaux,
1987; Escudero y col., 1992), comparten el comportamiento descrito para las del nucleo
intersticial de Cajal. En cualquier caso, aunque la mayoria de las poblaciones de neuronas
extraoculares han sido muy bien caracterizadas respecto de la posicion y la velocidad ocular
durante la vigilia, resultaria dificil caracterizar su actividad durante la fase REM, ya que la
inhibicion que existe a nivel de las motoneuronas tenderd a disminuir el movimiento de los

0jos.
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Por otro lado, de las similitudes en el comportamiento ténico de los ojos durante la fase
REM, en especies con estrategias visuales tan diferentes durante la vigilia como la rata y el
gato, se deduce que los mecanismos generadores de la inhibicion motora durante la fase REM
deben estar altamente conservados en mamiferos. Este hecho es de especial relevancia si se
considera que, en las ultimas décadas, la rata ha sustituido progresivamente al gato en los
laboratorios, convirtiéndose en el principal modelo de estudio de los mecanismos generadores

de la atonia muscular durante la fase REM del suefio.

5.1.3 Actividades fasicas durante el periodo de transicidn a suefio REM

Numerosos estudios han descrito las caracteristicas del periodo de transicidon desde el
punto de vista de la actividad EEG (Trachsel y col., 1988; Glin y col., 1991; Gottesmann, 1992,
1996), la onda PGO (Steriade y col., 1989; Datta y Hobson, 1994; Datta, 1997; Escudero y
Madrquez-Ruiz, 2008) y los movimientos oculares (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008). Al igual que
se ha descrito en el gato, los movimientos oculares rdpidos en la rata, hacia el comienzo del
periodo de transicidn, aparecieron aislados y presentaron una Unica componente de velocidad,
pudiendo darse en uno o en ambos ojos sincronicamente. Conforme el periodo de transicion
progresod, los movimientos oculares tendieron a agruparse, y mostraron componentes dobles
de velocidad. Aunque se desconoce el origen primario de estos movimientos oculares rapidos,
el aumento progresivo en nimero, complejidad y organizacion ritmica de los mismos, recuerda
algunos de los efectos inducidos, por las inyecciones del agonista colinérgico carbacol en el
nucleo reticular caudal del puente en el gato (Marquez-Ruiz y Escudero, 2010). A diferencia de
lo descrito en el gato (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008), los movimientos oculares rapidos en la
rata durante el periodo de transicién afectaron tanto al plano horizontal como al vertical. La
direccion de los movimientos verticales dependié de la posicidn ténica previa que mostré el
ojo. Asi, cuando el ojo estuvo centrado en la drbita, los movimientos tendieron a consistir en
infraducciones rdpidas, mientras que cuando el ojo estuvo ténicamente en infraduccién, hacia

el final de la transiciéon, los movimientos rapidos fueron supraducciones.

El incremento progresivo de la actividad y ritmicidad de los movimientos oculares hacia
el inicio de la fase REM, parece no ser un fendmeno exclusivo del sistema oculomotor.
Fenédmenos similares han sido descritos en la musculatura lingual de la rata (Lu y col., 2005;
Rukhadze y col., 2011) y en el sistema respiratorio del gato (Orem y col., 2000), lo que podria
indicar que estos sistemas sufren una modulaciéon similar de sus actividades durante Ila

transicion a suefo REM. De hecho, la alta concentracion de activaciones fasicas de la
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musculatura lingual, en comparacion con la musculatura de la nuca (Lu y col., 2005; Rukhadze
y col., 2011), se asemeja a lo aqui descrito para la actividad extraocular. No obstante, a
diferencia de lo descrito para los movimientos oculares (Escudero y Marquez-Ruiz, 2008), la
actividad del diafragma en el gato mostré una baja correlacion cuando se compard con la
ocurrencia de las ondas PGO (Orem y col., 2000), lo que indicaria que, pese a la existencia de
mecanismos reguladores comunes, diferentes sistemas motores podrian estar sometidos a

modulaciones especificas de su nivel de actividad.

5.1.4 Actividades fasicas durante la fase REM

Al igual que se ha descrito para el cobaya (Escudero y Vidal, 1996) y para el gato
(Marquez-Ruiz y Escudero, 2008), las agrupaciones o brotes de movimientos oculares rapidos
constituyeron el fendémeno fasico mas caracteristico de la fase REM en la rata. Dentro de un
brote, cada movimiento presentd dos componentes que ocurrieron de forma consecutiva y en
direcciones opuestas. En el gato, se ha demostrado que cada una de estas componentes tienen
lugar en el mismo instante que las ondas PGO primaria y secundaria que se registraron a nivel
los nucleos del motor ocular externo (Escudero y Marquez-Ruiz, 2008). En la rata, ambas
componentes de los movimientos oculares rdpidos fueron cualitativamente similares a las
descritas en el gato, lo cual es bastante significativo considerando las diferencias en los
sistemas visuomotores de ambas especies. Esta similitud, apoya la hipdtesis por la que este
tipo de movimiento ocular, asi como su organizacidn ritmica durante suefio REM, son comunes
entre diferentes especies de mamiferos. Por otra parte, la conservacién entre especies,
independientemente de las estrategias visuomotoras que pudieran presentar durante la vigilia,
sugiere que los movimientos oculares rapidos son activaciones fdsicas, similares a las que
tienen lugar en otros sistemas motores como el orofacial (Nakamura y col., 1978; Chase y col.,
1980; Lu y col.,, 2005, Rukhadze y col., 2011) y no tienen por qué estar necesariamente

relacionadas con la exploracion visual.

Los movimientos rapidos en el plano vertical en la rata, al igual que en el gato (Marquez-
Ruiz y Escudero, 2008), estuvieron compuestos por breves supraducciones. Aunque este tipo
de rotacién se tendria que explicar primariamente por la activacién de los musculos recto
superior y/u oblicuo superior, no se puede excluir la posibilidad de que pudieran ser inducidos
por activaciones fasicas del musculo retractor bulbi. Asi, la contraccion de este musculo
produciria simultdneamente una elevacién rapida que acompafiaria a la componente primaria

de retraccion del ojo (McCough y Adler, 1932; Delgado-Garcia y col., 1990). Esa teoria se
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podria ver reforzada si se considera que el musculo retractor bulbi se compone principalmente
de fibras répidas (Steinacker y Bach-y-Rita, 1968; Lennerstrand, 1974), y que parte de éstas, a
pesar de que el musculo es controlado principalmente por las motoneuronas del nucleo del
motor ocular externo accesorio, reciben inervacion de las motoneuronas del nucleo del motor
ocular externo (Spencer y col., 1980). Por otra parte, las motoneuronas del nicleo del motor
ocular externo accesorio estan intimamente relacionadas con las motoneuronas del nucleo del
motor ocular externo y comparten un mismo origen embrionario (Terni, 1922; Shaner, 1934;
Levi-Montalcini, 1942), por lo que estas podrian ser igualmente sensibles a las activaciones
fasicas durante la onda PGO, generando la componente de retraccion. Esto también podria
explicar por qué los movimientos oculares rdpidos, durante el periodo de transicidn, consisten
en breves infraducciones cuando la posicidn del ojo se encuentra por encima de la posicidn
central y supraducciones cuando esta por debajo. Por otra parte, si se considera la protrusién
de los globos oculares en la rata, también deberian tenerse en cuenta las contracciones
rapidas del musculo orbicular del ojo, como un posible mecanismo de la generacién de los
movimientos oculares rédpidos durante suefio REM. En cualquier caso, como se discutird mas
adelante, las velocidades pico del ojo no coincidieron con las que se observaron durante los
parpadeos en vigilia, lo que parece sugerir que la contribucidon del musculo retractor bulbi, si

existe, debe ser minima.

5.1.5 Relaciones entre la velocidad y la amplitud de los movimientos oculartes durante

la vigilia y la fase REM

Estd bien aceptado que las relaciones entre amplitud, duracién y velocidad pico de los
movimientos oculares, permiten caracterizar la dinamica de la planta oculomotora, asi como
hacer predicciones sobre su control neural. En consonancia con esto, los resultados mostraron
que, durante la vigilia, las rectas de regresién que se ajustaron a las relaciones entre la
velocidad pico y la amplitud de los movimientos oculares sacadicos y los que ocurrieron
durante el parpadeo y la roedura, tuvieron pendientes diferentes, como no podria ser de otro
modo, ya que estos tipos de movimientos estuvieron generados por distintos sistemas
motores y sometidos a diferentes sistemas de control. En este mismo sentido, la pendiente de
la relacidn entre la velocidad pico y la amplitud de los movimientos oculares sacddicos durante
la vigilia y la de los movimientos oculares rapidos de la fase REM fueron similares, lo que
sugiere que los movimientos oculares rapidos durante el suefio debieron ser producidos por la

actividad de la musculatura extraocular y que las actividades fasicas de origen trigeminal
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durante la fase REM (Kato y col., 2007; Anaclet y col., 2010) no contribuyeron de manera

importante a la generacidn de estos movimientos.

