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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

El suefio es un fendémeno universal en los vertebrados (Campbell y Tobler, 1984) y
se ha demostrado su existencia en numerosos grupos de invertebrados (Anafi y col.,
2019), lo que pone de manifiesto que se trata de un fendmeno filogenéticamente
antiguo y muy conservado evolutivamente. Ha sido objeto de fascinacion, estudio y

debate a lo largo de la historia.

La trascendencia del suefio para la vida se hace patente por los trastornos que
conlleva su carencia. Se sabe que la privacién de sueiio provoca alteraciones en diversos
sistemas fisioldgicos y conduce al deterioro de la salud. Rechtschaffen y sus
colaboradores comprobaron que impedir el suefio de forma continuada en la rata
produce multiples alteraciones fisioldgicas, la debilitacién de los individuos v,
finalmente, su muerte (Rechtschaffen y Bergmann, 2002). Dichas alteraciones
fisiolégicas incluyen cambios en la actividad cerebral, el metabolismo, Ila
termorregulacién, el funcionamiento del sistema endocrino y la respuesta inmune, y se
acompafan de signos de deterioro fisico tales como la pérdida de peso, un aspecto
desaseado, la debilidad muscular y la aparicién de lesiones en la piel y en determinados
organos (Everson, 1995; Rechtschaffen y col., 1983; Rechtschaffen y Bergmann, 2002).
Quizas uno de los ejemplos que ilustran de forma mas clara la relevancia del suefio para
los humanos sea el insomnio familiar fatal. Se trata de una enfermedad hereditaria rara
causada por priones, que cursa con una disrupcién del suefo y conduce
indefectiblemente a la muerte al cabo de meses o pocos afos (Montagna y col., 2003).
Los pacientes con esta enfermedad sufren una marcada pérdida de suefio que se
acompafa de somnolencia, de alucinaciones y de alteraciones endocrinas, de la presiéon
arterial y de la actividad cerebral, asi como de problemas de memoria, motores y del

equilibrio, entre otros trastornos (Montagna y col., 2003).

A pesar de la que la implicacion del suefio en el funcionamiento correcto del
organismo es evidente, alin no existe un consenso acerca de sus funciones adaptativas
o sobre la razén de su conservacién a lo largo de la escala filogenética (Joiner, 2016). De
forma general, se tiende a asociar la funcién del suefo con la recuperacién del
organismo tras la vigilia (Vyazovskiy y Delogu, 2014). Sin embargo, el papel del suefio

parece ir mas alld de una mera puesta a punto para devolver al organismo a sus
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condiciones iniciales. Se le atribuyen funciones tan dispares como el ahorro de energia
(Berger y Phillips, 1995; Siegel, 2009), la redireccion de la energia hacia procesos de
regeneracion y mantenimiento (Schmidt, 2014), la separaciéon de las reacciones
anabdlicas y catabdlicas del organismo en el tiempo (Anafiy col., 2019), la consolidacion
de la memoria (Diekelmann y Born, 2010; Walker y Stickgold, 2004), la homeostasis
sindptica mediante la modulacién de la fuerza de las sinapsis (Born y Feld, 2012; Tononi

y Cirelli, 2006) o la eliminacidn de sustancias de desecho (Inoué y col., 1995).

Durante mucho tiempo se considerd al suefio como un estado de inactividad,
pasivo y homogéneo. Aserinsky y Kleitman (1953 y 1955) analizaron la motilidad ocular
durante el suefio en humanos y observaron que el patrén de movimientos oculares no
era uniforme a lo largo del tiempo. Asimismo, detectaron que el electroencefalograma
(EEG) de los sujetos mostraba patrones de actividad diferentes en funcion del tipo de
movimientos oculares predominante, y observaron cambios en las frecuencias
respiratoria y cardiaca y en la motilidad corporal (Aserinsky y Kleitman, 1953 y 1955).
Estos resultados pusieron en tela de juicio la percepcién del suefio como un estado
uniforme de inactividad y condujeron a su divisidon en dos fases diferenciadas, que se
nombraron segun el tipo de actividad ocular predominante en cada una de ellas: la fase
REM (del inglés rapid eye movement), en la que aparecian los movimientos oculares
rapidos, bien aislados o agrupados en brotes, y la fase NREM (del inglés non-rapid eye
movement), en la que predominaban los movimientos oculares lentos. Ambas fases se
han encontrado en todas las especies de mamiferos estudiadas, incluyendo a los

monotremas (Siegel, 2005), los mamiferos actuales mas primitivos.

La percepcidn del suefio como un estado de reposo encaminado a la recuperacién
del organismo contrasta con el elevado nivel de actividad cerebral que se registra
durante la fase REM, cuya magnitud es comparable con la de la vigilia (Vyazovskiy y
Delogu, 2014). Lejos de constituir un mero periodo de inactividad o reposo, a la fase
REM se le han atribuido funciones tales como contribuir a la maduracién del sistema
nervioso y de los sistemas motores durante el desarrollo embrionario y juvenil de los
animales (Blumberg y col., 2013; Mohns y Blumberg, 2010; Sokoloff y col., 2015; Tiriac y
col., 2015), el refinamiento de los sistemas motores durante la vida adulta (Blumberg,

2010), el desarrollo y mantenimiento de las conexiones neuromusculares necesarias
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para la generacién de movimientos oculares precisos y coordinados binocularmente
(Berger, 1969), la consolidacion de la memoria (Boyce y col., 2016; Diekelmann y Born,
2010), la regulacién de la excitabilidad cerebral (Grosmark y col., 2012) y la modulacién
de la fuerza de las sinapsis (Niethard y Born, 2019). De este modo, a pesar de que no
existe consenso acerca de las funciones ni del valor adaptativo de este estado, las
evidencias apuntan a que podria estar fuertemente relacionado con el procesamiento
cognitivo y con los sistemas motores. Sin embargo, en la actualidad existen lagunas de
conocimiento acerca de la importancia de la fase REM —y del impacto de su ausencia—

sobre la actividad cerebral, la musculatura y el control motor.

1.1 Organizacidon temporal y homeostasis del ciclo vigilia-sueiio

Durante el ciclo vigilia-suefio, la vigilia, la fase NREM y la fase REM se suceden de
forma ciclica en el tiempo. La rata presenta un patrén polifasico de suefio, lo que implica
gue experimentan multiples episodios de vigilia y de sueno a lo largo del dia. Periodos
de vigilia de duracién variable conducen al desarrollo de episodios de fase NREM, que,
si no son interrumpidos por una nueva vigilia, dan paso a episodios de fase REM. Esta
alternancia entre estados no ocurre de forma aleatoria. Borbély (1982) propuso un
modelo en el que explicé la organizacion temporal del ciclo vigilia-suefio mediante dos
procesos: un proceso homeostatico (proceso S) y un proceso circadiano (proceso C). La
interaccion entre ambos procesos determinaria la propensidon a desarrollar los

diferentes estados del ciclo a lo largo del tiempo.

La propensién al suefio depende en gran medida del sistema circadiano (Fuller y
col., 2006). Gran parte de los animales muestran variaciones en la arquitectura del ciclo
vigilia-suefio relacionadas con el ciclo luz-oscuridad, de forma que hay determinados
momentos del dia en los que la vigilia o el suefio se ven favorecidos (Tobler, 1995). Esta
variacién circadiana en la propensién al suefio interacciona con el proceso
homeostdtico, determinando la estructura del ciclo (Borbély, 1982). El proceso
homeostatico, por su parte, se basa en que la propension al suefio aumenta de forma
proporcional al tiempo transcurrido en vigilia (Borbély, 1982). Este incremento de la

propension al sueno se atribuye a la acumulaciéon de una “presion homeostatica”
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durante la vigilia (Fuller y col., 2006). En contraposicién, durante el suefo ocurre una
progresiva disminucidn de la presion homeostatica, lo que incrementa la probabilidad

de que ocurra una transicidn hacia la vigilia (Fuller y col., 2006).

El incremento de la propension al suefio se atribuye a una acumulacién de
sustancias que inhiben a las neuronas responsables del mantenimiento de la vigilia,
favoreciendo de este modo la desinhibicién de las estructuras promotoras del suefio y,
por consiguiente, su instauraciéon (Brown y col., 2012). Entre las sustancias que
promueven el suefio se han descrito la adenosina, el éxido nitrico, la prostaglandina D;

y las citoquinas (Brown y col., 2012).

Cuando se impide el desarrollo del suefio durante un periodo de tiempo, la presién
homeostdtica aumenta. Cuando la restriccion del suefio desaparece, se produce un
fendmeno compensatorio denominado “rebote”, que consiste en un incremento del
tiempo de suefio durante el periodo subsiguiente (Rechtschaffen y col., 1999). La
existencia de un rebote post-privacion de suefio se ha descrito tanto para la fase REM
como para la fase NREM. Inicialmente, la fase REM se creia bajo un control
fundamentalmente circadiano e influenciada en menor medida que la fase NREM por el
proceso homeostatico (Borbély, 1982). Sin embargo, la existencia de un rebote de fase
REM tras su privacion (Rechtschaffeny col., 1999) muestra que este estado también esta

sujeto a una regulacidon homeostatica.

1.2 Caracteristicas de las fases del ciclo vigilia-sueiio

La vigilia, la fase NREM y la fase REM muestran profundas diferencias que facilitan
su reconocimiento, que generalmente se basa en el estudio de tres parametros: el EEG,
el electromiograma (EMG) y la motilidad ocular. Al tratarse de estados complejos cuya
alternancia implica grandes cambios en la actividad de multiples sistemas, tanto a nivel
central como periférico, existen diversas variables que aportan informacion adicional
para su identificacidn, tales como el electrocardiograma, la frecuencia respiratoria o la

motilidad corporal.

El EEG es, probablemente, la fuente de informacidn mas importante en lo que
respecta a la identificacion de los estados del ciclo vigilia-sueio. Ofrece datos sobre la
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actividad cerebral a lo largo del tiempo y permite, por tanto, la detecciéon de cambios en
el sistema nervioso central asociados con los estados de alerta y con las transiciones
entre estados. Constituye una herramienta importante en neurociencia, ya que tiene
una resolucién temporal muy superior a la de otros métodos para el estudio de la
actividad cerebral, tales como la imagen por resonancia magnética (Kropotov, 2009).
Mediante la electroencefalografia se detectan fendmenos eléctricos que tienen su
origen en la actividad sincrdnica de grupos o poblaciones de neuronas. La actividad de
multiples redes de neuronas que producen campos eléctricos a intervalos de distinta
duracion da lugar a la aparicién en el EEG de oscilaciones eléctricas que abarcan distintas
bandas de frecuencia. Se sabe que las caracteristicas de algunas de estas oscilaciones se
ven alteradas por la privacién de suefio (Borbély y col., 1981 y 1984; Endo y col., 1997;
Vyazovskiy y Tobler, 2005), lo que hace que, ademas de permitir la identificacion de los
estados de alerta, constituyan un objeto de estudio interesante en cuanto a la

elucidacion de las funciones del suefio.

Las oscilaciones y sus mecanismos subyacentes estdn muy conservados
evolutivamente, de forma que las que se han identificado en humanos estan presentes
también en el EEG de otros mamiferos (Buzsakiy col., 2013). Sin embargo, existen ciertas
diferencias entre especies, de forma que el rango de frecuencias que abarcan es
ligeramente distinto en los humanos y en modelos animales como el gato y la rata. Dado
que los resultados de la presente Tesis Doctoral se refieren exclusivamente a la rata, se

hara referencia a las caracteristicas de las actividades del EEG en este animal.

A pesar de que la rata es un modelo ampliamente utilizado en estudios sobre el
suefio, no existe un conjunto de reglas unificado y globalmente aceptado para la
identificacion de las fases del ciclo vigilia-sueio en este animal (Robert y col., 1999). En
su lugar, diferentes laboratorios, basandose generalmente en el estudio del EEG y del
EMG, han desarrollado multiples métodos de andlisis para la determinacién de los
estados de alerta en la rata (Benington y col., 1994a; Libourel y col., 2015; Louis y col.,
2004; Mileva-Seitz y col.,, 2005; Neckelmann y col.,, 1994; Rempe y col.,, 2015;
Stephenson y col.,, 2009; van Luijtelaar y Coenen, 1984). Ocasionalmente, para la
identificacion de los estados de alerta se analizan los movimientos oculares (Gandolfo y

col., 1988; Gottesmann y col., 1977) u otras variables como el movimiento del cuerpo
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(Mang vy col., 2014; Neuhaus y Borbély, 1978; Ruigt y col., 1989; Zeng vy col., 2012) y el

ritmo respiratorio (Bastianini y col., 2017; Mangy col., 2014; Zeng y col., 2012).

1.2.1 Caracteristicas de la vigilia

Durante la vigilia, en el EEG hay un predominio de las ondas de alta frecuencia y
de baja amplitud y el EMG denota un tono elevado en la musculatura esquelética
(Jouvet, 1967). En este estado se detectan varios tipos de movimientos oculares, que
suelen ser conjugados y cuyas funciones, de forma general, estan relacionadas con la
percepcion visual y con la exploracion del entorno. Los movimientos oculares sacadicos
permiten la orientacién de la mirada hacia zonas o elementos de interés. Los
movimientos de seguimiento, por su parte, permiten mantener la mirada centrada
sobre un elemento mévil. Otros movimientos, de cardcter reflejo, tienen como objetivo
la estabilizacién de la imagen sobre la retina para la mejora de la agudeza visual: el
reflejo vestibulo-ocular, que permite compensar las rotaciones de la cabeza mediante el
giro de los ojos en sentido opuesto, y el reflejo optocinético, que genera de forma
automatica movimientos compensatorios cuando la imagen visual se desplaza sobre la
retina. A diferencia de los anteriores, los movimientos de vergencia no son conjugados
y consisten en la rotacién de los ojos en sentidos opuestos en el plano horizontal para
permitir la visualizacion binocular del elemento de interés a diferentes distancias. En los
animales afoveados como la rata, la visién depende fundamentalmente de los reflejos
vestibulo-ocular y optocinético, mientras que en los animales con fdévea cobran
importancia los demds movimientos (Delgado-Garcia, 2000; Leigh y Zee, 1983).
Adicionalmente, los ojos pueden desplazarse debido al parpadeo o a comportamientos

tales como la roedura en la rata.