No obstante, existe cierta discrepancia sobre los valores de las pendientes de la relacidn
velocidad- amplitud de los movimientos oculares rapidos durante la fase REM, en comparacién
con la de los movimientos sacadicos durante la vigilia. Asi, se ha descrito que durante la fase
REM, las pendientes son similares (Zhou y King, 1997) o inferiores (Fuchs y Ron, 1968;
Aserinsky y col., 1985) en primates, pero mayores en el cobaya (Escudero y Vidal, 1996) y en el
gato (Vanni-Mercier y col., 1994; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008). En la rata, las pendientes
durante ambos estados fueron muy similares y durante la fase REM mostraron valores muy
parecidos a los que se han obtenido en el cobaya (Escudero y Vidal, 1996) y durante la primera

componente de los movimientos oculares rapidos en el gato (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008).

Aunque no hay pruebas directas, las discrepancias entre especies podrian deberse a la
proporcién diferente de fibras que componen los musculos extraoculares en las diferentes
especies estudiadas. Los musculos extraoculares de la rata, se componen principalmente de
fibras de contraccion rdpida con baja resistencia a la fatiga, que representan hasta el 90% de
las fibras de la capa global del musculo y hasta el 80% de la capa orbital (Mayr, 1971). Esto
sugiere que la musculatura extraocular en la rata esta adaptada a la ejecucidn de actividades
de tipo fasico. En comparacion con la rata, la musculatura extraocular del gato muestra una
proporcién menor de fibras de contracciéon rdpida, lo que sugiere que la musculatura
extraocular esta mas especializada en la resistencia a la fatiga, que le permite una respuesta
mas lenta y sostenida (Pilar, 1967; Hanson y Lennestrand, 1977). Estas diferencias musculares
correlacionan con el comportamiento oculomotor de estas especies y podria explicar por qué
las ratas ejecutan movimientos sacadicos mds rdpidos que los gatos durante la vigilia y la fase
REM del suefio. Otra explicacién, no excluyente, podria residir en las diferencias entre los
rangos de velocidad pico y amplitud desarrollados por cada especie en cada fase. Se sabe que
esta relacién es lineal en los rangos centrales de movimiento, pero que tiende a saturar
cuando se consideran los movimientos de mayor amplitud (Becker, 1989). La existencia de
diferencias de amplitud para los movimientos en vigilia y REM, y la seleccidn de los rangos de
amplitud que se han usado para el ajuste de modelos lineales, a pesar de que los valores no se
ajustaran a un modelo lineal, podria explicar parte de las discrepancias. En este sentido, si se
comparan los resultados aqui presentados con los referidos por Marquez-Ruiz y Escudero
(2008) para el gato, se puede observar que, mientras que, en la rata, las amplitudes de los
movimientos entre la vigilia y el suefio fueron equivalentes, los movimientos oculares del gato,

fueron de una amplitud muy inferior durante la fase REM en comparacion con la vigilia. En
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cualquier caso, cabe resaltar que en otro estudio, realizado también en el gato (Vanni-Mercier
y col.,, 1994), se obtuvieron pendientes mayores durante la fase REM, a pesar de que se
consideraron rangos de amplitud mayores que los que analizaron Marquez-Ruiz y Escudero
(2008). En el mismo sentido, en el cobaya (Escudero y Vidal, 1996), la pendiente de esta
relacion también fue mayor durante la fase REM que durante la vigilia, a pesar de que los
rangos de movimiento fueron similares. Asi pues, se puede afirmar que las diferencias
encontradas entre especies se deben fundamentalmente a las diferencias anatémico-

funcionales de la musculatura extraocular y no a problemas metodoldgicos.

No obstante, y a pesar de estas discrepancias en las propiedades dindmicas, conviene
destacar la existencia de fuertes similitudes en las propiedades fasicas y ténicas de los
movimientos oculares durante la fase REM entre especies tan diferentes como el gato y la rata.
La similitud y el grado de conservacidn de estos fendmenos, entre especies tan distantes en la
escala filogenética, indica un desarrollo evolutivo temprano de los mecanismos generadores
de los movimientos oculares y plantea la posibilidad de que, estos mecanismos, jueguen un

papel importante en la funcién de este estado.

5.2 Desarrollo de un sistema portatil para el registro de los movimientos oculares

Considerando lo expuesto en el apartado anterior, parece claro que, la identificacion de
los movimientos oculares resulta de gran valor para la identificacidon correcta de las diferentes
fases del ciclo vigilia-suefio. Como se discutié anteriormente, el EOG -la técnica mas extendida
para detectar los movimientos oculares en estudios de suefio- presenta grandes limitaciones
para identificar muchos de los movimientos oculares. El registro con EOG resulta muy variable
y se modifica, por ejemplo, por los niveles de iluminacién (Arden y Kelsey, 1962; Schlag y col.,
1983; Steinberg y col., 1985), la presién sanguinea de O, y CO,, o el pH (Lisenmeier y col., 1983;
Niemeyer y Steinberg, 1984). Estos cambios en el valor del dipolo corneo-retinal, ocurren de
manera lenta y son registrados como derivas espontdneas (Arden y Kelsey, 1962; Schlag y col.,
1983), lo que los hace indistinguibles de los auténticos cambios de posicion en la rotacion del
ojo. Ademas, el bajo voltaje de la sefial EOG, la hace susceptible de ser contaminada por otras
sefiales eléctricas como la de la musculatura facial o la del tejido cerebral cercano a los
electrodos, lo que impide la correcta discriminacidn de la sefal producida por la rotacion del
globo ocular. Esta limitacion, es de especial relevancia si se considera, ademas, la escasa
amplitud de los movimientos oculares rdpidos que ocurrieron durante la transicién a la fase

REM y en buena parte de la fase REM, que los haria pasar desapercibidos en el registro con
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EOG. Esta limitacion es aun peor en roedores, en los que los tejidos blandos que rodean al ojo,
sobre los que se colocan los electrodos de EOG, provocan artefactos asociados a la propia
actividad muscular y al desplazamiento de estos tejidos producidos durante la masticacion y
los parpadeos, que pueden ser confundidos con auténticos movimientos oculares. Este es un
problema de especial relevancia durante la fase REM, en la que la actividad fasica no solo
afecta a los movimientos oculares, sino también a la musculatura facial (Anaclet y col., 2010) y
cuyas activaciones no coinciden necesariamente con la de los movimientos oculares (Cespuglio

y col., 1977).

Sin duda, la técnica del seguidor magnético de la posicidn ocular (Robinson, 1963; Fuchs
y Robinson, 1966) supone el método mas preciso que se ha desarrollado para medir los
componentes rotacionales del globo ocular, sobre todo con los parpados cerrados como
ocurre durante el suefio. El bajo nivel de ruido, la alta sensibilidad y la simplicidad hacen, de
esta herramienta de registro, la mejor para cuantificar las caracteristicas de los movimientos
oculares. No obstante, esta técnica requiere de la inmovilizacidn de la cabeza del animal para
mantener las bobinas oculares en una regién limitada del campo magnético, un requerimiento
que resulta de especial relevancia en los estudios de suefio. Algunas modificaciones de la
técnica, como el uso de compartimentos especiales con diferentes generadores de campo
magnético y el registro simultdneo de la posicién de la cabeza y de los ojos, han permitido, en
conejos (Collewjin, 1977) y peces (Plotkin y col., 2008), la medida de los movimientos oculares
sin necesidad de restringir la movilidad del animal. Aunque este abordaje resulta efectivo,
requiere del uso de compartimentos bien blindados que eviten las perturbaciones de los
campos magnéticos. Recientemente, Bremen y col. (2010) han empleado un abordaje
diferente en monos. Estos autores emplearon un pequeiio anillo de oro, implantado en el ojo,
y ubicado a escasa distancia de otra bobina de registro, situada frente al ojo. En el interior de
un campo magnético oscilante, el anillo de oro indujo diferentes voltajes que dependieron de
la orientacidn del ojo respecto de la bobina de registro ubicada frente al ojo. Este abordaje
soluciond muchas de las limitaciones asociadas a la inmovilizacidon del animal, consiguiendo

niveles de resolucién comparables a los de la técnica original.

Los beneficios de la portabilidad han conducido también al desarrollo de técnicas
alternativas basadas en imanes fijados al globo ocular (Salas y col., 1999; Rodriguez y col.,
2001; Schwarz y col., 2013). Estos estudios se han realizado en animales sin parpados o con
ojos sustancialmente mayores que los de la rata o el ratén. Teniendo en cuenta que, el tamafio
del globo ocular y la presencia de parpados imponen limitaciones importantes al tamafio del

iman que se puede implantar y que, la intensidad del campo magnético es directamente
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proporcional al tamafo del iman, la resolucion de estas técnicas podria resultar limitante para

su aplicacidon en mamiferos pequefios.

En conclusidn, el sistema portatil de registro de la posicion ocular que se ha desarrollado
en la presente Tesis, debe ser considerado como una alternativa conveniente en aquellos
experimentos en los que la deteccidn precisa de la ocurrencia de fendmenos fasicos y tonicos
de los movimientos oculares sea requerida, al mismo tiempo que se deba garantizar la
movilidad del animal. El sistema de registro portatil supone una valiosa herramienta para el
estudio de la relacién entre los eventos fasicos asociados al ojo y otras actividades fisioldgicas
durante el suefio, en animales pequeios de laboratorio, resolviendo las limitaciones actuales

que existen para este tipo de registro en libertad.