Las actividades del EEG mas caracteristicas de la vigilia reciben el nombre de theta
y gamma, que también estan presentes durante la fase REM (McCarley, 2007). La
actividad theta se detecta en el hipocampo y en la corteza cerebral (Young y
McNaughton, 2009) y abarca el intervalo de frecuencias entre 6 y 9 Hz (Benington y col.,
1994a), aunque en ocasiones se le atribuye un rango mas amplio, abarcando desde 4

hasta 12 Hz (Jing y col., 2016; Long y col., 2014; Montgomery y col., 2008). Theta ocurre
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durante la vigilia con potencia y frecuencia variables (Leung, 1984; Whishaw y
Vanderwolf, 1973), desaparece durante la fase NREM y estd presente durante toda la
fase REM (Benington y col., 1994a; Sanchez-Lépez y col., 2018). Se postula que su origen
se encuentra el nucleo reticularis pontis oralis (Vertes y Kocsis, 1997). Este produce una
sefial tdnica que seria transformada por el nucleo supramamilar en una sefal ritmica,
que incidiria en el septo medial (Vertes y Kocsis, 1997). El septo medial actuaria como
marcapasos, induciendo la aparicion de un patréon oscilatorio de actividad en las
neuronas piramidales y en las interneuronas del hipocampo, y este comportamiento

constituiria el sustrato anatdmico de la actividad theta (Vertes y Kocsis, 1997).

La actividad gamma engloba el intervalo de frecuencias entre los 40 y los 120 Hz
(Bragin y col., 1995; Montgomery y col., 2008). Tanto en el hipocampo (Bragin y col.,
1995) como en la corteza cerebral de la rata (Sirota y col., 2008) se pueden registrar
actividades en el rango de frecuencia de gamma. Se postula que la generacion en la
corteza de oscilaciones gamma se produce a nivel local y se debe a la interaccién
reciproca entre las neuronas piramidales y las células de los cestos inmunorreactivas a
parvalbumina, siendo la activacién e inhibicion ciclica de las neuronas piramidales el

origen de la oscilacién (Buzsaki y Wang, 2012; McCarley, 2007).

En el EEG se pueden encontrar actividades que no proceden del cerebro. La sefial
eléctrica derivada de la actividad muscular, transmitida por conduccién de volumen,
contamina el EEG y da lugar a actividades que abarcan desde los 20 hasta los 600 Hz
(Muthukumaraswamy, 2013). Esta contaminacién se hace especialmente patente
durante la vigilia, disminuyendo mucho durante las fases NREM y REM debido a la

reduccion de la actividad muscular fasica y a la disminucion o pérdida del tono.

1.2.2 Caracteristicas de la fase NREM

Desde el punto de vista conductual, la entrada en fase NREM desde la vigilia se
caracteriza por una disminucidn de la respuesta ante estimulos (Brown y col., 2012;
Zepelin y col., 2005). El tono de la musculatura esquelética disminuye respecto a la
vigilia, aungue no desaparece (Jouvet, 1967). Durante la fase NREM, los movimientos

oculares propios de la vigilia son sustituidos por movimientos oculares lentos y erraticos
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(Aserinsky y Kleitman, 1955). En la rata y el gato, estas derivas lentas y no conjugadas
coexisten con una tendencia tdnica de elevacién y divergencia de los ojos (Bon y col.,
1980; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008; Sanchez-Lépez y Escudero, 2011). Esta
divergencia se atribuye a la disminucién del tono de los musculos rectos mediales, que
participan en la generacion de los movimientos oculares horizontales y cuya contraccién
provoca la convergencia de los ojos (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008; Sanchez-Lépez y

Escudero, 2011).

La actividad del EEG propia de la fase NREM se caracteriza por un predominio de
las ondas lentas y por la aparicion de brotes discretos de ondas de mayor frecuencia
conocidos como “husos del suefio” (Dement y Kleitman, 1957; Jouvet, 1967). Entre las
ondas lentas destaca la actividad delta, que abarca desde los 0,5 hasta los 4 Hz
(Benington y col., 1994a). Esta actividad tiene su origen en el circuito talamocortical y se
debe a que durante la fase NREM ocurre una hiperpolarizaciéon de las neuronas
talamocorticales (Steriade y col.,, 1993). En estas circunstancias, las neuronas
talamocorticales desarrollan un patrén de actividad ritmico y excitan a las neuronas
piramidales de la corteza cerebral, dando lugar al fenédmeno eléctrico que se percibe en
el EEG (Brown y col., 2012). Los husos del suefio también tienen su origen en la
hiperpolarizacién del circuito talamocortical y son el principal componente de la
actividad sigma del EEG (Bjorvatn y col., 1998; Borbély y col., 1984; Stephenson y col.,
2009), a la que se le atribuye un rango comprendido desde los 10 u 11 Hz hasta los 14 o
16 Hz en la rata (Benington y col., 1994a; Bjorvatn y col., 1998; Lancel y col., 1996). Los
husos se deben a la generacidn de brotes de potenciales de accién en las neuronas
talamocorticales, que excitan a las neuronas piramidales de la corteza (Brown y col.,
2012; Steriade y col., 1993). Los husos se producen durante la fase NREM y desaparecen
durante la vigilia y la fase REM debido a que las neuronas talamocorticales pasan a tener

un disparo tonico (Marks y Roffwarg, 1993).

Una actividad electrofisiolégica adicional cuyo sustrato anatémico se halla en el
hipocampo son los complejos sharp wave-ripple, que se pueden detectar en registros
de campo en esta estructura durante la vigilia tranquila y la fase NREM (Brown y col.,

2012). Su origen se encuentra en la fluctuacién rapida del potencial de membrana de
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redes locales de neuronas piramidales ante las entradas inhibidoras procedentes de las

interneuronas (Ylinen y col., 1995).

1.2.3 Caracteristicas de la fase REM

Durante la fase REM, el tono de la musculatura esquelética experimenta una
disminucion progresiva que lleva hasta su desaparicién completa, instaurdndose una
atonia muscular (Jouvet, 1967; Jouvet y Michel, 1959; Kleitman, 1987). La atonia se
produce por la inhibicidn ténica de las motoneuronas (Chase y Morales, 1983; Lai y
Siegel, 1990; Morales y col., 1987), que se debe a su hiperpolarizaciéon (Glenn y col.,
1978) y estd mediada por estructuras del tronco del encéfalo (Arrigoni y col., 2016;
Chase, 1983; Hajnik y col., 2000). De forma esporadica, se producen brotes aislados de
actividad muscular fasica que se manifiestan como contracciones rapidas, breves y
locales de grupos de fibras musculares, conocidas como mioclonias (Chase y Morales,
1982; De Lisi, 1932; Dement, 1958). Las mioclonias se producen cuando las
motoneuronas reciben entradas excitadoras lo bastante intensas como para vencer la
hiperpolarizacion y desencadenar potenciales de accidn, que excitan al musculo (Chase

y Morales, 1982).

Durante la fase REM ocurren movimientos oculares rapidos y conjugados
(Aserinsky y Kleitman, 1953 y 1955), que pueden agruparse en brotes o producirse de
forma aislada (Escudero y Vidal, 1996; Mdarquez-Ruiz y Escudero, 2008; Sdnchez-Lépez y
Escudero, 2011). Clasicamente, a estos movimientos se les atribuia una gran similitud
con los sacadicos. Sin embargo, se ha demostrado que los movimientos oculares rapidos
de la fase REM y los movimientos propios de la vigilia presentan caracteristicas distintas
(Escudero y Vidal, 1996; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008; Sanchez-Lépez y Escudero,
2011). En el gato, la rata y la cobaya, los movimientos oculares rdpidos se superponen a
una tendencia ténica de convergencia y depresion de los ojos (Bon y col., 1980; Escudero
y Vidal, 1996; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008; Sdnchez-Lépez y Escudero, 2011). Estos
movimientos se producen coincidiendo con la aparicion de eventos electrofisiolégicos
conocidos como ondas ponto-geniculo-occipitales (PGO) (Escudero y Marquez-Ruiz,

2008; Marquez-Ruiz y Escudero, 2008; Michel y col., 1964), que reciben este nombre
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porque se registran en el puente del encéfalo, en el nucleo geniculado lateral y en la
corteza occipital en diversos animales. En los roedores, sin embargo, estas actividades
no se registran en el nucleo geniculado ni en la corteza occipital (Sterny col., 1974), por
lo que algunos investigadores llaman “ondas pontinas” u “ondas P” al fendmeno
equivalente en la rata (Datta, 2000 y 2006). La ocurrencia simultanea de ondas PGO y
de movimientos oculares rapidos durante la fase REM condujo a que se propusiera que
existe una relacidon entre ambos fenédmenos (Nelson y col., 1983). El registro durante la
fase REM de la musculatura extraocular muestra que las motoneuronas que la inervan
generan brotes de actividad que coinciden con la ocurrencia de las ondas PGO (Escudero

y Marquez-Ruiz, 2008).

La existencia de los movimientos oculares rapidos pareceria implicar que la
musculatura extraocular estuviese exenta del desarrollo de atonia. Sin embargo, las
motoneuronas que inervan a los musculos extraoculares estan sometidas a una
inhibicidn ténica (Escudero y Marquez-Ruiz, 2008), de forma similar a las motoneuronas
gue inervan a la mayor parte de la musculatura esquelética (Chase, 2013; Chase y
Morales, 1983). De este modo, los movimientos oculares rapidos, al igual que las
mioclonias, se producen ante entradas excitadoras de magnitud suficiente como para

generar potenciales de accidén en las motoneuronas.

El EEG durante la fase REM se caracteriza, de forma semejante a la vigilia, por un
predominio de las oscilaciones de baja amplitud y elevada frecuencia (Dement, 1958;
Jouvet y col., 1959). La similitud de esta actividad electroencefalografica con la del
cerebro despierto llevé a la acuiiacidon de los términos “suefo paraddjico” (Jouvet,
2004), que en la actualidad se utiliza profusamente como sinénimo de “fase REM”, y
“suefio activo” (Dement, 1958). Durante la fase REM, las actividades
electroencefalograficas mas caracteristicas son theta, gamma vy, en los roedores, la
oscilacién de alta frecuencia (HFO) (Sirota y col., 2008). La HFO es una actividad
descubierta recientemente a la que se atribuye la banda comprendida entre 110 y 160
Hz, a menudo referida como “gamma alto” o “gamma rapido” (Canolty y col., 2006;
Scheffer-Teixeira y col., 2012; Scheffziik y col., 2011; Tort y col., 2013). Esta presente en
el hipocampo y en la corteza cerebral durante la fase REM (Scheffer-Teixeiray col., 2012;

Scheffzik y col., 2011), aunque también se puede detectar durante la vigilia (Scheffer-
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Teixeira y Tort, 2017). Experimenta un incremento progresivo en potencia durante la
transicion a fase REM (Sanchez-Lopez y col., 2018). Su sustrato anatédmico aun es

desconocido.

1.2.4 Las transiciones entre estados

Tras un periodo de vigilia de duracidn variable, se produce la fase NREM del suefiio.
A su vez, sila fase NREM no se ve interrumpida por una nueva vigilia, se puede producir
un episodio de fase REM. Los cambios que tienen lugar a nivel central y periférico con la
alternancia entre los estados del ciclo vigilia-suefio no se producen de forma abrupta,
sino que ocurren paulatinamente durante una ventana de tiempo conocida como
“periodo de transicién”. Durante las transiciones, los fendmenos fisioldgicos y
conductuales propios de un estado se van extinguiendo gradualmente, mientras que los
propios del siguiente aparecen y se desarrollan de igual manera (Mericay Fortune, 2004;
Ogilvie, 2001; Sanchez-Lépez y col., 2018). Las transiciones comprenden cambios en el
tono muscular, las propiedades del EEG, el patron de movimientos oculares, las
frecuencias respiratoria y cardiaca y otras variables fisioldgicas (Saper y col., 2010). Por
tanto, dado que se trata de procesos de naturaleza continua y progresiva, el
establecimiento de umbrales o limites precisos entre los estados es dificil y conlleva

cierta subjetividad.

Se ha demostrado que, al menos durante la transicidn a fase REM en la rata, la
extincién de las actividades asociadas con el estado de origen y el desarrollo de las
asociadas con el estado de destino ocurren de forma secuencial y ordenada, revelando
un elevado nivel de organizacion y de coordinacién entre las estructuras implicadas en
la generacion y el mantenimiento de los diferentes estados de alerta (Sdnchez-Lépez y
col., 2018). Los sistemas centrales que producen los estados del ciclo vigilia-suefio y sus

interacciones se han estudiado en profundidad y se conocen bien.
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1.3 Control central de los estados de alerta

El suefio es un fendmeno dinamico y complejo, producto de la interaccidn entre
multiples estructuras encefélicas (Brown y col., 2012). El mantenimiento de la vigilia y
de las fases NREM y REM del suefio, asi como su alternancia periddica, son posibles
gracias a que las estructuras implicadas en su generacién forman un gran sistema
profusamente interconectado, en el que las estructuras promotoras de un estado
emiten proyecciones inhibidoras sobre las promotoras de los otros (Sapery col., 2001 y
2010). La alternancia entre los estados viene dada por los cambios en la magnitud de
estas influencias inhibidoras, que determinan qué estructuras se activan y cudles

guedan inactivadas.

1.3.1 Estructuras encefdlicas implicadas en la vigilia

Clasicamente, la generacion de la vigilia se ha atribuido a numerosas poblaciones
de neuronas que emplean multitud de neurotransmisores distintos. Entre ellas se
encuentran el locus coeruleus, que emplea noradrenalina; los nucleos dorsal y medial
del rafé, que emplean serotonina; el nlcleo tuberomamilar, que emplea histamina, y la
zona ventral de la sustancia gris periacueductal, que emplea dopamina (Fuller y col.,
2006; Saper y col., 2005). Todas estas estructuras estan activas durante la vigilia,
muestran una actividad reducida durante la fase NREM y quedan practicamente
silenciadas durante la fase REM (Fuller y col., 2006). El nucleo tegmental lateral y el
pedunculopontino, que emplean acetilcolina, también se encuentran activos durante la
vigilia, con la diferencia de que también lo estan durante la fase REM. Se sabe que esta
red de estructuras emite proyecciones excitadoras hacia los nucleos taldmicos de relevo,
el hipotdlamo lateral, el prosencéfalo basal y la corteza cerebral (Saper y col., 2005). En
particular, las proyecciones excitadoras del nucleo tegmental Ilateral y el
pedunculopontino son fundamentales para mantener la actividad del circuito
talamocortical (Fuller y col., 2006). El nucleo parabraquial, que emplea glutamato,
también podria ser fundamental para la vigilia (Fuller y col., 2011). El hipotalamo lateral
parece constituir por si mismo una estructura promotora de la vigilia, ya que se postula

gue contribuye al mantenimiento de este estado en caso de lesién de las estructuras
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promotoras de la vigilia del tronco del encéfalo (Saper y col., 2010). Sus neuronas
contienen orexinas, que promueven la actividad del locus coeruleus, el rafé y el nucleo
tuberomamilar (Fuller y col.,, 2006). La eliminacion de las orexinas mediante
manipulacidon genética en el ratén genera individuos narcolépticos (Chemelli y col.,

1999), lo que destaca su relacidon con el mantenimiento de la vigilia.

Recientemente, la vision de la regulacidn de la vigilia ha cambiado y las estructuras
colinérgicas y monoaminérgicas mencionadas anteriormente han pasado a considerarse
meramente moduladoras de este estado (Saper y Fuller, 2017). En la actualidad, el
control de la generacién de la vigilia se atribuye mayormente a estructuras GABAérgicas
y glutamatérgicas (Saper y Fuller, 2017). Se ha determinado que las poblaciones de
neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y colinérgicas del prosencéfalo basal son
fundamentales para el mantenimiento de la vigilia, dado que su lesién conjunta provoca
una disminucion de la actividad cortical y la sustitucion de las actividades
electroencefalogréficas propias de la vigilia por ondas lentas (Fuller y col., 2011). Su
activacion optogenética, por el contrario, promueve la vigilia (Xu y col., 2015). La lesion
de las neuronas glutamatérgicas de los nucleos parabraquial y pedunculopontino
provoca sintomas similares a la lesion del prosencéfalo basal, por lo que también se las

considera promotoras de la vigilia (Saper y Fuller, 2017).

1.3.2 Estructuras encefdlicas implicadas en la fase NREM del sueno

En los afios 50, Nauta (1946) propuso la existencia de un centro promotor del
suefo en el drea predptica del hipotdlamo. Décadas mas tarde se detecté una poblaciéon
de neuronas GABAérgicas y galaninérgicas en el nucleo predptico ventrolateral que
emite proyecciones inhibidoras hacia multiples estructuras relacionadas con la vigilia,
entre las que se encuentran la sustancia gris periacueductal, el nicleo tuberomamilar,
el locus coeruleus, los nucleos dorsal y medial del rafé, el nucleo parabraquial y el
hipotdlamo lateral (Sherin y col., 1996 y 1998). Se propuso que el nucleo predptico
ventrolateral podria inducir la transicion hacia la fase NREM mediante la inhibicién de
estas estructuras promotoras de la vigilia. La lesién farmacoldgica de este nucleo

produce una marcada reduccién de las cantidades de fase NREM y de fase REM, proxima
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al 50% (Lu y col., 2000), y la activacion de sus neuronas galaninérgicas promueve el
suefio (Kroeger y col., 2018), lo que confirma su implicacién en el mantenimiento de
este estado. Multiples estructuras promotoras de la vigilia emiten, a su vez,
proyecciones hacia el nucleo predptico ventrolateral, estableciéndose una inervacion
reciproca (Saper y col., 2010). Las neuronas de este nucleo se inhiben en presencia de
acetilcolina, noradrenalina, serotonina y dopamina, todos ellos neurotransmisores
utilizados por las estructuras promotoras de la vigilia (Saper y col., 2010). Esto sienta las
bases de un circuito en el que las inhibiciones reciprocas permitirian la instauracién de
un estado en detrimento del otro e impedirian la generacidn de estados intermedios.
No obstante, el hecho de que lesiones bilaterales de gran magnitud en el ndcleo
predptico ventrolateral no provoquen la supresion completa del suefio sugiriere la

existencia de otros centros promotores de la fase NREM (Saper y col., 2010).

Ademas del nucleo predptico ventrolateral, se ha hallado que la zona parafacial
del bulbo raquideo contiene neuronas GABAérgicas cuya activacion mediante
optogenética induce la aparicién de fase NREM (Anaclet y col., 2014). Estas neuronas
inhiben a las del nucleo parabraquial, impidiendo que exciten a las del prosencéfalo

basal y desfavoreciendo, por tanto, el mantenimiento de la vigilia (Anaclet y col., 2014).

1.3.3 Estructuras encefdlicas implicadas en la fase REM del suefio

En condiciones naturales, si la fase NREM no se ve interrumpida, ocasionalmente
la sucede un episodio de fase REM. En estudios tempranos en el gato, Jouvet (1962)
hallé que la estimulacidn eléctrica de las partes medial y posterior del tegmento
mesencefalico (nucleos reticularis pontis oralis y reticularis pontis caudalis) inducia
artificialmente la aparicion de estados comparables a la fase REM. De este modo, se
propuso que esta zona podria constituir el centro promotor de la fase REM. La
estimulacion colinérgica de estos nucleos induce la aparicion en la corteza cerebral y en
el hipocampo de actividades electrofisioldgicas similares a las que ocurren durante la
fase REM natural (Garzon y col., 1997), induce atonia muscular (Takakusaki y col., 1993)

y provoca la aparicion de movimientos oculares rapidos asociados a ondas PGO, asi
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como la convergencia y depresidn tonica de los ojos (Marquez-Ruiz y Escudero, 2009 y

2010).

La generacidn de la fase REM se ha atribuido a una regidn especifica del puente,
conocida como peri-locus coeruleus alpha o region subcerulea en el gato y como nucleo
sublaterodorsal en la rata (Saper y Fuller, 2017), que utiliza glutamato como
neurotransmisor (Arrigoniy col., 2016). La instauracién de la atonia muscular se atribuye
a esta estructura (Luppi y col., 2006; Peever y Fuller, 2017) y su lesién provoca la
ausencia de atonia durante la fase REM (Lu y col., 2006). Su activacion mediante
agonistas induce la aparicion de estados similares a la fase REM, mientras que su
inhibicidon reduce la abundancia de este estado (Boissard y col., 2002). Ante estos
resultados, se ha propuesto que el nucleo sublaterodorsal y el nucleo tegmental
laterodorsal caudal tienen un papel importante en la generacién de la fase REM (Krenzer
y col., 2011). El modelo de control de la fase REM mas aceptado implica un sistema de
inhibiciones reciprocas dependiente de GABA entre las estructuras promotoras e
inhibidoras de este estado. De este modo, una vez que las estructuras promotoras de la
vigilia se encuentran inhibidas durante la fase NREM, el balance excitacidn-inhibicién
entre las estructuras promotoras (nucleos tegmental laterodorsal, pedunculopontino y
sublaterodorsal) e inhibidoras de la fase REM (tegmento lateral pontino y sustancia gris

periacueductal ventral) determina la generacion o no de fase REM (Lu y col., 2006).

Se ha demostrado que las neuronas que expresan hormona concentradora de
melanina estan relacionadas con el control de la fase REM. Su manipulacién mediante
optogenética ha mostrado que su activacién favorece la transicién de fase NREM a fase
REM e incrementa el tiempo en fase REM, mientras que su silenciamiento no tiene
efecto sobre el ciclo vigilia-suefio (Tsunematsu y col., 2014). Esto perfila a las células que
expresan esta sustancia, que pertenecen al hipotalamo lateral, como un sistema
adicional que modula la propensién hacia la fase REM. Asimismo, implica que el
hipotdlamo lateral, ademas de constituir un centro promotor de la vigilia (Saper y col.,

2010), también posee poblaciones de neuronas promotoras del suefio.

Recientemente, Chen y colaboradores (2018) han mostrado la existencia de un
sistema regulador de la fase REM en el hipotdlamo dorsomedial que consiste en una

poblacién de neuronas promotoras de la fase REM, cuya activacién causa su aparicion y
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suprime la fase NREM, y otra poblacidon de neuronas inhibidoras de la fase REM, con el
efecto opuesto. Estas neuronas expresan GABA vy galanina. Se cree que la poblacion
neuronal promotora de la fase REM podria emitir proyecciones inhibidoras hacia el
nucleo del rafé pallidus, que utiliza serotonina e inhibe la aparicion de fase REM (Cheny
col.,, 2018). La coexistencia de estas dos poblaciones de neuronas con funciones
opuestas en un drea comun sugiere que la predominancia de la actividad promotora de
la fase REM o de la inhibidora podria depender de una inervacién inhibidora reciproca

entre ambas (Chen y col., 2018).

1.4 La privacion de sueio

Los estudios de privacién de suefio han demostrado que el suefio es un fendémeno
fundamental para la vida y que su carencia tiene efectos deletéreos para el
funcionamiento de multiples sistemas fisioldgicos. En la rata, la pérdida de suefio
produce del deterioro del aspecto fisico, una disminucién del peso y de la temperatura
corporal, un marcado aumento del gasto energético, la aparicién de lesiones en la piel
(Everson y col., 1989), la disfuncién del sistema inmune (Zager y col., 2007), cambios en
la potencia de determinadas actividades del EEG (Borbély y col., 1984) y un aumento

progresivo de la presién de sueiio (Vyazovskiy y Tobler, 2005).

La privacion de suefio puede ser total, cuando se reduce la cantidad de fase NREM
y de fase REM, o selectiva, si la reduccidn afecta principalmente a una de las dos fases.
Las alteraciones que produce la privacién son diferentes dependiendo de si afecta a la
fase NREM o a la fase REM, lo que apoya que ambas fases tienen funciones distintas
(Siegel, 2005; Vyazovskiy y Delogu, 2014). Mientras que una privacién selectiva de la
fase NREM del suefio es dificil sin una reduccion paralela de la cantidad de fase REM
(Amici y col., 2008), ya que la fase REM no ocurre en condiciones normales si no esta
precedida por fase NREM, una supresién especifica de la fase REM con una escasa
afectacién de la fase NREM si es posible. La duracidn y las caracteristicas de la privaciéon
condicionan las propiedades de la respuesta post-privacion (Rechtschaffen y col., 1999).

Cuando se permite dormir a los individuos, se produce el fendmeno del rebote de suefio
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y las alteraciones fisioldgicas inducidas por la privacién revierten progresivamente

(Everson y col., 1989).

Los métodos de privacion selectiva de fase REM se pueden agrupar en
instrumentales y farmacoldgicos. Los primeros se basan en forzar el despertar mediante
estimulacion mecdnica o eléctrica, o en establecer impedimentos fisicos a la entrada en
fase REM. Los segundos se basan en la administracion de sustancias quimicas que

interfieren con los mecanismos centrales de generacion de la fase REM.

1.4.1 Métodos instrumentales de privacion de fase REM

Probablemente, el modo de privacion instrumental de la fase REM mas utilizado
historicamente sea el método de la plataforma sobre agua (flower pot technique). Fue
disefiada por Jouvet y colaboradores (1964) para su empleo en gatos y, posteriormente,
Cohen y Dement (1965) la adaptaron para la experimentacion con ratas. Surgié como
alternativa a la estimulacién manual de los animales para inducir el despertar cuando se
detectaba el inicio de la fase REM, ya que este método requiere el seguimiento
constante y a tiempo real del ciclo vigilia-sueio por parte del investigador. Mientras que
la privacion manual es un procedimiento arduo para el experimentador, el método de
la plataforma produce una supresion de fase REM de eficacia similar con una carga de

trabajo muy inferior (Morden vy col., 1967).

La privacion de fase REM por el método de la plataforma se fundamenta en el
desarrollo de la atonia muscular que ocurre durante esta fase del suefio. El animal se
coloca en un recipiente que contiene agua y una plataforma o pedestal que emerge —
habitualmente, 1 cm— sobre el agua. Dado que subirse a la plataforma constituye el
Unico modo de permanecer fuera del agua, el individuo tiende a mantenerse sobre ella.
La presencia de tono muscular durante la vigilia y la fase NREM permite al animal
mantenerse sobre la plataforma sin problemas. Sin embargo, la caida del tono muscular
durante la entrada en fase REM provoca que el individuo entre en contacto con el agua
y despierte. En consecuencia, este procedimiento produce una disminucién de la

cantidad de fase REM a lo largo del periodo de privaciéon. Dados su sencillez y su
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potencial para la realizaciéon de experimentos de larga duracién, este método ha sido

extensamente utilizado.

A pesar de que el método de la plataforma produce una privacién de fase REM
eficaz, se ha reportado que puede provocar una reduccion en la cantidad de fase NREM
(Grahnstedt y Ursin, 1985; Machado y col., 2004; Mendelson y col., 1974; Pujol y col.,
1968), lo que indica una baja especificidad. La reduccion en la cantidad de fase NREM
constituye la principal fuente de critica hacia el método de la plataforma, junto al estrés
que frecuentemente se atribuye a este método (Sucheckiy col., 1998) y a la inmovilidad

forzada de los animales.

1.4.2 Métodos farmacoldgicos de privacién de fase REM

Existen multiples farmacos que interfieren con los mecanismos centrales
responsables de la generacién de la fase REM. Entre ellos destacan determinados grupos
de antidepresivos, cuya influencia sobre el suefio se atribuye principalmente al
incremento de la concentracién de monoaminas en la hendidura sinaptica (Wilson y
Argyropoulos, 2005). Durante la fase REM, la neurotransmisidn por serotonina y
noradrenalina es minima (McCarley, 2007). La activacion de las neuronas
serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafé y las noradrenérgicas del locus coeruleus
inhibe la generacion de la fase REM (Lu y col., 2006). Dado que la aparicion de fase REM
depende del silenciamiento de las neuronas que utilizan estos neurotransmisores
(Jones, 1991 y 2005), los antidepresivos inhibidores de la recaptacién de monoaminas

desfavorecen la ocurrencia de dicho estado.

El uso de antidepresivos como método de privacion de fase REM comporta una
serie de ventajas respecto a los métodos instrumentales, ya que no implica la restricciéon
del movimiento, la interaccidn continua con el experimentador nila locomocién forzada.
Asimismo, permite realizar la privacion de suefio en contenedores normales, eliminando

la necesidad de habitaculos especialmente disefados.
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1.4.3 Efectos de la privacion de suefio sobre la actividad cerebral y el EEG

La privacién de suefio provoca cambios en la actividad cerebral que se traducen
en la modificacidn de las oscilaciones del EEG. Multiples estudios se han centrado en el
estudio de los efectos de la privacion total de sueiio sobre la potencia de determinadas
oscilaciones, tales como delta y theta, mientras que una menor proporcién ha analizado

los cambios asociados con la privacidn selectiva de fase REM.