5.3 Fendmenos tdnicos y fasicos en la actividad EEG durante el suefio

Desde las primeras descripciones (Berger, 1929), la actividad EEG se ha convertido en la
técnica mas utilizada para identificar los estados de alerta. En esencia, el EEG de baja
frecuencia y gran amplitud se asocia con la fase NREM, mientras que las actividades de alta
frecuencia y baja amplitud se relacionan con la vigilia y la fase REM del suefio. Estas
asociaciones, que se derivan de las primeras observaciones que se realizaron en humanos
(Dement y Kleitman, 1957b; Johnson y col., 1969) y gatos (Dement, 1958), fueron confirmadas,
posteriormente, en especies como la rata (Robinson y col.,, 1977; Young y col.,, 1978;
Gottesmann, 1992; Corsi-Cabrera y col., 2001), el conejo (Tobler y col., 1990) o el cobaya
(Jouvet-Mounier y Astic, 1966; Escudero y Vidal, 1996). No obstante, las similitudes que se
encontraron en el EEG de la vigilia y de la fase REM (Jouvet y col., 1959), hicieron obligatorio el
uso del EMG y de los movimientos oculares para distinguir, de forma precisa, entre estos dos

estados.

Los resultados de la presente Tesis Doctoral han puesto de manifiesto la existencia de
diferencias significativas en la actividad EEG entre la fase REM y otros estados de alerta,
especialmente cuando se consideran la actividad theta y las frecuencias por encima de los 100
Hz. Concretamente, las caracteristicas internas, topograficas, de relacidn con otras bandas de
frecuencia y entre hemisferios, revelaron la existencia de una banda, en el rango comprendido
entre los 110 y 160 Hz y con un pico alrededor de los 130 Hz, que caracterizd y delimitd, sin
confusion posible, a la fase REM en la rata. Las caracteristicas fasicas, la relaciéon con otras

actividades tdnicas y la organizacion cortical de esta actividad durante la fase REM, han
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constituido el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral en cuanto a la actividad EEG se

refiere.

5.3.1 Actividad EEG durante la fase REM

El espectro de frecuencias durante la fase REM mostré un marcado ritmo theta, un
incremento en potencia en la banda gamma, a partir de los 30 Hz, y una actividad conspicua
entre 110 y 160 Hz, con un pico alrededor de 130 Hz. La existencia de actividad theta y el
incremento de la actividad gamma durante la fase REM, coincide con lo que cldsicamente se ha
descrito en la rata (Young y col., 1978; Gottesmann, 1992; Corsi-Cabrera y col., 2001; Jing y
col., 2016). Tanto theta como gamma estuvieron presentes también durante los periodos de
vigilia, confirmando las observaciones cldsicas que afirmaban que REM vy vigilia eran
indistinguibles desde el punto de vista de la actividad EEG (Jouvet y col., 1959). No obstante,
este parecido entre el EEG de la vigilia y de la fase REM se debe, sobre todo, a que, en la
mayoria de los trabajos clasicos, raramente se han tenido en cuenta las actividades que
estuvieran por encima de los 30-40 Hz. En los ultimos afios, sin embargo, la exploracion de
bandas de frecuencias, cada vez mas elevadas, ha permitido describir la existencia de
frecuencias entre 110 y 160 Hz en el EEG del ratén (Scheffziik y col. 2011; Brankack y col. 2012)
y de la rata (Sirota y col., 2008) durante la fase REM. En este sentido, los presentes resultados
no solo han mostrado que exista un incremento de potencia espectral en esta banda durante
REM, sino que este incremento, junto con la actividad theta, fue el fendmeno de mayor

prominencia en comparacion con las actividades de cualquier otro estado.

Los presentes resultados también mostraron que la actividad de alta frecuencia, lejos de
ser una oscilacién continua, tuvo lugar en brotes que ocurrieron en fase con oscilaciones en el
rango de theta. La dependencia de actividades de alta frecuencia de la fase de ritmos mas
lentos, también se ha descrito previamente. Concretamente, la existencia de oscilaciones de
alta frecuencia, asociadas al ritmo theta, se han descrito en la corteza cerebral (Canolty y col.,
2006; Sirota y col., 2008; Scheffzik y col., 2011; Brankack y col., 2012), el hipocampo (Tort y
col., 2008; Colgin y col., 2009; Scheffer-Teixeira y col., 2012), el ntcleo accumbens (Hunt y col.,

2009), la amigdala central y el nucleo del lecho de la estria terminal (Haufler y Paré, 2014).

-133-



DISCUSION

5.3.2 Desarrollo temporal de theta y de la actividad de alta frecuencia durante Ia

transicion a la fase REM

En esta tesis se ha demostrado que, durante el periodo de transicién desde la fase
NREM a REM, se produjo un desarrollo progresivo de actividad theta y de alta frecuencia, y
que la actividad theta se desarrollé ligeramente antes que la actividad de alta frecuencia. El
aumento de potencia espectral de la actividad theta y de alta frecuencia durante la transicidn,
requeriria que las unidades que funcionan en ambos rangos de actividad y que, por tanto, son
responsables de ambas oscilaciones, fuesen incrementando progresivamente su sincronia y/o
su nivel de actividad. Aunque hasta el momento no existen descripciones de cdmo estas
actividades se van desarrollando a nivel cortical en roedores, desde hace tiempo esta descrito
gue las neuronas corticales comienzan a incrementar progresivamente su actividad justo antes
del establecimiento de la fase REM (McCarley y Hobson, 1970). Esta activacion progresiva de la
corteza hacia el final de la fase NREM, parece coincidir, también, con el incremento gradual de
la actividad que ocurre en algunas poblaciones de neuronas del sistema reticular activador
ascendente (Magoun, 1952). El sistema reticular ascendente, alcanza la corteza mediante la
activacion de los nucleos intralaminares talamicos, a través de la via dorsal, y mediante la
activacion del prosencéfalo basal, sobre el que convergen las proyecciones que conforman la
denominada via ventral (Brown y col. 2012). Como parte del sistema activador ascendente, se
ha descrito que las neuronas reticulares mesencefalicas comienzan a incrementar su tasa de
disparo unos 15 segundos antes de que la vigilia o la fase REM estén completamente
desarrollados (Steriade y col., 1982). Del mismo modo, en la formacién reticular bulbar, se ha
descrito otra poblacion de neuronas que proyectan sobre el tdlamo e incrementan
ténicamente su tasa de disparo, unos 20 segundos, antes de la desincronizacién del EEG
durante la fase REM (Steriade y col.,, 1984). Junto a estas poblaciones, también se ha
demostrado que, en el gato, las neuronas colinérgicas del PPT incrementan su tasa de disparo
1 minuto antes de la desincronizacién del EEG, por lo que se ha considerado, a estas neuronas,
como las mejores candidatas para iniciar el periodo de transicidn, y activar a las neuronas
tdlamo-corticales y bloquear los husos de suefio por la inhibicidon de las neuronas reticulares

taldmicas (Steriade y col. 1990).

Los resultados presentes también mostraron que, practicamente desde su inicio, la
amplitud de la alta frecuencia estuvo ligada a la fase de theta y que las bandas de frecuencia,
tanto de theta como de alta frecuencia, fueron las mismas desde el inicio de la transicion. La
Unica diferencia que se encontrd, respecto de la relacién entre la oscilacién de alta frecuencia

y theta, durante el periodo de transicion y durante la fase REM consolidada, fue que los
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valores de los indices de comodulacién fueron menores al comienzo de la transicion. Como
este indice constituye una medida de la relacion entre potencia y fase entre distintas
frecuencias, la existencia de comodulacién pero con un valor mas bajo del indice implica que,
al inicio de la transicion, la amplitud de la alta frecuencia fue menor, pero que la relacién de

fase existié desde el principio.

5.3.2.1 Relacién temporal entre el desarrollo de la alta frecuencia y las variables clasicas

del polisomnograma durante la transicién

El estudio del desarrollo temporal de la actividad de alta frecuencia, en relacién a las
principales variables que se suelen emplear en la identificacién de las fases NREM y REM,
reveld que el periodo en que se desarrollé la alta frecuencia, abarcd un intervalo de tiempo
que comprendié tanto la extincidon de las principales actividades que caracterizan la fase

NREM, como la aparicion de las que identifican la fase REM.

Estos resultados son interesantes porque definen la transicién a la fase REM como un
intervalo en el que ocurren cambios de actividad en todas las variables clasicas y no se centra
solo en el momento de cambio de una sola variable o en los cambios en una determinada
estructura o sistema, como ha sido lo habitual en los estudios precedentes. Asi, en la
literatura, se pueden encontrar numerosos trabajos en los que se definid el inicio de la
transicion en base a la actividad EEG (McCarley y Hobson, 1970; Gottesmann, 1973, 1992,
1996; Gottesmann y col., 1984; Traschel y col., 1988; Glin y col., 1991; Neckelmann y Ursin,
1993; Benington y col., 1994; Mandile y col., 1996; Ferri y col., 2001, Kirov y Moyanova, 2002;
Capitani y col., 2005), la ocurrencia de ondas PGO (Steriade y col., 1989; Datta y Hobson, 1994;
Datta, 1997; Escudero y Marquez-Ruiz, 2008), la actividad muscular (Orem y col., 2000; Lu y
col., 2005), el comportamiento de motoneuronas (Nakamura y col., 1978; Chase y col., 1980;

Escudero y Marquez-Ruiz, 2008) y los movimientos oculares (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008).