De forma general, se ha comprobado que la privacion total del suefio provoca un
incremento de la potencia de la sefial en las bandas delta (Borbély y col., 1984; Dijk y
col., 1987; Franken y col., 1991) y theta (Borbély y col., 1984; Dijk y col., 1987; Vyazovskiy
y Tobler, 2005). Se ha demostrado también que la potencia de theta aumenta
progresivamente durante vigilias prolongadas en los humanos (Cajochen y col., 1995).
La privacion selectiva de fase REM, sin embargo, induce una reduccién de la potencia en
la banda delta en los humanos (Beersma y col., 1990) y en la rata (Benington y col.,
1994b; Endo y col., 1997), por lo que se ha propuesto que existe una relacidn inversa
entre la presién de fase REM y la intensidad de la fase NREM (Beersma y col., 1990). Se
ha demostrado que la privacion de fase REM también produce un incremento de la
potencia de theta durante la vigilia (Corsi-Cabrera y col., 1994), lo que vincula este
fendmeno con la carencia de fase REM ademas de con el aumento de la duracién de la
vigilia. En general, existe poca informacidn sobre la influencia de la privacion de sueno

sobre las actividades gamma y HFO.

Trabajos recientes en la rata han puesto de manifiesto un efecto regulador del
suefio sobre la tasa de disparo de las neuronas corticales (Vyazovskiy y col., 2009). Se ha
observado que durante la vigilia ocurre un aumento progresivo de la frecuencia de
descarga de las neuronas y que esta disminuye durante el suefo, persistiendo dicha
reduccion hasta el inicio de la vigilia siguiente. Dicha asociacion entre el incremento de
la tasa de disparo y la acumulacién de presion de suefio también se ha observado
durante las fases NREM y REM. Este incremento de la actividad neuronal se ha
relacionado con un aumento de la excitabilidad de la corteza cerebral, cuya existencia
se ha demostrado en la rata (Vyazovskiy y col., 2013) y en humanos (Huber y col., 2013).
Durante la fase NREM, la caida de la tasa de disparo parece ocurrir en asociacion con la

aparicidon de husos del suefio y de complejos sharp wave-ripple, mientras que la
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magnitud de la disminucion durante la fase REM es proporcional a la intensidad de la
actividad theta (Cirelli, 2017; Vyazovskiy y col., 2009). Por consiguiente, se ha postulado
que este fendmeno homeostatico comienza durante la fase NREM y esta plenamente

operativo durante la fase REM (Cirelli, 2017).

1.5 El sistema oculomotor como modelo

El sistema oculomotor ha sido ampliamente estudiado y es un modelo que implica
un circuito neuronal bien caracterizado. Produce una salida motora cuya medida precisa
es posible gracias a la técnica del seguidor magnético de la posicidon ocular (Fuchs y
Robinson, 1966; Robinson, 1963) y cuyo andlisis e interpretacién son mas sencillos que
en el caso de la musculatura esquelética (Leigh y Zee, 1983). Tanto los musculos que
intervienen en el movimiento de los globos oculares como las estructuras encefdlicas
implicadas en la generacién de los comandos motores se conocen bien. Por estos
motivos, el sistema oculomotor se perfila como un modelo idéneo para el andlisis de los

efectos de la privacidn sobre los sistemas motores.

1.5.1 El reflejo vestibulo-ocular

El reflejo vestibulo-ocular induce movimientos oculares compensatorios en
sentido opuesto a la rotacidn de la cabeza, consiguiendo la estabilizacion de la imagen
visual sobre la retina. Este reflejo se produce en respuesta a las entradas sensoriales
procedentes de los canales semicirculares, que son sensibles a la aceleracion angular.
Su sustrato anatémico es un circuito neuronal relativamente simple, que comprende un
arco de tres neuronas (Lorente de N6, 1933; Szentdgothai, 1950), y esta sencillez lo
convierte en un modelo de estudio particularmente interesante. Adicionalmente, el
hecho de que constituya un fenédmeno reflejo simplifica su interpretaciéon, ya que, en
principio, no implica funciones complejas como la motivacién o la memoria de los
sujetos, que podrian afectar al rendimiento en tareas que requiriesen acciones
voluntarias. Su anatomia y funcionamiento han sido estudiados en profundidad y
caracterizados exhaustivamente, por lo que constituye un modelo ideal para el estudio
de los efectos de la privacidn de suefo sobre los sistemas motores. Sin embargo, en la
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actualidad existen pocos trabajos que hayan analizado la afectacion del reflejo
vestibulo-ocular por la privacion total de suefio, y esta escasez se convierte en ausencia
en cuanto a la privacion selectiva de fase REM. Por ello, su estudio podria contribuir de

forma significativa a la comprension de las implicaciones funcionales del suefio.

El reflejo vestibulo-ocular comprende dos tipos de movimientos, también
conocidos como “fases”. La fase lenta del reflejo es la encargada de la compensacion del
desplazamiento de la cabeza, mientras que las fases rdpidas ocurren en sentido opuesto
y reubican el globo ocular antes de que alcance el limite de rotaciéon dentro de la 6rbita
(Leigh y Zee, 1983). El grado de compensaciéon del desplazamiento de la cabeza con el
movimiento ocular recibe el nombre de “ganancia”, que expresa la relacidn entre la
velocidad de rotacién de la cabeza y la velocidad de rotacion de los ojos en sentido
opuesto (Leigh y Zee, 1983). Una ganancia del reflejo con valor de 1 implica que la
velocidad de rotacién de la cabeza y la de los ojos son equivalentes y que, por tanto,

ocurre una compensacién total del movimiento en la cabeza.

En el reflejo vestibulo-ocular en el plano horizontal, la fase lenta se genera por la
accion concertada de los musculos recto medial y recto lateral, que se insertan en el
meridiano horizontal del ojo y actian como un par de antagonistas (Spencer y Porter,
1988). Cuando la cabeza rota en un sentido, los ojos giran en el opuesto por la excitacién
de las motoneuronas que inervan a los rectos apropiados y la inhibiciéon de las que
inervan a sus antagonistas, por la accién de las neuronas de los nucleos vestibulares
mediales (Highstein y McCrea, 1988). Durante la generacion de las fases rapidas del
reflejo, sin embargo, este patrdn se invierte y se produce el giro del ojo en direccién
opuesta. Esto se debe a la activacidn de dos grupos de neuronas: las neuronas de brote
excitador y las neuronas de brote inhibidor homolaterales a la direccion de la fase rapida
(Curthoys, 2002). Las neuronas de brote excitador activan a las motoneuronas del
nucleo del motor ocular externo homolateral, mientras que las neuronas de brote
inhibidor suprimen la actividad de las motoneuronas del nucleo del motor ocular
externo contralateral (Curthoys, 2002). El resultado serd la generacién de un
movimiento ocular en direccién opuesta al desplazamiento durante la fase lenta. Dos
poblaciones de células juegan un papel crucial en el control de la actividad de las

neuronas de brote: las burster-driving neurons y las neuronas de pausa. Las neuronas de
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pausa son inhibidoras y disparan ténicamente durante la fase lenta del reflejo vestibulo-
ocular, silenciandose durante la ocurrencia de las fases radpidas y de los movimientos
sacadicos (Keller, 1974; Strassman vy col., 1987). Emiten proyecciones inhibidoras sobre
las neuronas de brote homolaterales, inhibiéndolas ténicamente durante las fijaciones
oculares y durante la fase lenta del reflejo vestibulo-ocular (Curthoys, 2002). De este
modo, su silenciamiento es preciso para la generacion de fases rapidas de direccién
opuesta a la fase lenta. Este silenciamiento depende indirectamente de las burster-
driving neurons que se encuentran en el nucleo prepositus hypoglossi, que reciben
proyecciones de los nucleos vestibulares contralaterales e inervan a las neuronas de
brote (Curthoys, 2002). Una rotacidn sostenida de la cabeza provoca que las neuronas
de los nucleos vestibulares exciten a las burster-driving neurons y estas, a su vez, a las
neuronas de brote contralaterales, entre las que existe una subpoblacién conocida
como “neuronas de brote de larga latencia” (long-lead burst neurons) que inhibe a las
neuronas de pausa (Curthoys, 2002). La excitacion de las neuronas de brote y la
inhibicién simultdnea de las neuronas de pausa desembocan en la generacién de las

fases rapidas.

Se sabe que la privacién de suefio produce una reduccidn de la velocidad pico de
los movimientos sacadicos (De Gennaro y col., 2000c; Fimm y Blankenheim, 2016; Russo
y col., 2003; Zils y col., 2005). Sin embargo, el efecto de la privacién sobre el reflejo
vestibulo-ocular se ha estudiado en menor medida. Los escasos trabajos en los que se
han analizado los efectos de la privaciéon sobre el reflejo se llevaron a cabo en humanos
y consistieron en privaciones totales de suefio de entre 24 (Dowd y col., 1975; Wolfe y
Brown, 1968) y 55 h de duracion (Collins, 1988), cuyos resultados fueron contradictorios.
Collins (1988) observd una disminucion de la ganancia y de la velocidad de las fases
rapidas del reflejo tras la privacion de suefio. Por el contrario, Quarck y colaboradores
(2006) reportaron que esta produjo un incremento de la ganancia cuando la aceleracién

angular fue brusca. Wolfe y Brown (1968) no observaron cambios en la ganancia.
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1.5.2 Los movimientos oculares rapidos

Existe poca informacidn acerca del impacto de la privaciéon de suefio sobre los
movimientos oculares rapidos de la fase REM. Esta carencia es aun mds acusada en
cuanto al efecto de la privacioén selectiva de fase REM sobre los movimientos oculares
rapidos, a pesar de que estos estan entre los fendmenos mds llamativos que ocurren

durante la fase REM.

En humanos, la restriccion del nimero de horas de suefio se acompafia de una
disminucion del nimero de movimientos oculares rdpidos por unidad de tiempo
durante la fase REM (De Gennaro y col., 2000a; Feinberg y col., 1987 y 1988; Lucidi y
col., 1996), asi como de la cantidad de mioclonias (De Gennaro y col., 2000b). Esto
condujo a que se planteara la hipdtesis de que existe una relacién inversa entre la
densidad de movimientos oculares rapidos y la presién de suefio (Lucidi y col., 1996) o
su profundidad (Feinberg y col., 1987 y 1988). Un estudio posterior demostré que la
privacion selectiva del suefio de onda lenta, que comprende las etapas 3 y 4 de la fase
NREM, provoca también una reduccién de la densidad de movimientos oculares (De

Gennaro y col., 2000a).

En contraposicidon con los resultados obtenidos en humanos, se ha reportado que
la privacidn total de suefo provoca una acentuacidon de los movimientos oculares
rapidos en el gato durante la fase REM (Ferguson y Dement, 1967) y de las mioclonias
(Ferguson y Dement, 1967 y 1968; Morden y col., 1967) en larata y en el gato. Dado que
las mioclonias comparten un origen comun con los movimientos oculares rapidos
(Escudero y Mdarquez-Ruiz, 2008), su acentuacion entraria en conflicto con los resultados
obtenidos en humanos. Sin embargo, no se han encontrado trabajos en los que se
midiese la densidad de movimientos oculares rapidos en modelos animales, como
tampoco se han hallado estudios en humanos o en animales sobre el efecto de la
privacion de suefio sobre las propiedades de dichos movimientos (amplitud, velocidad

y duracion).

Se hace patente que existe una carencia de informacién detallada acerca del
efecto de la privacion de sueiio sobre las caracteristicas de los movimientos oculares

rapidos. Asimismo, los estudios existentes no permiten esclarecer qué efectos tiene la
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privacion selectiva de fase REM sobre los movimientos oculares rédpidos. En la presente
Tesis Doctoral se planted el andlisis de los efectos de la privacion selectiva de fase REM
sobre los movimientos oculares rdpidos en la rata con objeto de intentar paliar esta

laguna de conocimiento.
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2 OBJETIVOS

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido identificar los efectos de
la privacion selectiva de la fase REM del suefio sobre la actividad electroencefalografica

y el funcionamiento del sistema oculomotor en la rata.
Los objetivos concretos han sido:

1. Desarrollar un método alternativo para la identificacion de los estados del ciclo

vigilia-suefio (vigilia, fase NREM y fase REM), de fécil y rdpida aplicacién e interpretacion.

2. Determinar el impacto de la privacidn instrumental y farmacoldgica de la fase

REM sobre el ciclo vigilia-sueiio.

3. Identificar los efectos de la privacién de fase REM sobre la actividad

electroencefalografica.

4. |dentificar los efectos de la privacion de fase REM sobre la ganancia del reflejo

vestibulo-ocular y sobre las caracteristicas de sus fases rapidas.

5. Identificar los efectos de la privacion de fase REM sobre las caracteristicas de

los movimientos oculares rapidos de la fase REM.
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3 MATERIAL Y METODOS
3.1 Instrumentacion de los animales

En los experimentos de la presente Tesis Doctoral se utilizaron 32 ratas adultas de
ambos sexos de la cepa Wistar y 21 ratas adultas de ambos sexos de la cepa Lister
Hooded, obtenidas de la colonia del animalario de la Facultad de Biologia de la
Universidad de Sevilla o de un proveedor autorizado (Laboratorios Envigo, Sant Feliu de
Codines, Espafia). Los experimentos se realizaron en conformidad con la normativa
actual espafola para la proteccién de los animales utilizados en experimentacién (RD
53/2013), la directiva de la Union Europea (2010/63/EU) y los protocolos del Comité
Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Sevilla. Para garantizar el
bienestar de los animales y minimizar cualquier posible sufrimiento, se llevé a cabo un
seguimiento en el que se controld su peso, su aspecto fisico e indicios de dolor. Se

administraron analgésicos, antiinflamatorios y antibiéticos cuando fue preciso.

3.1.1 Anestesia, preoperatorio y consideraciones generales

Las ratas se sometieron a una cirugia de implantacion de electrodos para el
registro crénico de la actividad electroencefalografica y de la actividad de la musculatura
de la nuca. Ademas, algunos animales se sometieron a una cirugia adicional para la
implantacidn de bobinas perioculares para el registro de los movimientos oculares por
el método del seguidor magnético de la posicién ocular (Fuchs y Robinson, 1966;
Robinson, 1963). Se establecié un periodo de recuperacion no inferior a una semana

entre ambas cirugias.

La anestesia consistido en una induccidon inhalatoria inicial mediante isoflurano al

3%y en la posterior administracidn intraperitoneal de pentobarbital sédico (60 mg/kg).

Tras la anestesia, se afeitd la parte superior de la cabeza y del cuello de los
animales. La zona se desinfecté con etanol de 70 2 y povidona yodada al 10% (Betadine,
Meda, Espafia). Los animales se fijaron a un marco estereotaxico (DKI-900, David Kopf
Instruments, EEUU) y reposaron sobre una manta eléctrica para prevenir la hipotermia.

La temperatura rectal se monitorizé de forma continua y se mantuvo en 38 ¢C. Para la
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fijacion de la cabeza, se introdujo el extremo de una barra ética en ambos meatos
auditivos del individuo y se apoyé su paladar sobre una pieza metalica, inmovilizando el
hocico con ayuda de un arco metalico que ejercié presidon sobre la pieza palatal. De este
modo, el craneo del animal quedd inmdvil y alineado con el plano horizontal. Siguiendo
la linea media de la cabeza, se realizd un corte en la piel desde 5 mm anterior a Bregma
hasta revelar la porcién craneal del musculo levator auris longus, exponiéndose los
huesos frontales, parietales y el interparietal. Se aplicé lidocaina al 5% como anestésico
local y se limpid exhaustivamente la superficie del craneo lateralmente hasta las crestas
parieto-temporales para eliminar el periostio. Las zonas de tejido conjuntivo y muscular
expuestas se humedecieron periddicamente con solucién salina normal para evitar la

desecacion.

Para la cirugia de implantacion de las bobinas perioculares, una vez inmovilizado
el individuo en el marco estereotdxico, se desinfectd el contorno de los ojos con
povidona yodada. Se aplicé anestésico doble Colircusi (Alcon Cusi S.A., Espafia) en el ojo
unos minutos antes del inicio de la intervencién. En caso de hemorragia, se aplicé
atropina Colircusi 1% (Alcon Cusi S.A.) para inducir la vasoconstriccion. Se irrigd la

superficie del ojo con solucidn salina normal regularmente para evitar la desecacion.

3.1.2 Implantacién de los electrodos de electroencefalografia y referencia

Se implantaron dos electrodos de registro epidurales sobre la corteza
somatosensorial a través de trépanos en los huesos parietales. Se implanté un electrodo
de registro 2 mm posterior a Bregma y a 2,5 mm de la linea media sobre el hemisferio
derecho y otro 5 mm posterior a Bregma y a 2 mm de la linea media sobre el izquierdo.
Los electrodos de referencia se implantaron sobre el vermis del cerebelo a través de
trépanos en el hueso interparietal. Se practicaron cuatro trépanos adicionales en las
posiciones indicadas en la Figura 1 (circulos grises) para la implantacion de tornillos de

anclaje al craneo.
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Figura 1. Localizacién de los electrodos de electroencefalografia (circulos negros), los
electrodos de referencia (circulos blancos) y los tornillos de anclaje (circulos grises) sobre el

craneo de la rata.

Los electrodos de electroencefalografia se fabricaron utilizando hilo de plata de
pureza 99,99% y 381 um de didmetro (A-M Systems, EEUU). Uno de sus extremos se
fundid hasta producir una esfera de 1 mm de didmetro para incrementar la superficie
de contacto con el tejido. A continuacidn, los electrodos se aislaron eléctricamente en
toda su extension, a excepcion de los extremos, con un tubo de silicona (A-M Systems).
El extremo esférico del electrodo se puso en contacto con la duramadre y el opuesto se

soldd a un conector hembra preparado para la fijacién de un cable durante las sesiones

de registro.

3.1.3 Implantacidn de los electrodos de electromiografia

Se accedid a la musculatura del cuello a través del extremo posterior de la incision
practicada sobre el craneo y se separé la piel del musculo hasta formar un bolsillo en Ia
parte dorsal del cuello, bafidndose a continuacién la zona con lidocaina. Se implantaron
parejas de electrodos intramusculares en uno o ambos musculos acromiotrapecios del
cuello, procurando que los extremos insertados quedasen a una distancia aproximada

de 2 mm entre si. A continuacion, los electrodos se fijaron al tejido conjuntivo mediante
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un punto de sutura y los cables se curvaron hasta formar un bucle con el fin de aportar
flexibilidad a la preparacion, permitiendo al animal enroscarse y arquearse sin producir

tirantez. Finalmente, el extremo libre de los electrodos se soldd a un conector hembra.

Los electrodos de electromiografia se fabricaron con acero trenzado de siete hilos,
aislado con PFA, de 229 um de didmetro (A-M Systems). Se eliminé el aislamiento de los
dos ultimos milimetros de cada extremo y uno de ellos se destrenzod, se apland y se curvo
hasta dar a los hilos forma de anzuelo. El electrodo se hizo pasar por la canula de una
aguja hipodérmica de 500 um de diametro hasta que el anzuelo quedo a ras del extremo
punzante, que se utilizd para penetrar en el tejido muscular hasta alcanzar el
acromiotrapecio. De este modo, el electrodo quedd anclado en el interior del musculo

y la aguja fue retirada y desechada.

3.1.4 Fijacion de la preparacion y fabricacidn de la torreta de registro

Como sistema de fijacion al crdneo, se anclaron cuatro tornillos de acero
inoxidable de 1,5 mm de ancho, 4,5 mm de largo y extremo romo (J.I. Morris Co., EEUU)
al hueso frontal y a los parietales. Estos se introdujeron en el hueso a través de sendos

trépanos adyacentes a la cara interna de las crestas parieto-temporales (Figura 1).

En todos los casos, los extremos libres de los electrodos se soldaron a conectores
hembra para placas de circuito impreso (RS Components, Espafia). Una vez implantados
los tornillos de fijacidn al crdneo y los electrodos, y realizadas las soldaduras pertinentes,
la preparacién se fijé con resina acrilica (Reliance Dental Mfg. Co., EEUU). Se afiadié
resina hasta cubrir por completo las partes expuestas del craneo y de los electrodos, los

tornillos y la base del conector, dando lugar a la torreta de registro.

En las torretas de los animales a los que se implantaron bobinas perioculares
también se acoplaron dos tornillos de 12 mm de largo y 3 mm de didmetro para la
sujecién de la cabeza al sistema de registro de la mesa de estimulacién vestibular. Estos
tornillos se colocaron perpendiculares al plano estereotaxico horizontal y se alinearon

con la linea media del craneo.
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Tras la fabricacion de la torreta, se cifid la piel a sus margenes mediante puntos de
sutura practicados en el extremo posterior de la incisidn y se aplicé un antibidtico de

uso topico (Terramicina, Pfizer, EEUU) para evitar la aparicion de infecciones.

3.1.5 Implantacién de las bobinas perioculares

Este procedimiento se realizé en una cirugia separada de la de implantacién de
electrodos. Se implantaron bobinas perioculares para la deteccién de la posicién y el
movimiento de los ojos mediante la técnica del seguidor magnético de la posicidn ocular
(Fuchs y Robinson, 1966; Robinson, 1963). Dicha técnica consiste en el empleo de
bobinas de induccidn electromagnética que crean un campo magnético alrededor de la
cabeza del animal. Este campo magnético induce, a su vez, una corriente eléctrica en las

bobinas perioculares cuyo voltaje es proporcional a la posicién de la bobina en el campo.

Las bobinas perioculares se fabricaron con segmentos de 12,5 cm de hilo de plata
de 140 um de didmetro recubierto de PFA (A-M Systems). Se fabricaron bobinas de 6,3
mm de didmetro con dos espiras de hilo, superpuestas y paralelas entre si, y una tercera
enroscada sobre los anteriores para compactarlas. Los dos cabos del hilo se enrollaron
entre si y se retird el recubrimiento aislante de los ultimos dos milimetros para su
soldadura a un conector. Se comprobé la integridad del revestimiento en toda la

extension de la bobina.

A la esclerética de cada ojo se fijé una bobina periocular mediante cuatro puntos
de sutura espaciados equidistantemente entre si (Figura 2). Para ello, se cortd y se
aparté el tejido conjuntivo superficial de la esclerética con la ayuda de micro-tijeras
(Moria Spring Scissors, Fine Science Tools Inc.,, EEUU). Los puntos de sutura se
practicaron en la esclerdtica con seda oftalmica virgen de métrica 7/0 (Laboratorio
Arago, Espafia) y a ellos se fijaron las bobinas perioculares. El conjuntivo apartado se
dispuso de forma que cicatrizase sobre las bobinas, contribuyendo a su sujecién al globo
ocular. Los cabos de las bobinas se hicieron pasar subcutdaneamente por un tracto hasta
la torreta de registro, donde se soldaron a conectores hembra. Tras verificar la ausencia
de continuidad eléctrica entre los conectores y el ojo —indicativa de roturas en el

revestimiento aislante—, se fijé la preparacién a la torreta de registro mediante resina
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acrilica. Finalmente, se bafiaron los ojos con colirio antibidtico para prevenir la aparicion

de infecciones (Gentamicina 3 mg/ml Colircusi, Alcon Cusi S.A.).

El voltaje de la sefial generada en las bobinas perioculares es proporcional al grado
de alineacidn de estas con el campo magnético, permitiendo estimar la posicidn del ojo

con una precisién mayor de 0,1 9.

Figura 2. Disposicién de la bobina
perioculary de los puntos de sutura para
su fijacién en el ojo de la rata. Con ayuda
del punto de sutura superior, se generé
una curva en el hilo para mejorar su
resistencia mecanica a los movimientos
de torsidn.

3.1.6 Postoperatorio y periodo de recuperacién

Se establecié un periodo de recuperacién no inferior a una semana entre la
primera y la segunda cirugia. Dado que la correcta medida de la ganancia del reflejo
vestibulo-ocular requiere una recuperacién post-quirdrgica de al menos 10 dias (Quinn

y col., 1998), se fijé un periodo de recuperacion de esta duracidn para la segunda cirugia.

La apariencia y el peso de los animales se monitorizaron durante estos periodos.
Se administraron antibidticos, analgésicos y antiinflamatorios para garantizar su

bienestar y una adecuada recuperacion.

3.2 Inmovilizacidn para el registro de los movimientos oculares

La inmovilizacién se llevod a cabo Unicamente en los animales destinados al registro

de los movimientos oculares.
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El animal se introdujo en un cilindro de tela y el extremo se cifidé en torno a su
cuello, de forma que el cuerpo y las extremidades quedaron contenidos en el interior.
Tras comprobar que adquirid una postura natural y cémoda, se inmovilizé al animal
envolviendo su cuerpo suavemente con vendas eldsticas hasta que solo quedaron
expuestas la cabeza y la cola. La presidon ejercida por las vendas permitié pequeiios
ajustes posturales, imposibilitando los movimientos de mayor amplitud y la salida de las
extremidades del cilindro de tela. Una vez finalizadas las sesiones de entrenamiento y

de registro, se liberé al animal y se lo recompensé con un trozo de nuez.

Los animales se sometieron a un minimo de cinco sesiones de entrenamiento para
su habituacion a la inmovilizacidn prolongada antes de las cirugias de implantacion de
los electrodos y de las bobinas perioculares, con el fin de incrementar su tolerancia a la
restriccion del movimiento. Se inmovilizaron durante intervalos de tiempo crecientes,

desde pocos minutos hasta alcanzar entre 1y 2 h.

Para el registro de los movimientos oculares, la cabeza del animal inmovilizado se
fij6, mediante el par de tornillos perpendiculares al plano estereotaxico horizontal
agregados a la torreta, a una barra solidaria con la caja de metacrilato que sirvié de
receptaculo durante las sesiones de registro (Figura 3). Se establecié una inclinacién de
la cabeza del animal de 43 2 con el hocico hacia abajo, disposicién que se ha descrito
como la idénea para estimular los canales semicirculares horizontales con una minima
activacion de los verticales durante el movimiento horizontal de la cabeza (Blanks y
Torigoe, 1989). Este procedimiento se siguid tanto para sesiones adicionales de

entrenamiento como para las sesiones de registro.
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Figura 3. Rata inmovilizada y fijada a la caja de metacrilato. El eje de latdn de la parte inferior
de la caja permitid el acoplamiento y el giro respecto a la mesa de estimulacién vestibular.

El grupo de animales destinados a privacién de fase REM por el método de la
plataforma sobre agua recibié un entrenamiento adicional tras la cirugia de
implantacion de electrodos de registro y antes de la cirugia de implantacion de las
bobinas perioculares. Tras el periodo de recuperacién de la primera cirugia, los animales
se inmovilizaron durante periodos crecientes de tiempo hasta alcanzar las 4 o 5 h.
Durante este tiempo, se registraron su EEG y su EMG para la determinacién de los
estados del ciclo vigilia-sueno. Cuando se detectd fase REM en una sesidn, se considerd
al animal preparado para la realizacion del experimento y se le implantaron las bobinas

perioculares.

3.3 Privacion de la fase REM del suefio
3.3.1 Privacion por el método de la plataforma sobre agua (flower pot technique)

Se utilizaron 8 ratas de la cepa Lister Hooded, instrumentadas para el registro del
EEG, el EMG y la posicidn ocular, para la privacién selectiva de fase REM durante un
periodo de 4 dias. Adicionalmente, otras 5 ratas, instrumentadas Unicamente para el

registro de su EEG, se sometieron a una privacién de 6 dias de duracién.
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La privacién se llevd a cabo en un contenedor de 42 x 30 x 30 cm (largo x ancho x
alto) lleno de agua. En el centro del contenedor se fij6 una plataforma de 6,5 cm de
diametro que sobresali® 1 cm sobre el nivel del agua. La tapadera del contenedor
consistié en una reja metalica a través de cuyos barrotes el animal tuvo acceso a comida
y agua ad libitum. La temperatura de la habitacién se elevd a 27 9C para prevenir la

hipotermia. Diariamente, el contenedor se limpid y se rellené con agua nueva.

Tras la privacién se establecié un periodo de recuperacion de 5 dias de duracion
para estudiar la evolucidn del ciclo vigilia-suefio, las caracteristicas del EEG, el reflejo

vestibulo-ocular y los movimientos oculares de la fase REM.

3.3.2 Privacidn por administracién de desipramina
3.3.2.1 Estudio de la eficacia de la desipramina como método de privacion

Para la privacion de fase REM por administracién de clorhidrato de desipramina
(298%, Sigma-Aldrich Co., EEUU) se utilizaron 12 ratas hembra de la cepa Wistar. Las
ratas, instrumentadas para el registro del EEG y el EMG, se inyectaron
intraperitonealmente con una uUnica dosis de 15 mg/kg de desipramina disuelta en
solucién salina normal. La administraciéon de desipramina se realizé tras un periodo
inicial en el que se registraron de forma continua el EEG y el EMG de los animales con
objeto de determinar las caracteristicas de base de su ciclo vigilia-suefio. Una vez se
administré el farmaco, se mantuvo el registro de EEG y EMG durante 5 dias para el
analisis del periodo de privacién de la fase REM y de la dinamica del rebote post-

privacion.