El presente estudio reveld, también, que los cambios en los fendmenos corticales
precedieron a los motores, independientemente del cardcter fasico o ténico de las diferentes
actividades. Concretamente, a nivel cortical, el desarrollo de theta justo antes del inicio de la
actividad de alta frecuencia, el comienzo de la extincion de la actividad delta tras del inicio de
la alta frecuencia y la ocurrencia del dltimo huso de suefio, inmediatamente después de que la
actividad de alta frecuencia alcanzara el 50% de su potencia mdaxima, fueron los primeros

fenédmenos que ocurrieron durante el periodo de transicidn.

-135-



DISCUSION

La supresion del ritmo delta y la posterior ocurrencia del ultimo huso de suefio, fueron
coherentes con la secuencia légica de eventos de la dindmica ponto-talamico-cortical. Se sabe,
que hacia el final de la fase NREM, la activacion de las neuronas reticulares taldmicas, induce
una despolarizacion de las neuronas talamo-corticales que progresivamente suprimen el
componente delta, permitiendo asi la aparicion de los husos (Steriade y col. 1982). En este
sentido, Gottesmann y colaboradores definieron el periodo de transicion como la coexistencia
de ondas lentas corticales, husos de suefio de gran amplitud y un marcado ritmo theta
(Gottesmann y Gandolfo, 1986; Glin y col., 1991). No obstante, el que la banda de alta
frecuencia se siga desarrollando después de la desaparicién de los husos, es una evidencia de

la continuacion de la transicién a nivel cortical tras este periodo.

Desde el punto de vista motor, durante el periodo de transicion, el primer movimiento
ocular rapido ocurrié después de que la alta frecuencia alcanzé el 50% de su potencia maxima,
mientras que el desarrollo completo de la atonia de la musculatura de la nuca coincidio,
practicamente, con el desarrollo total de la actividad de alta frecuencia. El sistema oculomotor
aporta una valiosa informacién acerca del resto de sistemas motores. La aparicion de los
movimientos oculares rapidos y su coincidencia con las ondas PGO (Escudero y Marquez-Ruiz,
2008), justo después del momento de ocurrencia del ultimo huso de suefio en la corteza,
refleja la existencia de importantes mecanismos transicionales a nivel del tronco del encéfalo.
Por otro lado, las derivas ténicas de los ojos, comenzaron poco después de este primer
movimiento y del inicio de la atonia del resto de la musculatura somatica. Una tendencia
similar ha sido descrita, también en la rata, por Rukhadze y colaboradores (2011), quienes
mostraron que, a diferencia de lo que ocurre con los musculos geniogloso y geniohioides, la
inhibicién de la musculatura del cuello, continué desarrollandose durante mas de 10 segundos

después del inicio de la fase REM, delimitada en base a la actividad cortical.

Estos resultados en la rata, parecen indicar la existencia de un retraso en el fendmeno
ténico de inhibicién motora respecto del de la actividad cortical y contrastan con lo descrito en
el gato por Chase y colaboradores, quienes afirmaron que la inhibicion motora solia
correlacionar con la desincronizacién del EEG (Chase y col., 1980; Chase y Morales, 2005). No
obstante, estos autores también afirmaron que el proceso de hiperpolarizacién de las
motoneuronas, que es el fundamento de la inhibicidon de la musculatura (Morales y Chase,
1978; Nakamura y col., 1978; Soja y col., 1991. Chase y col., 1980; Kohlmeier y col., 1996;
Yamuy y col., 1999), continué mas alld del momento en que detectd la supresién del tono a

nivel del EMG. De acuerdo con estas afirmaciones, la discrepancia con la tendencia observada
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en la rata, podria deberse a una diferencia en la latencia del desarrollo de la atonia entre estas

dos especies.

El retraso en el desarrollo de los fendmenos de inhibicion motora respecto de la
activacion cortical, resulta especialmente llamativo si se considera que, tanto el control del
sistema activador ascendente como el de la inhibicidn motora, tienen su origen en las
neuronas REM-on del tronco del encéfalo (Sakai, 1988; Sakai y col., 2001). Estas neuronas se
localizan, casi exclusivamente, en una regién del subcoeruleus que se denomina perilocus-a en
el gato, (Sakai y col., 1979; Sakai y col., 2001). La regidon mas rostral del perilocus-a contiene
neuronas que proyectan hacia el talamo y el hipotdlamo, y son responsables de los fenémenos
de activacién cortical. Las neuronas de la regién mas caudal, proyectan de manera
descendente y son responsables de los fenédmenos de atonia (Sakai, 1991; Sakai y col., 2001;
Brown y col., 2012). En la rata, el control de la fase REM se realiza de manera similar, si bien en
esta especie, la poblacién equivalente de neuronas REM-on, se localiza en la regién del nucleo
sublaterodorsal (Boissard y col., 2002). La cercania de estas dos poblaciones de neuronas, que
ambas sean de tipo glutamatérgico (Clément y col., 2011) y que todas muestran un disparo
ténico similar (Sakai, 1988; Sakai y col., 2001), sugiere que el retraso motor en la rata se deba a
gue la ruta descendente, que genera la atonia muscular, es un sistema mas lento que el que

genera la activacion cortical.

Tanto en el gato como en la rata, se ha descrito la existencia de dos vias alternativas por
las que las proyecciones descendentes inducen la inhibicion motora a nivel espinal (Brown y
col., 2012; Chase, 2013). En el gato, en la primera de estas vias, las proyecciones excitadoras
del perilocus, activarian a neuronas glicinérgicas bulbares (Rampon y col., 1996) del nucleo
reticular gigantocelular, del nidcleo magnocelular y del nicleo paramediano de la formacion
reticular, que proyectarian directamente sobre las motoneuronas (Lai y Siegel, 1988;
Takakusaki y col., 2001; Habaguchi y col., 2002) e interneuronas espinales (Takakusaki y col.,
2001). En la rata, en base a la presencia de neuronas glutamatérgicas en el nucleo
sublaterodorsal, éstas actuarian excitando a las neuronas glicinérgicas del nucleo reticular

gigantocelular (Clément y col., 2011).

La persistencia de la atonia tras la lesién de las neuronas de la regién ventral del bulbo
implicadas en la primera via (Lu y col., 2006a; Vetrivelan y col., 2009) y la reducciéon del nivel
de atonia tras la inactivacién de las interneuronas inhibitorias del asta ventral (Krenzer y col.,
2011), sugieren la existencia de una segunda via en la que la inhibicidn motora seria, en gran

medida, el resultado del circuito local espinal, en el que las interneuronas glicinérgicas
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proyectan sobre las motoneuronas. No obstante, el incremento en la actividad fasica tras la
lesion de las neuronas inhibitorias bulbares (Vetrivelan y col., 2009), se interpreta como un
fendmeno de desinhibicion de las motoneuronas espinales (Siegel, 2011; Chase, 2013), que
indicaria la necesidad de la primera via, para que la motoneurona alcanzase el nivel de

hiperpolarizacién necesario para un correcto desarrollo del fenémeno de inhibicion motora.

Segun todo lo anterior, el candidato mas plausible a producir el retraso de la inhibicién
motora en relacion a los fendmenos de activacién cortical, parece ser la propia motoneurona.
Como se ha descrito para las motoneuronas trigeminales y lumbares en el gato, la inhibicion es
un proceso gradual y lento -en el rango de segundos-, que resulta de la hiperpolarizacidn de la
membrana (Morales y Chase, 1978; Nakamura y col.,, 1978), como consecuencia del
bombardeo glicinérgico (Chase y col., 1989; Soja y col., 1991; Chase, 2013) que ésta comienza
a recibir segundos antes de la entrada en REM, y que continlda desarrollandose hasta mas alla
de la identificacién de la fase REM consolidada (Chase y col., 1980; Chase y Morales, 2005).
Considerando esto, resulta légico que de entre las variables aqui estudiadas, la atonia en la
musculatura del cuello se produzca en ultimo lugar, cuando el fendmeno cortical de alta

frecuencia se encuentra proximo a completar su desarrollo.

De acuerdo con todo lo anterior, parece legitimo redefinir el periodo de transicidon entre
NREM y REM, de manera que englobe a todas las variables discutidas, incluyendo tanto los
fendmenos corticales como los motores. El hecho de que la sucesién de estos fendmenos
tuviera lugar en el intervalo de tiempo en que se desarrolld la actividad de alta frecuencia,
hace del desarrollo de esta actividad un excelente marcador del periodo de transicién, y
permite delimitar, con exactitud, la ventana de tiempo en la que se producen los principales

cambios en las poblaciones de neuronas responsables de la transicion.