3.3.2.2 Privacidn de 3 dias por administracion de desipramina

Se usaron 8 ratas de la cepa Lister Hooded de ambos sexos, instrumentadas para
el registro del EEG, el EMG vy la posicion ocular, para el estudio de la privacion selectiva
de la fase REM durante 3 dias. Para ello, se les administraron 6 inyecciones
intraperitoneales de clorhidrato de desipramina (15 mg/kg) en solucién salina normal.

Las inyecciones se espaciaron 12 h entre si a fin de mantener la concentraciéon de
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desipramina por encima del umbral de supresion de la fase REM. Se llevd a cabo el
registro continuo del EEG y el EMG durante un periodo inicial, durante los 3 dias de
privacién de la fase REM y durante un periodo de recuperacién de 8 dias. El registro solo
se detuvo brevemente para llevar a cabo las inyecciones de desipramina y para las

sesiones de registro del reflejo vestibulo-ocular.

A4 delos 8 animales anteriormente mencionados se los empled para la realizacion
de un experimento control previo al protocolo de privacién. Se les administraron
intraperitonealmente 6 dosis de solucién salina normal a intervalos de 12 h y se realizo
un registro continuo del EEG y el EMG de estos animales durante un periodo inicial, los
3 dias de administracion de solucién salina y un dia adicional. Asimismo, se realizé una
comprobacién de las caracteristicas del reflejo vestibulo-ocular antes y después del

tratamiento con el vehiculo.

3.4 Registro de variables electrofisiolégicas y de los movimientos oculares
3.4.1 Registro crénico del ciclo vigilia-sueio

El registro continuo del ciclo vigilia-sueno se llevé a cabo en todos los animales. La

duracion del mismo varid en funcién del experimento.

El registro se llevd a cabo en una camara de aislamiento insonorizada, con control
de la temperatura y de la iluminaciéon (Figura 4). Los animales se registraron en grupos
de dos. Se alojaron en contenedores individuales de 38 x 26 x 24 cm (largo x ancho x
alto) en los que dispusieron de agua y alimento ad libitum. Los contenedores se
cubrieron con una rejilla metdlica conectada a tierra, que redujo la contaminacién
electromagnética. Se establecié una temperatura constante de 24 2C y un ciclo luz-

oscuridad de 12:12 h (luz de 8:00 a 20:00).
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Figura 4. Pareja de ratas en condiciones de registro en la cdmara de aislamiento. Los
individuos se conectaron a sendos cables de registro unidos a conectores rotatorios para el
registro del EEG y el EMG.

En la camara de aislamiento, se fijé un cable de registro al conector de la torreta
del animal por un extremo y a un conector rotatorio (MMC250, Moflon Technology,
China) por el opuesto. La longitud del cable y la capacidad de giro del conector rotatorio
permitieron a los animales desplazarse por el contenedor en todo momento. Antes de
comenzar los experimentos, se establecié un periodo de al menos 3 dias de duracién
para la adaptacion de los animales a las condiciones de registro en la camara. Tras el
periodo de adaptacién, se registré al menos un dia de ciclo antes de la privacidn. Los

protocolos de privacion tuvieron lugar a continuacion.

Las senales electrofisiolégicas se condujeron a través del cable de registro y del
conector rotatorio hasta un amplificador diferencial (Model 1700 Differential AC
Amplifier, A-M Systems), que aplicd a la sefial de EEG un filtro pasa-banda entre 0,1 Hz
y 1 kHz. Esta se digitalizé (Power1401 mkll, Cambridge Electronic Design, RU) con una

tasa de muestreo de 1 kHz. A la sefial de EMG se le aplicé un filtro pasa-banda entre 10
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Hz y 20 kHz y se digitalizd con una tasa de muestreo de 5 kHz. Los datos se adquirieron
mediante el programa Spike2 (v.7.20, Cambridge Electronic Design) y se almacenaron

en un ordenador para su posterior analisis.

Las sefiales de EEG se adquirieron utilizando la sefial de los electrodos implantados
sobre el vermis del cerebelo como referencia. Las sefiales de EMG se adquirieron como

diferencial entre la sefial de los dos electrodos implantados en el mismo musculo.

3.4.2 Registro del reflejo vestibulo-ocular en condiciones de inmovilidad

El registro del reflejo vestibulo-ocular se llevé a cabo en ratas de la cepa Lister
Hooded instrumentadas para el seguimiento de la posicién ocular. Los registros se

llevaron a cabo en una habitacién climatizada y en condiciones de oscuridad.

El animal inmovilizado se colocd en el interior de un generador de campos
magnéticos (C-N-C Engineering, EEUU) montado sobre una mesa motorizada de
estimulacion vestibular, de modo que su cabeza quedd situada en el centro del campo
magnético (Figura 5). El generador de campos magnéticos y la mesa motorizada se
cubrieron con una tela negra que impidio el paso de la luz. Se fijé a la torreta del animal
un cable de registro que condujo las sefiales de EEG y EMG al cabezal preamplificador
de un amplificador extracelular (Model 3600 16-Channel Extracellular Amplifier, A-M
Systems), donde se produjo el filtrado y el acondicionamiento de la sefial. A las sefiales
de EEG y EMG se les aplicaron filtros pasa-banda de 0,3 a 5 kHz y de 10 Hz a 20 kHz,
respectivamente. Se fijaron dos cables adicionales para conducir la sefal de posicién de
ambos ojos a sendos preamplificadores (Scleral Coil System, Model R2PHDT-PreRPL, C-
N-C Engineering). Las sefiales de posicion de los ojos en los planos horizontal y vertical

se acondicionaron y amplificaron (Phase Sensitive Detectors, C-N-C Engineering).
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/ Figura 5. Disposicién de la rata en el
Yz R interior del generador de campos

magnéticos. El generador de campos
reposd sobre una mesa motorizada
capaz de producir movimientos de
rotacion en el plano horizontal, con
amplitud y frecuencia controladas.

|

La sefial de EEG, la posicidn ocular, la posicién de la mesa y su velocidad de giro se
digitalizaron con una tasa de 1 kHz, mientras que la seiial de EMG se digitalizd a 5 kHz
(Micro1401-3, Cambridge Electronic Design). La adquisicidn se realizé mediante Spike2
(v.7.20, Cambridge Electronic Design). Los registros se almacenaron para su posterior
analisis.

Al inicio de cada registro se realiz6 una calibracién para obtener la equivalencia
entre el voltaje de la sefial de posicién ocular y la amplitud de los movimientos oculares.
En condiciones de oscuridad, se programo la mesa para que ejecutase un movimiento
sinusoidal de +5 2 de amplitud. El soporte de metacrilato se desacopld de la mesa, de
forma que las bobinas de induccion del campo magnético giraron respecto a la cabeza
del animal. Esto permitié calibrar el voltaje de la sefial inducida en las bobinas

perioculares al giro de amplitud conocida de las bobinas de induccion.

Tras la grabacion de la calibracion, el soporte de metacrilato se anclo al generador

de campos magnéticos para que ambos se moviesen de forma solidaria. La mesa se
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programo para ejecutar movimientos sinusoidales de velocidad pico constante (60 2/s)
a distintas frecuencias (0,1, 0,2, 0,5, 1y 2 Hz). Se registraron como minimo 30 ciclos para
cada frecuencia de estimulacién. El EEG y el EMG del animal se monitorizaron de forma
continua durante el registro para determinar su estado de alerta. Se procuré mantener
al individuo lo mas activo posible para minimizar los cambios en las propiedades del
reflejo vestibulo-ocular debidos a fluctuaciones en el nivel de alerta (Collins, 1962). Para
ello, se estimuld sensorialmente al animal de forma periddica con suaves roces en la
cola o en las vibrisas, presentacién de olores o ligeras percusiones sobre el cuerpo

vendado.

3.4.3 Registro de los movimientos oculares rapidos durante la fase REM

Este procedimiento se llevd a cabo en las ratas de la cepa Lister Hooded destinadas

a la privacion de la fase REM por el método de la plataforma.

Una vez finalizado el registro del reflejo vestibulo-ocular, se detuvo el motor de la
mesa y se mantuvo el registro del EEG, el EMG y la posicién ocular. El registro tuvo lugar
en silencio y en condiciones de iluminacién tenue. Las ratas desarrollaron ciclos de
vigilia-sueio espontdneamente y, tras una cantidad de tiempo variable, comenzaron a
ocurrir episodios de fase REM. Se comprobd periddicamente el estado del registro y este
se prolongd hasta que se grabaron al menos 3 episodios de fase REM. Dado que el animal
no tuvo acceso a agua y alimento durante este periodo, para garantizar su bienestar, el

tiempo de registro no excedié en ningun caso las 6 h.

3.5 Eutanasia

Finalizados los experimentos, se administré a los animales una dosis letal de
pentobarbital sédico (100 mg/kg) intraperitonealmente. Se confirmd el cese de las

funciones vitales mediante la comprobacién manual de la detencién del latido cardiaco.
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3.6 Andlisis y tratamientos estadisticos
3.6.1 Analisis del ciclo vigilia-suefio
3.6.1.1 Identificacion de los estados de alerta por el método convencional

La deteccion de los estados de alerta se llevd a cabo mediante el estudio
combinado del EEG y el EMG de los animales con el programa Spike2, de acuerdo con
las directrices proporcionadas por Benington y colaboradores (1994a) para el
reconocimiento de las transiciones entre estados. Asi, en el EEG se estudiaron las bandas
delta (0,5 a 4 Hz), theta (6 a 10 Hz) y sigma (10 a 16 Hz). Adicionalmente, se estudié la
oscilacion de alta frecuencia o HFO (110 a 160 Hz) (Sanchez-Lépez y col., 2018). En el
EMG se analizaron la amplitud de la sefal y la presencia o ausencia de tono musculary
de actividades fasicas. Se utilizaron también la representacion de la sefial de EEG como
espectrograma mediante la transformada rapida de Fourier y el andlisis de espectro de
potencia. De este modo, se obtuvo informacién detallada sobre el espectro de potencia

del EEG y sobre su evolucion a lo largo del tiempo de registro.

Se determinaron como episodios de vigilia aquellos que presentaron un EMG con
abundante actividad tdnica y fasica y un EEG que reunid las siguientes caracteristicas:
una potencia baja en las bandas delta y sigma, una potencia alta en la banda theta, y la
presencia de una actividad de alta frecuencia con potencia elevada que abarcé desde
aproximadamente 50 Hz hasta 500 Hz, debida mayormente a la contaminacién de la

sefial de EEG con sefiales procedentes de la musculatura (Muthukumaraswamy, 2013).

La fase NREM se identificd por un EMG con potencia disminuida respecto a la
vigilia y con actividad mayormente tdnica, asi como por presentar un EEG con potencia

elevada en las bandas delta y sigma y reducida en las bandas theta y HFO.

La fase REM se identificd por presentar un EMG que denotd una gran reduccién
del tono muscular o una atonia, unido a un EEG con potencia elevada en las bandas theta

y HFO y minima en las bandas delta y sigma.

Las transiciones a fase REM se reconocieron por la presencia simultanea de
caracteristicas propias de las fases NREM y REM del suefio: una potencia elevada en las

bandas sigma, theta y HFO, unida a la progresiva disminucién del tono muscular hasta
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instaurarse la atonia de la musculatura esquelética (Sanchez-Lopez y col., 2018). La
extincion de sigma se tomé como el fin del periodo de transicion dado que marco la
desaparicion de todas las actividades propias de la fase NREM en el EEG, registrandose

a continuacion solo actividades electroencefalograficas propias de la fase REM.

El analisis del ciclo vigilia-suefio se llevd a cabo de forma manual. Se distinguieron
cinco tipos de episodios: vigilia, fase NREM, transiciones a fase REM, fase REM y
transiciones abortadas. Se consideraron abortadas las transiciones que no dieron lugar
a un episodio de fase REM, sino que fueron sucedidas por vigilia o por fase NREM. Los
momentos de inicio y fin de los episodios se registraron, permitiendo determinar el
tiempo que el individuo pasé en cada estado por dia de registro (que en adelante se
referird como “tiempo por dia”), la duracién de los episodios y el nimero de episodios
por hora (que se referird como “numero de episodios”). Estos valores se obtuvieron para
un intervalo inicial de 24 h (previo a la privacion) y para intervalos consecutivos de 24 h
qgue abarcaron los periodos de privacion y de recuperacion post-privacion. Para
determinar si estos parametros se modificaron por la privacion de fase REM, se
compararon estadisticamente los valores tras la privacion y tras el periodo de
recuperacién con los valores en la situacién inicial, utilizando el programa estadistico
SPSS (v.15; SPSS Inc., EEUU). Se confirmd la normalidad de las distribuciones de datos
mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se emplearon pruebas T para muestras

relacionadas. El nivel de significacién se establecié en 0,05.

3.6.1.2 Identificacion de los estados de alerta por el indice ponderado de HFO

En la presente Tesis Doctoral se desarrolld un indice cuyo estudio permitié la
identificacion de los estados del ciclo vigilia-suefio, que se denomind “indice ponderado
de HFO”. El indice se calculé realizando el cociente entre la amplitud de la sefial de EEG
entre 110 y 200 Hz y la amplitud entre 110 y 300 Hz. Para ello, la sefial de EEG
procedente del hemisferio izquierdo se filtré entre 110 y 200 Hz y entre 110 y 300 Hz
mediante filtros pasa-banda de respuesta finita al impulso. A las sefales resultantes se
les aplicd una media cuadratica con constante de tiempo de 0,25 ms. El indice resultante

de calcular el cociente entre ambas sefales se suavizd con una constante de tiempo de
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1 s. Su interpretacidn permitio identificar los estados de alerta del individuo a lo largo

del periodo de registro.

3.6.1.3 Evaluacién de la concordancia mediante el coeficiente kappa de Cohen

Para la evaluacidn de la concordancia entre los polisomnogramas obtenidos por el
indice ponderado de HFO y por el método convencional de analisis del ciclo vigilia-
suefio, se calculd el coeficiente kappa de Cohen no ponderado (Cohen, 1960). Este
coeficiente permite evaluar la concordancia entre dos observaciones, eliminando el

efecto de las coincidencias debidas al azar.

El coeficiente kappa se calculé sustrayendo la proporcién de coincidencias
esperada por azar entre ambos métodos (pc) a la proporcion de coincidencias observada
(po) Yy a la mayor proporcion de coincidencias posible (1, que reflejaria un 100% de
coincidencia), y hallando posteriormente la razén entre las coincidencias observadas y

la maxima proporcidn de coincidencias posible no debidas al azar (Ecuacion 1).

Po — Pc

kappa =
1- Pc

Ecuacidon 1. Calculo del coeficiente kappa de Cohen no ponderado. po, proporcion de

coincidencias observada; pc, proporcidn de coincidencias esperada por azar.