5.3.3 Organizacidn cortical de las altas frecuencias

El estudio de la actividad de alta frecuencia en las distintas localizaciones corticales,
mostré que estas oscilaciones se pudieron detectar, durante la fase REM, en dareas corticales
muy extensas. La mayor potencia espectral se localizd en las regiones centro-parietales y

disminuyd conforme el electrodo de registro se localizé mas alejado de estas areas.

Durante la fase REM, la coherencia espectral, entre electrodos de un mismo hemisferio,
fue muy elevada en la bandas de theta y de alta frecuencia. Estas altas coherencias sugieren la

existencia de fuertes conexiones intrahemisféricas. De forma generalizada, se acepta que
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cuando los valores de coherencia entre dos o mas regiones cerebrales son elevados, esto se
debe a la existencia de una conectividad funcional y al intercambio de informacién (Leuchter y
col., 1994, Achermann y Borbély, 1998). Aunque se ha mostrado, de manera general, que la
coherencia cortical en mamiferos decae para localizaciones que distan milimetros entre si
(Bullock y col., 1995), en la corteza somatosensorial de la rata se han descrito coherencias
elevadas entre localizaciones distantes hasta 6 mm y que, aunque existe una gran variabilidad,
cuando el valor de coherencia fue elevado, se debié a la presencia de conexiones entre esas

localizaciones (Bullock y McClune, 1989).

La alta coherencia y la baja variabilidad que caracterizé a las oscilaciones de alta
frecuencia aqui descritas y que abarcaron una extension de hasta 8 mm de la corteza
somatosensorial, sugiere la existencia de redes extensas que sustenten este tipo de actividad.
La existencia de redes de neuronas corticales, acopladas mediante sinapsis eléctricas que
favorecen el disparo sincréonico de sus elementos, se conoce desde hace tiempo (Galarreta y
Hestrin, 1999; Gibson y col., 1999), y constituyen el principal sustrato de las oscilaciones en el

rango de gamma (Whittington y col., 2000 y 2011).

Si bien, no se puede descartar que las altas frecuencias dentro de un mismo hemisferio
pudieran estar controladas por un generador subcortical, la alta coherencia que esta actividad
mostré en dareas extensas, no se sustenta en ninguna proyeccidn conocida y hace poco
probable esta opcion. Ademads, la generacidn de este tipo de actividad en la propia corteza, se
ve fuertemente apoyada por la presencia, en la rata y el ratén, de generadores corticales de
oscilaciones de alta frecuencia y la existencia de neuronas corticales que reclutan en fase con
el ritmo theta en la regidon somatosensorial (Chrobak y Buzsaki, 1998a y 1998b; Sirota y col.,
2008), precisamente la regidén donde se registrd la mayor actividad de alta frecuencia en los

presentes resultados.

Dado que la actividad de alta frecuencia mantuvo una relacién de fase con theta, que el
hipocampo constituye la mayor fuente de actividad theta (Colgin, 2013 y 2016) y que también
es capaz de generar actividades de alta frecuencia en el rango de 110-160 Hz en fase con theta
(Tort y col., 2008; Colgin y col., 2009; Jackson y col., 2011; Scheffer-Teixeira y col., 2012),
podria argumentarse que la actividad de alta frecuencia que se registrd en la corteza, pudiera
tener origen en el hipocampo y que lo que se estuviera viendo a nivel cortical fuese el

resultado de un fendmeno de conduccidn de volumen desde el hipocampo.

En este sentido, la relacién de las oscilaciones de alta frecuencia con el ritmo theta,

aporta pruebas relevantes a favor de un origen cortical para este tipo de actividad. Aunque
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existen pocos estudios en los que se haya abordado la distribucion cortical de theta en la rata,
se ha descrito que, durante la fase REM, theta muestra una distribucidn cortical que abarca a
la corteza retroesplenial, el area visual secundaria y la region temporal (Jing y col., 2016). Esta
distribucidn, que coincide mayormente con la distribucién anatémica del hipocampo en la
rata, el cual se localiza justo por debajo de estas regiones, también coincidid con el mapa
cortical de theta en los presentes experimentos. Ademas, el patron de propagacion de theta
que se registrd en la corteza, coincide con lo descrito para estas oscilaciones en el hipocampo,
donde theta se comporta como una onda viajera, que se genera en la regién del septo medial y
se propaga, primeramente en direccion septo-temporal, radiando, de forma secundaria, en el
eje antero-posterior (Lubenov y Siapas, 2009; Patel y col., 2012). En base a esto, no se puede
descartar que la actividad theta que se registréo en la corteza no fuese el resultado del

fendmeno de conduccién de volumen.

No obstante, aunque la distribucién de theta coincidid, en parte, con la distribucion de la
alta frecuencia, sobre todo en los niveles mas postero-mediales, la distribucion de la actividad
de alta frecuencia, aqui descrita, fue mas rostral. En el mismo sentido en el que las oscilaciones
de theta y alta frecuencia mostraron distribuciones corticales diferentes, el analisis de los
desfases de ambas oscilaciones también mostré patrones de propagacion diferentes. Segun
estos resultados, a diferencia del patrén radial de la actividad theta, la actividad de alta
frecuencia se propagd desde las regiones rostrales hacia las caudales. Este comportamiento
contrasta con lo que se ha descrito en el hipocampo de la rata, donde se ha demostrado que
las unidades en el eje septo-temporal, disparan siempre en relacidn con la misma fase de theta
(Patel y col., 2012), lo que sugiere que la actividad de alta frecuencia que se registra en la

corteza, no es la misma que la que estd descrita en el hipocampo.

A todo lo anterior sobre el origen cortical de la actividad de alta frecuencia, cabe afiadir
que los estudios de registro y lesion del hipocampo, y de otras estructuras en las que se han
descrito oscilaciones de alta frecuencia, o que podrian representar una elevada influencia
sobre la corteza, no produjeron alteraciones resaltables en la actividad de alta frecuencia a

nivel cortical durante la fase REM.

5.3.4 Experimentos de lesién

Pese a que se han descrito oscilaciones de alta frecuencia a nivel cortical (Sirota y col.,

2008; Scheffzik y col., 2011; Brankack y col., 2012), el origen de esta actividad continda siendo
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desconocido. En la presente Tesis se hizo un abordaje clasico para intentar localizar el origen
de esta actividad. Para ello se realizaron lesiones electroliticas en aquellas estructuras
subcorticales en las que previamente se habian descrito actividades similares y que pudieran

transferir esta actividad a la corteza cerebral.

5.3.4.1 Lesion del hipocampo

Como se ha discutido anteriormente, el hipocampo es la estructura donde mejor se han
caracterizado la oscilaciones de alta frecuencia respecto de la actividad theta (Tort y col. 2008;
Jackson y col. 2011; Scheffer-Teixeira y col. 2012; Takeuchi y col., 2015). La capacidad del
hipocampo para producir oscilaciones de alta frecuencia en ausencia de la corteza (Jackson y
col., 2011), la existencia de variacidén en la relacion de fase entre las altas frecuencias y theta
en las diferentes capas del hipocampo (Scheffer-Teixeira y col. 2012) y la existencia de una
inversion de fase de la actividad de alta frecuencia respecto de CA1 (Tort y col., 2008; Sullivan
y col., 2011), se han utilizado como argumento de la existencia de un generador de alta
frecuencia a nivel de la regién CA1 del hipocampo (Tort y col., 2013). Sin embargo, en base a la
baja coherencia que se ha encontrado entre la actividad de alta frecuencia cortical, a nivel
parietal, respecto de la del hipocampo, también se ha sugerido la existencia de otro generador

a nivel cortical (Scheffziik y col., 2011).

En la presente Tesis, el abordaje mediante lesién, para desvincular la alta frecuencia
cortical (Sirota y col., 2008; Scheffziik y col., 2011) de la que se genera a nivel de hipocampo,
mostré que lesiones extensas del hipocampo dorsal, provocaron la desaparicion de la actividad
de alta frecuencia a nivel del hipocampo, pero no tuvieron efecto alguno sobre las altas
frecuencias a nivel cortical. Esto demuestra que la actividad de alta frecuencia, que se registra
en la corteza, es producida por un generador independiente del de hipocampo. Sin embargo,
las lesiones de hipocampo produjeron una disminucion de potencia de la banda theta, tanto
en el propio hipocampo como en la corteza, lo que es coherente con que la actividad theta que
se registrd a nivel cortical si sea consecuencia de un fenémeno de conduccidon de volumen

desde hipocampo.

5.3.4.2 Lesion de la amigdala central y del ntcleo del lecho de la estria terminal

De acuerdo con el descubrimiento, en el hipocampo, de que la actividad de alta

frecuencia depende de la actividad de neuronas GABAérgicas (Jackson y col., 2011), algunos
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autores han explorado la existencia de actividades de alta frecuencia en estructuras con
poblaciones de neuronas GABAérgicas. Estos trabajos han conducido al descubrimiento de
oscilaciones de alta frecuencia en la amigdala central y en el ndcleo del lecho de la estria

terminal (Haufler y Paré, 2014).