Para calcular p, y pc, se dividieron los polisomnogramas obtenidos por ambos
métodos de andlisis en segmentos de 1 segundo de duracién y se comprobd, segundo a
segundo, si el estado del ciclo vigilia-suefio atribuido en ambos casos coincidié o no. A
continuacién, se generd una tabla de contingencia —conocida como “matriz de
confusién” (Cohen, 1960)— en la que se recogid, en tanto por 1, la proporcion de
coincidencias (diagonal de la matriz) y de discrepancias (celdas restantes) entre ambos
métodos en funcion del estado. La estructura de la matriz de confusion que se utilizé en

el presente trabajo se representa en la Tabla 1.
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Método convencional

Estado Vigilia NREM REM PiHFO
Vigilia
Indice NREM
ponderado
HFO REM
pic 2pi

Tabla 1. Ejemplo de “matriz de confusidn” para el calculo del coeficiente kappa de Cohen.
pixro, proporcidn en tanto por uno de segundos identificados como vigilia, fase NREM o fase
REM mediante el indice ponderado de HFO; pic, proporcion en tanto por uno de segundos
identificados como vigilia, fase NREM o fase REM mediante el método convencional; %pi,
sumatorio de las filas y las columnas.

po fue igual a la proporcidn total de coincidencias observada, es decir, a la suma
de los valores de las celdas de la diagonal de la matriz. pc, la proporcion de coincidencias
esperada por azar, se obtuvo a partir de las frecuencias marginales resultantes de cada
método de analisis (pic para las frecuencias marginales del método convencional; pitro
para las frecuencias marginales del indice ponderado de HFO) y del sumatorio de las filas
y las columnas (3}pi) (Ecuacidn 2). De este modo, dadas las frecuencias marginales para

cada estado, se obtuvo la probabilidad de que la asignaciéon de un estado al azar por

ambos métodos diese lugar a una coincidencia.

__ PinFo vigilia * Pic vigilia T PiHFo NREM * Pic NREM T PiHFOREM * PiC REM

p
‘ 2.p;

Ecuacidn 2. Calculo de la proporciéon de coincidencias esperada por azar (pc). pirro, proporciéon
en tanto por uno de segundos identificados como vigilia, fase NREM o fase REM por el indice
ponderado de HFO; pic, proporcidn en tanto por uno de segundos identificados como vigilia,
fase NREM o fase REM por el método convencional.

El valor del coeficiente kappa puede oscilar entre 1y -1. Un valor de kappa igual a
0 indica que las coincidencias observadas entre los datos comparados se deben
enteramente al azar, por lo que la concordancia entre los métodos de analisis seria nula.

Un valor de 1 indica que la concordancia entre los métodos es perfecta, de forma que
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los estados atribuidos por ambos métodos siempre coinciden. Valores negativos reflejan
un acuerdo inferior al esperado por azar, de forma que existiria una tendencia activa a
qgue los métodos de analisis atribuyesen estados discrepantes a los intervalos

temporales analizados.

3.6.2 Andlisis de los efectos de la privacién de fase REM sobre la actividad

electroencefalografica
3.6.2.1 Seleccién de intervalos temporales

Para cada animal, se seleccionaron 3 intervalos de 50 s por cada estado de alerta
(vigilia, fase NREM y fase REM) en el periodo inicial previo a la privacion y cada 12 h

durante el periodo post-privacién.

Con objeto de atenuar la variabilidad asociada a la heterogeneidad inherente a los
estados y de evitar posibles sesgos, se establecieron de antemano criterios para la
seleccion de los intervalos a utilizar para el andlisis. Mediante Spike2, se buscaron
episodios que cumpliesen con las condiciones que se detallan a continuacién. La

seleccion de intervalos se realizé cada 12 h, en un rango de £2 h.

Para el analisis de la vigilia se utilizaron episodios de vigilia tranquila (con actividad
muscular moderada y EEG con theta de baja potencia y amplitud) por ser mas
homogénea y menos propensa que la vigilia activa a la aparicidon de artefactos debidos

al movimiento de los cables de registro.

Para el analisis de la fase NREM, los intervalos se seleccionaron utilizando dos
criterios: su proximidad a episodios de transicion a fase REM y la presencia de una
amplitud uniforme en las bandas delta y sigma. Esto garantizd la seleccién de intervalos
de fase NREM consolidada. Se puso especial atencion en no utilizar intervalos que

contuviesen transiciones hacia vigilia o hacia fase REM.

El analisis de la fase REM se llevd a cabo utilizando intervalos que no incluyesen
transiciones a vigilia o a fase NREM. Se seleccionaron Unicamente intervalos de fase REM

consolidada, sin incluir el periodo de transicidn.
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La sefial de EEG correspondiente a los intervalos seleccionados se exporté para su

analisis en MATLAB (v. R2015a; The MathWorks, EEUU).

3.6.2.2 Analisis de la magnitud y la frecuencia del pico de potencia de la actividad

theta

Los intervalos seleccionados se importaron en MATLAB y se empled EEGLAB (v.
14.1.2; Swartz Center for Computational Neuroscience, EEUU) para obtener el espectro
de potencia para cada conjunto de intervalos pertenecientes al mismo animal y
momento de registro, con una resolucion en frecuencia de 0,12 Hz. Se midio el valor del
pico de potencia de la actividad theta y la frecuencia a la que ocurrié. Se comprobd la
normalidad de las distribuciones de estos datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y
se compararon los valores de potencia y frecuencia del pico de potencia de theta en
todos los momentos de muestreo respecto a la situacion inicial mediante pruebas T para

muestras relacionadas.

3.6.2.3 Andlisis de la potencia del EEG

Para determinar si tras los protocolos de privacion se produjeron cambios en el
espectro de potencia del EEG respecto a la situacidn inicial, se realizaron comparaciones

de medias para cada bin de frecuencia en el espectro completo de frecuencia.

Para cada método de privacién, se crearon estudios de EEGLAB para la
comparacion de los espectros de potencia del EEG tras la privacion respecto a la
situacion inicial. Se analizaron 3 intervalos de 50 s de duracién por individuo y situacion,
utilizdndose la condicidn experimental (situacién inicial o momento del periodo de
recuperacién) como variable de agrupacion. A continuacién, se computaron los
espectros potencia medios para la situacidén inicial y a lo largo del periodo de
recuperacién con una resolucion en frecuencia de 0,24 Hz. Mediante las herramientas
estadisticas implementadas en EEGLAB, se aplic6 una prueba T para muestras
relacionadas para la comparacion de las potencias en todo el espectro de frecuencia del

EEG. El nivel de significacion se establecié en 0,01.
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3.6.3 Analisis del reflejo vestibulo-ocular
3.6.3.1 Andlisis de la ganancia

Para la obtencidn de la ganancia del reflejo vestibulo-ocular, la seiial de posicion
ocular se suavizé con una constante de tiempo de 0,01 s y se derivé con una constante
de 0,003 s para obtener la velocidad instantdnea del movimiento ocular. Se midieron
manualmente los picos positivo y negativo de velocidad de la fase lenta del reflejo en 10
ciclos de estimulacion vestibular pertenecientes a periodos de vigilia activa. Para
obtener la ganancia, los valores absolutos de los picos maximos de velocidad del ojo en
cada direccidon se promediaron para cada ciclo y el valor resultante se dividié por la
velocidad pico de giro de la mesa de estimulacién vestibular (de 60 2/s). Finalmente, los
valores de ganancia de todos los ciclos analizados se promediaron para obtener la

ganancia media por individuo en cada frecuencia de estimulacidn vestibular.

Una vez comprobada la normalidad de las distribuciones de datos, la comparacion
estadistica de los valores de ganancia se realizé mediante pruebas T para muestras

relacionadas.

3.6.3.2 Andlisis de las propiedades de las fases rapidas

El andlisis de las fases rapidas del reflejo vestibulo-ocular se llevd a cabo en Spike2
sobre los mismos ciclos que se emplearon para el andlisis de la ganancia. Se estudiaron
la amplitud, velocidad pico y duracidn de las fases répidas, asi como el niumero de fases
rapidas por ciclo de estimulacién vestibular. La velocidad de rotacién del ojo se obtuvo
derivando la sefial de posicidon con una constante de tiempo de 0,003 s. Los inicios y los
finales de las fases rapidas se tomaron como los momentos en los que la velocidad de
rotacién del ojo fue de 0 2/s antes y después de cada movimiento. Para todas las
variables mencionadas se realizaron comparaciones de medias de las situaciones post-
privacién y de recuperacién respecto a la situacién inicial mediante pruebas T para
muestras relacionadas, previa verificaciéon de la normalidad de las distribuciones de

datos.
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3.6.3.3 Analisis de la covarianza entre la amplitud y la velocidad pico de las fases

rapidas

Dado que los movimientos oculares durante la vigilia muestran una estrecha
correlacién entre sus valores de amplitud y de velocidad pico, se estudio si la relacién
entre estas variables cambid en las fases rdpidas del reflejo vestibulo-ocular tras el
protocolo de privacion de la fase REM. Se empled la herramienta aoctool implementada
en MATLAB, que permitié realizar un analisis de la covarianza (ANCOVA) para la
comparacion estadistica de las pendientes de las relaciones velocidad-amplitud entre la

situacidn inicial y las situaciones post-privacion y de recuperacién.

3.6.4 Andlisis de los movimientos oculares rdpidos durante la fase REM

Se obtuvieron los valores de amplitud, velocidad pico, duracion, densidad y
latencia de aparicidn de los movimientos oculares rapidos. Para ello, la sefial de posicién
del ojo se suavizd con una constante de tiempo de 0,01 s y se derivd con una constante
de 0,003 s para obtener la velocidad de rotacion del ojo. El inicio y el final de los
movimientos oculares rapidos se detectaron de la misma forma que en el caso de las
fases rapidas del reflejo vestibulo-ocular (ver apartado 3.6.3.2). Los valores de amplitud,
duracidn, velocidad pico, densidad y latencia de aparicién de los movimientos oculares
rapidos de las situaciones post-privacion y de recuperacién se compararon con la
situacion inicial mediante pruebas T para medidas relacionadas o, en los casos en los
gue las distribuciones de datos no fueron normales, mediante pruebas U de Mann-

Whitney.

Para el andlisis de la covarianza de las pendientes de las rectas de ajuste de la
relacion amplitud-velocidad pico de los movimientos oculares répidos, se realizd una
prueba ANCOVA en MATLAB mediante la herramienta aoctool (ver apartado 3.6.3.3). Se

compard la situacion inicial con las situaciones post-privacidén y de recuperacién.
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4.1 Diseiio y validaciéon de un método alternativo para la identificacion de los

estados del ciclo vigilia-sueio

Convencionalmente, la identificacién de los estados del ciclo vigilia-sueio implica
el estudio simultaneo de la actividad en diversas bandas de frecuencia del EEG y de la
actividad del EMG. Este proceso es lento y laborioso, lo que supone un problema cuando
es preciso analizar el ciclo vigilia-suefio durante periodos largos de registro. En esta
situacién, disponer de un método de analisis de fiabilidad comparable al analisis
convencional y con una interpretacion mas sencilla y rapida podria suponer un ahorro
considerable de tiempo y esfuerzo. Durante la presente Tesis Doctoral se desarrollé un
método de andlisis, que se denomind “indice ponderado de HFO”, que permitié
identificar la vigilia y las fases NREM y REM del suefio en la rata en base exclusivamente

a la actividad electroencefalografica en el rango de frecuencias entre 110 y 300 Hz.

4.1.1 Determinacion del indice ponderado de HFO para los diferentes estados

El indice ponderado de HFO se obtuvo calculando el cociente entre la amplitud de
la sefial de EEG en la banda de frecuencias de 110 a 200 Hz y su amplitud en |la banda de
110 a 300 Hz. La cuantificacién del indice a lo largo del tiempo de registro permitié
distinguir los estados de vigilia, fase NREM y fase REM vy reconstruir, por tanto, el ciclo
vigilia-suefo en la rata. En la Figura 6 se muestra un ejemplo representativo de la
evolucidn de distintas bandas del EEG, el EMG y el indice ponderado de HFO durante el

ciclo vigilia-sueo.
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Figura 6. Intervalo temporal representativo del ciclo vigilia-suefio en la rata Wistar. De arriba
abajo se muestran: los periodos de fase NREM, fase REM vy vigilia; la sefial bruta de EEG; las
actividades delta (0,5-4 Hz), theta (6-9 Hz), sigma (10-16 Hz) y HFO (110-160 Hz) del EEG; el
EMG rectificado, y el indice ponderado de HFO (IPHFO). Las lineas verticales discontinuas
representan los limites de los estados. El trazo rojo sobre la HFO indica su envolvente. Las
bandas grises sobre IPHFO se corresponden con las desviaciones tipicas del indice por estado
para el intervalo representado.

Para determinar el valor medio del indice ponderado de HFO para cada estado se
utilizaron 5 intervalos de 60 s de vigilia, de fase NREM y de fase REM por cada animal
(N=20 individuos). Los valores medios del indice y sus desviaciones tipicas fueron de 0,77
+ 0,03 para la vigilia, de 0,89 + 0,02 para la fase NREM y de 0,94 + 0,02 para la fase REM
(Figura 7). Una prueba T para muestras relacionadas mostré que los valores medios del

indice en los tres estados fueron distintos (P<0,01).
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11 e | Figura 7. Valores medios del indice
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4.1.2 Validacion del indice ponderado de HFO

Con objeto de evaluar la similitud entre el método del indice ponderado de HFO y
el método convencional de identificacién de estados, se determind el porcentaje de
coincidencia (segundo a segundo) entre los polisomnogramas obtenidos por ambos
métodos a partir de un registro de 3 h de cada individuo (N=10 individuos). Se obtuvo
que el valor medio de coincidencia entre ambos métodos fue del 90,23%, con valores

gue variaron entre un 87,63% y un 93,43% para todos los animales.