La amigdala central y el nucleo del lecho de la estria terminal forman parte de la
denominada subdivisidn centromedial que, junto con los nlcleos basolaterales y corticales,
forman el complejo amigdalino (Sah y col., 2003). A pesar de que las proyecciones del
complejo amigdalino a la corteza sensorial son escasas y que estas proyecciones tienen su
origen en los nucleos corticales y basolaterales, el que la amigdala central proyecte sobre el
nucleo del lecho, y que ambos, a su vez, proyecten sobre diferentes grupos de neuronas de los
sistemas ascendentes monoaminérgico y colinérgico (Sah y col., 2003), hizo pensar que la
actividad de alta frecuencia cortical pudiera estar modulada indirectamente por estas dos

estructuras.

Los presentes resultados mostraron que, si bien las oscilaciones de alta frecuencia se
encontraron presentes en la amigdala central y el nucleo del lecho, la lesidon de estas
estructuras no tuvo efecto sobre la actividad de alta frecuencia cortical. Estos resultados no
son raros, ya que la actividad de alta frecuencia en los nucleos amigdalinos estuvo presente
durante todas las fases del ciclo vigilia-suefio (Haufler y Paré, 2014) y no fue especifica de la
fase REM, como fue el caso de la alta frecuencia cortical. Por otro lado, las actividades de alta
frecuencia en estas estructuras tampoco mostraron ninguna modulacién con la fase de theta,

una caracteristica principal de las altas frecuencias corticales.

Resta explicar el incremento inespecifico de la potencia espectral que se observé en la
corteza tras la lesién del nucleo del lecho. En este sentido, la extension de la lesion electrolitica
a nivel del nucleo del lecho afecté también al globo palido y al putamen. Esta lesion podria
estar afectando, por tanto, a la via directa por la que los ganglios basales liberan GABA en el
talamo (Gerfen, 2004), lo que podria haber incrementado la excitabilidad de la corteza a través

de las proyecciones tdlamo-corticales.

5.3.4.3 Lesidn del nucleo parafascicular taldamico

El nucleo parafascicular se localiza en la regién mas caudal del complejo intralaminar
taldmico y forma parte del sistema talamocortical inespecifico. Este nicleo actua de relevo

entre el sistema reticular activador ascendente del puente, responsable de los estados de
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vigilia y suefio REM, y la corteza. Entre las proyecciones del nucleo parafascicular se
encuentran las cortezas sensorial y motora, sobre las que se postula que ejerce un control del
nivel de actividad (Van der Werf y col., 2002; Gerfen, 2004). Se ha demostrado que, la
estimulacién de este nlcleo, induce un estado de vigilia con actividad gamma en el EEG
(Steriade y Demetresco, 1960). También se ha demostrado que las lesiones en éste nucleo
interfieren en la actividad oscilatoria cortical en el rango de theta, lo que se hace

especialmente patente durante la fase REM (Marini y col., 1998).

Sobre estas evidencias, se considerd que el nicleo parafascicular podria estar ejerciendo
algun tipo de influencia sobre las oscilaciones de alta frecuencia cortical, ya fuera favoreciendo
la actividad oscilatoria rdpida, o la propia actividad theta, sobre la que se organizaron las altas

frecuencias.

Los resultados mostraron que, si bien no existid actividad prominente en el rango de las
altas frecuencias corticales a nivel del nicleo parafascicular, si se pudo encontrar un pico de
actividad en torno a los 80 Hz, que presenté una modulacién leve de su amplitud con la fase de
theta. Aunque la modulacidon de esta actividad por theta en el nucleo parafascicular era
desconocida hasta ahora, la presencia de oscilaciones en esta frecuencia, coincide con lo
descrito en el nucleo parafascicular sobre la existencia de una actividad en la banda de gamma,
entre 30 y 90 Hz, dependiente de canales de calcio de tipo P/Q, (Kezunovic y col., 2012; Garcia-
Rill y col., 2013). La presencia en el nlcleo PPT de neuronas colinérgicas que proyectan sobre
las neuronas del nucleo parafascicular, y el que estas neuronas presenten oscilaciones en este
mismo rango de frecuencia y estén basadas en la presencia de los mismos canales de calcio, ha
llevado a proponer que el PPT podria estar activando a las neuronas del nucleo parafascicular.
Asi, la actividad del PPT podria transmitir la oscilacion gamma a las neuronas del nucleo
parafascicular y desde éstas a la corteza cerebral, sustentando este tipo de actividad en el EEG
(Kezunovic y col., 2012). En este sentido, el descenso especifico en la banda de los 80 Hz que
se observo en el EEG tras la lesién del nucleo parafascicular, apoyaria esta teoria, si bien, la
indiferencia de las oscilaciones de las frecuencias en la banda de 110-160Hz, sugiere que éstas

son independientes del mecanismo de produccion de las oscilaciones gamma en el tdlamo.

Finalmente, a diferencia de lo descrito por Marini y colaboradores (1998), la lesion del
nucleo parafascicular no produjo alteraciones en la potencia espectral de la banda theta que
se registrd a nivel del EEG. Una posible explicacién a esta discrepancia podria residir en el
método que se empled en estos experimentos para lesionar el ndcleo parafascicular. Estos

autores recurrieron a la perfusién de acido iboténico para destruir las células del nucleo
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parafascicular. Si bien, este tipo de lesion tiene como ventaja que es respetuosa con las fibras
de paso y afecta sdélo a los somas neuronales, la difusiéon del compuesto a otras estructuras no
se puede controlar facilmente. Por el contrario, si bien la lesidén electrolitica produce una
destruccién indiscriminada, sus limites resultan claros y quedan bien definidos en base a la
respuesta glial. Considerando que los efectos comunicados por Marini y colaboradores (1998)
revirtieron en un plazo de 10 dias, pese a la destruccion del nucleo parafascicular, y la relativa
cercania del complejo supramamilar, implicado en la generacién del ritmo theta (Kocsis y
Vertes, 1994), la alteracién de este ritmo podria ser el resultado de los efectos del acido

iboténico sobre el complejo supramamilar.

5.3.5 Comportamiento de las oscilaciones de alta frecuencia entre hemisferios y efecto

de la callosotomia

Al contrario que la alta coherencia espectral que se encontrd entre distintas regiones de
un mismo hemisferio, la coherencia entre localizaciones equivalentes de ambos hemisferios
decrecid progresivamente para frecuencias superiores a los 30 Hz. Este descenso de
coherencia espectral entre hemisferios fue maximo en la banda de alta frecuencia, donde se
hizo practicamente cero. En concordancia con estos resultados, se sabe que, en el gato y en la
rata, la coherencia interhemisférica durante la fase REM es muy baja para frecuencias hasta los
100 Hz (Castro y col., 2013 y 2014; Cavelli y col., 2015). Esta baja coherencia podria deberse a
que los brotes de alta frecuencia, a pesar de estar en fase con theta y que la fase de theta fue
muy similar en ambos hemisferios, coincidieron en ambos hemisferios solo en el 38,2% de las

ocasiones.

A pesar de la baja coherencia, el promediado de la actividad de un hemisferio, usando
como sincronizador los ciclos de actividad de la oscilacion de alta frecuencia en una
localizacién equivalente del otro hemisferio, mostrd que los ciclos de alta frecuencia en ambos
hemisferios tendieron a ocurrir en oposicion de fase. El analisis de dispersion de los ciclos de
alta frecuencia en ambos hemisferios mostré una variabilidad de entre 1y 2 ms entre los ciclos
de alta frecuencia. Esto explica el porqué la actividad de alta frecuencia que se reconstruyé en
el promedio fue menor y ayuda a interpretar la baja coherencia entre localizaciones

equivalentes entre hemisferios.

La existencia de una inversion de fase entre hemisferios implica la existencia de

proyecciones entre hemisferios basadas, probablemente, en procesos inhibitorios rapidos. Se
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sabe que el cuerpo calloso participa en la modulacion de las neuronas corticales (Steriade y
col., 1993b; Cissé y col., 2003) y juega un papel importante en los fendmenos de sincronizacion
entre hemisferios, como se deduce de las proyecciones que sustentan la sincronia de las
oscilaciones en torno a 40 Hz (Nufiez y col., 1992), y de los andlisis de coherencia que se han
llevado a cabo en humanos y en ratones con ausencia total o parcial del cuerpo calloso (Kuks y
col., 1987; Nielsen y col., 1993; Koeda y col., 1995; Vyazovskiy y col., 2004). Por otra parte, la
presencia de inhibiciones entre hemisferios mediadas por el cuerpo calloso, se ha descrito
repetidamente en humanos (Ferbert y col., 1992; Ragert y col., 2011; Brodie y col., 2014),

gatos (Asanuma y Okuda, 1962) y ratas (Palmery col., 2012).

La inversién de fase de cada ciclo de alta frecuencia sugiere que la actividad de un
hemisferio debe ser inhibida por el otro, en un intervalo de alrededor de 3,5 ms, y que por
tanto, debe ser un fenédmeno mediado por sinapsis rdpidas. Considerando que la mayor parte
de las proyecciones a través del cuerpo calloso son cortico-corticales y que estas proyecciones,
cuando son inhibitorias, muestran latencias de entre 1,2 y 3,1 ms (Cissé y col., 2003), estas
proyecciones a través del cuerpo calloso, podrian explicar la inversidon de fase de cada ciclo

entre hemisferios.

Para estudiar el papel funcional del cuerpo calloso en la relacién de la alta frecuencia
entre hemisferios, se realizaron experimentos de lesidon de esta estructura. La callosotomia
completa del cuerpo calloso, indujo la desaparicion de la actividad de alta frecuencia en ambos
hemisferios. Este resultado inesperado, junto con la independencia de la alta frecuencia
cortical de otras estructuras subcorticales, como se desprende de los resultados de los
experimentos de lesidon anteriormente descritos, sugieren no solo que el cuerpo calloso es el
sustento de las interacciones inhibitorias en el rango de alta frecuencia entre hemisferios,
como se ha mencionado antes, sino que es una estructura clave para la organizacién de la
actividad de alta frecuencia. De otro modo, se podria decir que las oscilaciones de alta
frecuencia requieren de la interaccién entre hemisferios para su generacién, y que la
integridad del cuerpo calloso es necesaria para que se pueda establecer la sincronizacién de
los elementos que generan la actividad de alta frecuencia en ambos hemisferios, durante el

sueno REM.

En este sentido, la dependencia que la actividad de alta frecuencia mostrd respecto de
la integridad del cuerpo calloso, podria ser el resultado de la modulacién de la actividad que
cada hemisferio ejerce sobre el otro. Si, como se ha propuesto anteriormente, el mecanismo

de generacién de las altas frecuencias estd basado en proyecciones de tipo inhibitorio, la
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pérdida de este tipo de entradas, podria generar simplemente la despolarizacion de los dos
hemisferios y, por tanto, cambios en el patron y/o sincronia de disparo, que condujesen la
desorganizacién de la actividad de alta frecuencia. En cualquier caso la confirmacién de esta
hipdtesis requeriria el registro de las unidades responsables de la actividad de alta frecuencia

en situacién control y tras la callosotomia.

La callosotomia también produjo la desaparicion de la inversion de fase entre
hemisferios y un incremento de la coherencia entre hemisferios para frecuencias por encima
de los 30 Hz, respecto de la que mostraron los animales control. La pérdida de conectividad
entre hemisferios en los animales callosotomizados, podria explicar la pérdida de la inversion

de fase en base a la desorganizacion de la actividad de alta frecuencia.

Por otra parte, el incremento de coherencia que se produjo en la banda de alta
frecuencia tras la callosotomia, implica que la desconexidn funcional de los hemisferios
permitid aflorar actividades mds similares en ambos hemisferios. Probablemente, estas
actividades provengan de entradas comunes de origen subcortical que ya no son filtradas por
la inhibicion transcallosa. Este aspecto puede ser de especial relevancia y deberia ser
considerado en el futuro, ya que, de acuerdo con esto, una conectividad funcional entre areas
cerebrales puede verse también reflejada por valores bajos de coherencia para bandas
especificas del espectro, y no exclusivamente por incrementos en los valores de coherencia,

como se habia propuesto hasta ahora (Leuchter y col., 1994, Achermann y Borbély, 1998).

5.3.6 El ritmo theta como organizador temporal de la actividad de alta frecuencia

asociada a la fase REM

Una de las principales caracteristicas que mostré la actividad de alta frecuencia fue su
relacidn con la fase de theta, como se ha descrito también en trabajos previos (Canolty y col.,
2006; Tort y col.,, 2010). Asi, en cada region cortical en la que se hizo un estudio de
comodulacién, se encontré una relacién estable entre la potencia de la actividad de alta
frecuencia y la fase de theta. Sin embargo, en cada regidn cortical, los brotes de alta frecuencia
ocurrieron en momentos distintos del ciclo de theta, de modo que la relacién de fase entre
alta frecuencia y theta no fue constante. El andlisis de los desfases de la oscilacidn de alta
frecuencia mostré una organizacidn rostro-caudal, sugiriendo que esta actividad viajera se
desarrolld, en primer lugar, en las regiones frontales y después se fue instaurando,

progresivamente, en territorios mds caudales. La velocidad de propagacion de esta actividad
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fue de alrededor de 35 m/s, por lo que, si fue debida a una actividad propagada a través de
circuitos, estas conexiones deberian ser de tipo eléctrico. Por otro lado, la potencia que
alcanzo la alta frecuencia en cada punto de registro fue diferente. Estos dos fenédmenos, la
comunicacion retrasada y la diferencia de potencia entre regiones, sugieren que la actividad de

alta frecuencia se debid regenerar en cada regidn cortical.

Se ha propuesto que, respecto de las altas frecuencias, theta podria jugar un papel
conductor, que establece una referencia temporal entre regiones distantes entre las que
tuviera que haber una transferencia de informacion (Lisman y Jensen, 2013). De este modo,
zonas alejadas entre si, mostrarian una actividad con una misma fase respecto de cada ciclo de
theta, que podria servir de base para generar otras actividades en la misma ventana temporal.
En esta direccion, se ha demostrado que en el hipocampo y en la corteza entorrinal, las
oscilaciones de alta frecuencia estan sincronizadas con theta y que esto ocurre como resultado
del disparo de poblaciones de neuronas que estan acopladas al ritmo theta en ambas
estructuras (Chrobak y Buzsaki, 1998a y 1998b), y mantienen la relacion de fase con theta
conforme esta se propaga (Patel y col., 2012). En este sentido, también se ha demostrado que
la actividad gamma cortical, en humanos, mantiene la misma relacién de fase respecto a la

frecuencia portadora en todas las localizaciones estudiadas (Bahramisharif y col., 2013).

Sin embargo, para que este mecanismo fuese el que estuviera operando a nivel cortical
durante la fase REM en la rata, la actividad de alta frecuencia deberia haber seguido la misma
distribucion espacial que theta, de modo que la actividad de alta frecuencia hubiera
mantenido una relacidn de fase constante en cada zona cortical respecto del ciclo theta. Como
esto no ocurrid, las variaciones de fase que se observaron se podrian interpretar como que la
actividad de alta frecuencia en las distintas regiones de la corteza, no solo tendrian que
regenerarse en cada punto, como se ha mencionado antes, sino que deberian hacerlo de
manera independiente de theta. No obstante, si se considera que la actividad de alta
frecuencia se desarrollé antes a nivel rostral y la alta comodulacidn en todas las zonas de
registro, se deduce que, al menos en la region rostral, la alta frecuencia debié ser iniciada por
theta. El que la actividad theta rostral, implicada en la generacion de la alta frecuencia, tenga
su origen en el hipocampo o sea generada a nivel cortical (Young y McNaughton, 2009) debe

ser esclarecido.

En conjunto, los resultados derivados de los andlisis de fase, sugieren la existencia de un
modelo de funcionamiento como el que se representa en la figura 5-1. Segun este modelo, en

la regidn rostral de cada hemisferio, deberia existir un generador primario de altas frecuencias,

-147-



DISCUSION

compuesto probablemente por elementos capaces de sensar y responder al ritmo theta
(cuadrados en la figura 5-1A a J). Los elementos en estos generadores, se podrian activar al
sobrepasar un umbral de voltaje debido a la oscilacion theta, y asi iniciar la produccion de
brotes de oscilaciones de alta frecuencia. Estos brotes de alta frecuencia serian transmitidos a
generadores secundarios, independientes de theta (circulos en la figura 5-1A a J), a una
velocidad de 35 m/s y asi se propagaria la oscilacidon de alta frecuencia. La presencia de este
tipo de elementos en el generador primario no resulta extrafia, ya que existen neuronas
corticales que modifican su patrén de disparo respecto del nivel de alerta, en relacién a los
cambios en su potencial de membrana (Connors y Gutnick, 1990; Steriade y col., 1993c;

Steriade, 1997).

En este modelo, el reclutamiento de unidades en cada hemisferio, al comienzo de cada
brote, seria proporcional a la potencia de las proyecciones inhibitorias sobre el hemisferio
contralateral (representada por el grosor de las flechas rojas en la figura 5-1). Asi, uno de los
hemisferios acabaria por imponerse (1 en la figura 5-1C a E), inhibiendo a los elementos del
otro hemisferio (2 en la figura 5-1C a E). La actividad de alta frecuencia en el hemisferio no
inhibido incrementaria de amplitud con el reclutamiento de nuevos elementos secundarios
(circulos verdes de 1 en la figura 5-1C a E). Este desbalance produciria la inversidén de fase
entre los hemisferios durante la primera parte del primer ciclo de alta frecuencia (figura 5-1K).
La progresiva desactivacidn de los elementos en el hemisferio activo, durante la primera parte
del ciclo (circulos blancos de 1 en la figura 5-1F a H), acabaria por debilitar las inhibiciones
sobre el hemisferio contralateral, que se impondria, inhibiendo ahora al hemisferio activo
anteriormente (circulos verdes de 2 en la figura 5-1G a J), e invirtiendo las condiciones de

polaridad durante la segunda parte del primer ciclo de alta frecuencia (figura 5-1K).

Esta dindmica explicaria el papel del cuerpo calloso y la alternancia de fase en la
actividad de alta frecuencia, durante el periodo de tiempo en que el pico de amplitud de la
actividad theta se propagd a través del generador primario. La mayor velocidad de produccion
y propagacion de las actividades de alta frecuencia, en relacién a la velocidad de propagacién
de la actividad theta, explicaria la produccidn de varios ciclos de alta frecuencia en cada brote,
asi como los fenédmenos de corrimiento de fase entre ambas actividades en las diferentes

localizaciones registradas.

De acuerdo con esta hipdtesis, theta actuaria como un “sincronizador de baja precision”
-decenas de milisegundos-, que garantizaria la activacion de los elementos que componen el

generador primario de alta frecuencia en cada hemisferio, permitiendo la producciéon de
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brotes de alta frecuencia en la misma ventana temporal. Por otra parte, las inhibiciones
mediadas por el cuerpo calloso delimitarian en gran medida la ventana de tiempo en que los
elementos de cada hemisferio pueden disparar, actuando como un mecanismo “sincronizador

de alta precision” -en torno a 1-2 milisegundos-.

Se sabe que las interacciones de largo alcance entre hemisferios modulan la sincronia en
el disparo de las neuronas corticales, mientras que las interacciones locales afectan ademas a
la tasa de disparo (Konig y col.,, 1995). Teniendo esto en consideracién, la inhibicion entre
hemisferios podria estar actuando como una barrera temporal sobre los elementos
contralaterales, refinando su sincronia de disparo y, por tanto, incrementando la potencia de
las oscilaciones de alta frecuencia. En cualquier caso, el hecho de que solo en el ~38% de los
brotes de alta frecuencia de un hemisferio coincidiera con los del otro hemisferio, sugiere que
la naturaleza oscilatoria de las altas frecuencias debe ser una propiedad inherente a la
circuiteria local, cuyo grado de organizacion depende de las proyecciones inhibitorias entre

hemisferios.

Figura 5-1. Hipdtesis de funcionamiento del mecanismo generador de las oscilaciones de alta frecuencia.

A. El pico de amplitud de la onda theta (banda amarilla), se propaga en direccién postero-anterior (flecha amarilla),
sin afectar a los circuitos corticales de alta frecuencia en cada hemisferio (1 y 2). B. Al llegar a la region rostral de
cada hemisferio, la onda theta activa a los elementos del generador primario de cada corteza (cuadrados de color
en 1y 2). C. Los elementos del generador secundario en cada hemisferio (circulos), se activan como consecuencia
de la actividad del generador primario y ambos hemisferios comienzan a inhibirse mutuamente (flechas rojas). D.
El mayor nimero de elementos activos en el circuito 1, genera una mayor inhibicién sobre el circuito 2, que
produce su silenciamiento y facilita el reclutamiento de mas elementos secundarios en el circuito 1. Tras la
activacion completa de la red del hemisferio 1 (E), el silenciamiento progresivo de sus elementos (circulos blancos
en F1 a I1), reduce la inhibicidn sobre el hemisferio 2, cuyos elementos comienzan a activarse (circulos verdes en
F2 a 12), facilitando el silenciamiento del hemisferio 1. J. El silenciamiento de elementos en 2, facilita la reactivacién
de elementos en 1, dando comienzo a un nuevo ciclo de alta frecuencia. K. Representacion de un ciclo de alta
frecuencia registrado en una localizacién del hemisferio 1 (trazo negro) y el hemisferio 2 (trazo azul), sobre el que
se marcan los instantes de ocurrencia de las fases representadas entre Cy J. Nétese la representacidn estacionaria
de la onda theta entre B y J, como resultado de una velocidad de propagacién muy inferior a la escala temporal en
que ocurren los fendmenos de alta frecuencia representados en esos recuadros.
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5.3.7 Funcion de la oscilaciéon de alta frecuencia durante la fase REM

Entre las multiples funciones que se le atribuyen al suefio, su papel en los procesos de
memoria y consolidaciéon del aprendizaje ha sido el mds intensamente estudiado. Las
numerosas pruebas experimentales en humanos y otros animales, apuntan al papel activo que
el suefio juega en estos procesos (Rasch y Born, 2013), y han hecho, de esta funcién, la mas

ampliamente aceptada.

Actualmente, se cree que la potenciacién a largo plazo (LTP), constituye el principal
mecanismo de consolidacién sindptica, clave en los procesos de aprendizaje. Se especula que
durante la fase NREM, se produce la reactivacién de los nuevos recuerdos que se adquirieron
durante la vigilia, estimulando su redistribucidén en la corteza. Asi mismo, durante NREM, se
comienza el proceso de LTP, que se continua de forma mads intensa durante la fase REM,
produciendo la consolidacion de los recuerdos (Diekelmann y Born, 2010; Rasch y Born, 2013).
Se piensa que durante la fase NREM, la LTP se encuentra restringida a los periodos de
ocurrencia de los husos talamo-corticales y los ripples de hipocampo (King y col., 1999;
Rosanova y Ulrich, 2005), los cuales estan temporalmente acoplados (Sirota y col., 2003; Siapas
y Wilson, 1998; Wierzynski y col., 2009). A su vez, la ocurrencia de estas dos actividades
fasicas, se ve modulada por la fase de la onda lenta cortical, de caracter ténico, de manera que
su actividad se incrementa durante la fase de despolarizacion de la onda lenta (Sirota y col.,
2003; Battaglia y col., 2004; Isomura y col., 2006; Clemens y col., 2007; Mdlle y col., 2002, 2006
y 2009; Peyrache y col., 2011). Se ha sugerido que esta relacién temporal, permite una
sintonizacién entre la corteza y el hipocampo, clave para la transferencia de informacion entre
ambas estructuras y la produccidn de cambios en las sinapsis corticales (Buzsaki, 1998; Sirota y

col., 2003; Marshall y Born, 2007; Mélle y col., 2009).

La coordinacion entre el ritmo theta de hipocampo y los brotes de alta frecuencia
corticales durante la fase REM, se asemeja a la relacién existente entre la onda lenta cortical y
las actividades fasicas subcorticales durante la fase NREM. Por otra parte, la produccién de LTP
durante la fase REM, es un fenémeno bien establecido en el hipocampo (Axmacher y col.,
2006), donde se ha demostrado que la estimulacion a 200 Hz en la region CA1, in vivo, produce
LTP al ser realizada en la fase positiva del ritmo theta (Holscher y col., 1997), recreando la
organizacion natural de los brotes de altas frecuencias en el hipocampo y la corteza (Scheffzik
y col,, 2011; Tort y col., 2013). En conjunto, los resultados de la presente tesis, apoyarian la

posible implicacién de la actividad de alta frecuencia en los fendmenos de memoria y
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aprendizaje (Tort y col., 2013), y su papel la consolidacidn sindptica en la corteza, durante la

fase REM.
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6 CONCLUSIONES

1. Se ha observado que, durante la fase REM, ocurren simultdneamente una
convergencia e infraduccién mantenida de los ojos, y movimientos oculares rapidos
similares a los descritos en otras especies, lo que implica que los movimientos
oculares durante esta fase estdn muy conservados a lo largo de la evolucién.

2. Se ha desarrollado un sistema portatil que permite registrar los componentes
ténicos y fasicos de los movimientos oculares sin tener que inmovilizar al animal y
que facilita, por tanto, el registro de actividad extraocular durante el suefio.

3. Se ha demostrado, a nivel de EEG, la existencia de una actividad de alta frecuencia,
en la banda entre 110 y 160 Hz, en la corteza somatosensorial y motora, y que
constituye el principal componente fasico del EEG durante la fase REM.

4. Se ha establecido que la actividad de alta frecuencia estd modulada por la fase de
theta. Sin embargo, como theta ocurre antes a niveles caudales de la corteza y se
propaga radialmente, mientras que la de alta frecuencia se origina a nivel rostral y
se propaga caudalmente, la actividad de alta frecuencia solo puede ser modulada
por theta a nivel rostral.

5. La baja coincidencia de los brotes de alta frecuencia entre hemisferios y la
oposicion de fase, ciclo a ciclo, cuando coinciden, implica que la proyeccién entre
hemisferios deber ser de tipo inhibidor, de modo que cuando un hemisferio se
impone al otro, lo silencia completamente, pero si el silenciamiento es parcial, el
otro hemisferio se activa en oposicion de fase.

6. Se ha demostrado que la actividad de alta frecuencia requiere la integridad del
cuerpo calloso, pero es independiente de la del hipocampo, amigdala central,
nucleo del lecho de la estria terminal y nucleo parafascicular talamico.

7. La desaparicion de la actividad de alta frecuencia por la lesién del cuerpo calloso
implica que la inhibicidn entre hemisferios ocurre a través de esta estructura y que
ésta inhibicidn es necesaria para que la actividad de alta frecuencia se genere o se
organice.

8. Se ha demostrado que las actividades durante el periodo de transicion a la fase
REM siguen una secuencia temporal precisa, en la que los fendmenos corticales
preceden a los motores, independientemente de su caracter ténico o fasico.

9. Se ha mostrado que el desarrollo temporal de la actividad de alta frecuencia,
durante el periodo de transicién a REM, representa fielmente la duracion de la

transicion.
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