Este porcentaje de coincidencia entre ambos métodos de analisis constituye una
medida pobre de la concordancia real, ya que no toma en consideracién el posible efecto
del azar en la identificacidn de los estados. Para calcular la concordancia entre ambos
métodos, excluyendo el efecto de las coincidencias debidas al azar, se calculd el
coeficiente kappa de Cohen no ponderado. Este coeficiente representa la razén entre la
proporciéon de coincidencias observadas y la maxima proporcién posible de
coincidencias, una vez sustraida de ambos valores la proporcién de coincidencias
esperada por azar (ver apartado 3.6.1.3). Se utiliza frecuentemente para determinar la
concordancia entre los polisomnogramas obtenidos por dos evaluadores distintos o
mediante dos métodos de analisis diferentes. Para el calculo del coeficiente se construyé
una tabla de contingencia a partir de la proporcion de coincidencias y de casos de error

por estado entre ambos métodos (Tabla 2).
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Método convencional

Estado Vigilia NREM REM DitFo
Vigilia 0,232 0,041 0,001 0,274
Indice NREM 0,029 0,564 0,010 0,603
ponderado
REM 0,004 0,009 0,110 0,123
HFO
pic 0,265 0,614 0,121 Spi=1

Tabla 2. Matriz de confusidn para el cdlculo del coeficiente kappa de Cohen. pixro, proporcion
total en tanto por uno de segundos identificados como vigilia, fase NREM o fase REM por el

indice ponderado de HFO; pic, proporcion total en tanto por uno de segundos identificados

como vigilia, fase NREM o fase REM por el método convencional; Ypi, sumatorio de pinro y pic.
La diagonal de la tabla, destacada en gris, contiene la proporcion del tiempo de registro en el
que ambos métodos coincidieron en la asignacién del estado de alerta. Las demds celdas
representan los diferentes casos de discrepancia entre los métodos.

A partir de las frecuencias marginales (Tabla 2) se obtuvo la probabilidad de
coincidencia esperada por azar entre ambos métodos de analisis. Para ello, se sumaron
los productos de los sumatorios de filas y columnas para cada estado y el resultado se
dividié por el sumatorio de las filas y las columnas. La proporcién de coincidencias
observadas se obtuvo sumando los valores de las celdas de la diagonal. Estos datos
permitieron calcular kappa, cuyo valor global fue de 0,82. Mientras que los valores de
kappa proximos a 0 indican una concordancia pobre o nula, un valor de 1 indica una
concordancia perfecta. El valor obtenido experimentalmente, 0,82, se correspondid con
una concordancia “casi perfecta” en la escala de evaluacion propuesta por Landis y Koch

(1977). Los valores de kappa para todos los animales variaron entre 0,75 y 0,89.

Dado que la variabilidad entre individuos de los valores del indice ponderado de
HFO para cada estado fue escasa y que el valor del coeficiente kappa fue elevado, se
puede concluir que este método de analisis constituye una buena alternativa para el

estudio del ciclo vigilia-suefio.
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4.2 Efectos de la privacion de fase REM sobre el ciclo vigilia-sueno

La privacién de fase REM del suefio constituye una herramienta potente para
determinar la implicacion de esta fase en el funcionamiento de diferentes sistemas y
procesos fisioldgicos. En el presente trabajo se analizaron los efectos de la privacion de
fase REM sobre la actividad electroencefalografica, el reflejo vestibulo-ocular y los
movimientos oculares rapidos de la fase REM. Para poder relacionar los cambios en
estos sistemas con las caracteristicas y la cinética temporal de la privacion, se analizé en
primer lugar la arquitectura del ciclo vigilia-suefio. La privacion de fase REM se llevo a
cabo mediante el método de la plataforma sobre agua y mediante la administracién de

clorhidrato de desipramina.

4.2.1 Efectos de la privaciéon de 4 dias por el método de la plataforma sobre agua

Para determinar el efecto de la privacidn de 4 dias por el método de la plataforma
sobre la arquitectura del ciclo vigilia-suefo, se estudié el polisomnograma de 7 ratas de
la cepa Lister Hooded durante un periodo inicial (previo a la privacion) y durante 4 dias
tras el final de la privacién. Para cada animal se calcul6 el tiempo en cada estado por dia
de registro, la duraciéon media de los episodios y el nUmero de episodios por hora. Los
valores post-privacidn de estas variables se compararon con la situacién inicial mediante

pruebas T para muestras relacionadas.

Tras la privacion de fase REM se observo que el tiempo en fase REM se incrementd
en un 159,22% (2,47 + 0,44 h) durante el dia 1 de recuperacidn post-privacién y en un
41,72% (0,65 + 0,25 h) durante el dia 2, respecto al valor inicial (Figura 8.A). Dicho
incremento dejé de ser significativo a partir del dia 3 de recuperacién. El tiempo en
vigilia se redujo en un 31,01% (-2,94 + 0,55 h) durante el dia 1 de recuperacion post-
privacion (Figura 8.B), y esta disminucién fue decayendo en los dias sucesivos hasta dejar
de ser significativa en el dia 4. Por su parte, el tiempo en fase NREM por dia no varié
significativamente durante el periodo de registro (Figura 8.C). Durante el dia 1 post-
privacion, el tiempo en transicidon a fase REM se incrementd en un 64,26% (0,29 + 0,13

h) (Figura 8.D), mientras que el tiempo en transicién abortada aumentd en un 49,01%
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(0,27 + 0,20 h) (Figura 8.E). Todos los estados mostraron valores de tiempo por dia

similares a la situacion inicial durante el dia 4 de recuperacion.
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Figura 8. Efectos de la privacién de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma sobre
el tiempo por dia en cada estado del ciclo vigilia-suefo. Se representan los porcentajes del dia
de registro en fase REM (A), vigilia (B), fase NREM (C), transiciones a fase REM (D; tREM) y
transiciones abortadas (E; tAb). |, dia inicial; R1 a R4, dias de recuperacidn post-privacion del
1 al 4. Las barras de error representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las
diferencias significativas respecto a la situacién inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para
muestras relacionadas). N=7 individuos.

La duracién media de los episodios de fase REM se incrementd en un 50,36%
(40,32 + 14,67 s) durante el dia 1 de recuperacién post-privacién y dejé de mostrar
diferencias significativas con el valor inicial en el dia 2 (Figura 9.A). Las duraciones de las
transiciones a fase REM (Figura 9.B) y de las transiciones abortadas (Figura 9.C), sin

embargo, no cambiaron sustancialmente durante el periodo de registro.
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Figura 9. Efectos de la privacidon de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma sobre
la duracion y el nimero de episodios por dia de registro. Se muestran, respectivamente, las
duraciones medias y el nimero de episodios de fase REM (A y D), transiciones a fase REM (B
y E; tREM) y transiciones abortadas (C y F; tAb). |, dia inicial; R1 a R4, dias de recuperacion
post-privacién del 1 al 4. Las barras de error representan las desviaciones tipicas. Los
asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la situacion inicial. *, P<0,05;
** P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=7 individuos.

Durante el dia 1 de recuperacién post-privacion ocurrié un incremento en el
numero de episodios de fase REM (69,73%, 2,13 + 0,87 episodios/h) (Figura 9.D), el
numero de transiciones a fase REM (71,04%, 1,87 * 0,81 episodios/h) (Figura 9.E) y el
numero de transiciones abortadas (47,59%, 1,76 + 1,06 episodios/h) (Figura 9.F). En los
tres casos, estos incrementos decayeron progresivamente durante los dias sucesivos

hasta dejar de ser significativos en el dia 4 post-privacion.
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De este modo, los incrementos en la duracién y el nimero de episodios de fase
REM durante el dia 1 de recuperacion post-privacion explicaron el aumento del tiempo
en fase REM que se observo. El incremento del tiempo en transiciones, abortadas o no,
se debid exclusivamente al aumento del nimero de episodios, que fueron de duracién
similar al valor inicial. Dado que no se produjeron reducciones del tiempo en fase NREM,
los incrementos en la cantidad de fase REM y de transiciones ocurrieron en detrimento

del tiempo en vigilia, que descendid.

4.2.2 Efectos de la privaciéon de 6 dias por el método de la plataforma sobre agua

La privacién de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma indujo cambios
en la actividad electroencefalogréfica de las ratas. Para determinar si la magnitud de
este cambio fue dependiente de la duracién de la privacién, se realizé una privacién de
6 dias por el método de la plataforma en 5 ratas de la cepa Lister Hooded. Al igual que
en el caso de la privacion de 4 dias, se calculd el tiempo en cada estado de alerta por
dia, la duracién media de los episodios y su nimero por hora. Los valores post-privacion
de estas variables se compararon con los valores iniciales mediante pruebas T para

muestras relacionadas.

El tiempo en fase REM aumentd un 274,11% (3,05 + 0,29 h) respecto al valor inicial
durante el dia 1 post-privacion (Figura 10.A). Este incremento decayd progresivamente
hasta dejar de ser significativo en el dia 4 (Figura 10.A). El tiempo en vigilia experimenté
una reduccion, que fue maxima (40,47%, -3,98 + 0,76 h) en el dia 1 post-privacién y
continud siendo significativa hasta el dia 4 (Figura 10.B). El tiempo en fase NREM
aumenté tras la privacion y dicho incremento fue significativo hasta el final del periodo
de registro, con un maximo del 12,06% (1,41 + 0,26 h) en el dia 3 de recuperacién post-
privacion (Figura 10.C). El tiempo en los estados de transicion también experimentd un
incremento durante el dia 1 tras la privacion, que fue del 152,77% (0,76 £ 0,17 h) en el
caso de las transiciones a fase REM (Figura 10.D) y del 91,48% (0,83 + 0,42 h) en el caso

de las transiciones abortadas (Figura 10.E).

El incremento del tiempo en fase REM tras la privacién de 6 dias fue un 72,48%

superior al que indujo la privacién de 4 dias (prueba T para muestras independientes,
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P<0,01). Del mismo modo, el incremento del tiempo medio en transiciones a fase REM
fue un 149,07% mayor tras 6 dias de privacidon que tras 4 dias (P<0,01). Las diferencias
entre el incremento del tiempo en transiciones abortadas por dia tras 4 y 6 dias de

privacion no fueron significativas (P>0,05).

De este modo, el incremento de la duracion de la privacidon exacerbd los cambios
en los tiempos por dia en fase REM, transiciones a fase REM vy transiciones abortadas,
pero no afectd al momento de la remisidén de estos cambios, que se produjo en el dia 4

post-privacidn, tanto en el caso de la privacion de 4 dias como de 6 dias.
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Figura 10. Efectos de la privacién de fase REM de 6 dias por el método de la plataforma sobre
el tiempo por dia en cada estado del ciclo vigilia-suefo. Se representan los porcentajes del dia
de registro en fase REM (A), vigilia (B), fase NREM (C), transiciones a fase REM (D; tREM) y
transiciones abortadas (E; tAb). |, dia inicial; R1 a R4, dias de recuperacion post-privacién del
1 al 4. Las barras de error representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las
diferencias significativas respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para
muestras relacionadas). N=5 individuos.
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En cuanto a las duraciones medias, durante el dia 1 de recuperacion post-privaciéon
ocurrié un aumento de la duracién de los episodios de fase REM (37,40%, 25,40 + 14,95
s) (Figura 11.A), que dejé de ser significativo durante el dia 2 post-privacion. Las
duraciones de las transiciones a fase REM (Figura 11.B) y de las transiciones abortadas

(Figura 11.C) no variaron sustancialmente.
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Figura 11. Efectos de la privacion de fase REM de 6 dias por el método de la plataforma sobre
la duracion y el numero de episodios por dia de registro. Se muestran, respectivamente, las
duraciones medias y el nimero de episodios de fase REM (A y D), transiciones a fase REM (B
y E; tREM) y transiciones abortadas (C y F; tAb). I, dia inicial; R1 a R4, dias de recuperacién
post-privacion del 1 al 4. Las barras de error representan las desviaciones tipicas. Los
asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la situacién inicial. *, P<0,05;
** P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=5 individuos.

Durante el dia 1 de recuperacién ocurrié un incremento del nimero de episodios

de fase REM (163,10%, 4,23 * 0,99 episodios/h) (Figura 11.D), del nimero de
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transiciones a fase REM (164,84%, 3,86 *+ 1,01 episodios/h) (Figura 11.E) y del de
transiciones abortadas (55,00%, 2,91 + 0,40 episodios/h) (Figura 11.F). El aumento del
numero de episodios de fase REM (Figura 11.D) y de transiciones a fase REM (Figura
11.E) decayod progresivamente a lo largo del periodo de recuperacion post-privacién. Por
el contrario, el incremento del numero de transiciones abortadas solo fue significativo

durante el dia 1 post-privacion (Figura 11.F).

De este modo, la privacién de fase REM de 6 dias por el método de la plataforma
provoco incrementos en tiempo en fase NREM, en fase REM y en los estados de
transicion, que ocurrieron a expensas del tiempo en vigilia. De forma similar a lo que se
observé tras la privacién de 4 dias, el incremento del tiempo en fase REM durante el dia
1 post-privacién se debidé al aumento simultdneo de la duracién y del nimero de
episodios, mientras que el incremento del tiempo en las transiciones se debid a que

estas fueron mas numerosas.

4.2.3 Efectos de la administracién de una Unica dosis de desipramina sobre la fase

REM

Con objeto de utilizar la desipramina como método alternativo de privacién de
fase REM, se evalud el efecto de una Unica dosis de 15 mg/kg de clorhidrato de
desipramina en solucidn salina sobre el ciclo vigilia-suefo (N=12 individuos de la cepa
Wistar). Se estudiaron los cambios en el tiempo por dia en fase REM, en transiciones a
fase REM y en transiciones abortadas, asi como los cambios en la duracién media y en
el niumero de episodios. Las comparaciones estadisticas se llevaron a cabo mediante

pruebas T para muestras relacionadas.

La administracion de desipramina indujo la supresién completa de la aparicién de
fase REM durante un periodo de 20,69 + 2,66 h a partir del momento de la inyeccién
(N=12 individuos). Durante este periodo, 10 ratas mostraron una ausencia total de fase

REM, mientras que las otras 2 presentaron un Unico episodio aislado.

Durante el dia del tratamiento, el tiempo en fase REM se redujo un 83,53% (-1,41
+ 0,28 h) respecto a la situacion inicial (Figura 12.A). Esta reduccién remitié en el dia 1
post-tratamiento, de forma que la cantidad de fase REM volvié a ser similar a la inicial
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(Figura 12.A). En el dia 2 post-tratamiento se produjo un incremento del tiempo en fase

REM del 31,37% (0,53 £ 0,45 h), que dejé de ser significativo en el dia 3 (Figura 12.A).

El tiempo en transiciones a fase REM disminuyo un 90,23% (-0,24 + 0,08 h) (Figura
12.B) durante el dia del tratamiento con desipramina. Dicha reduccion remitid
parcialmente durante el dia 1 de recuperacién post-tratamiento, aunque el tiempo en
transiciones a fase REM continué siendo inferior (25,84%, -0,07 + 0,07 h) al valor inicial
(Figura 12.B). Durante el dia 2 se produjo un incremento del tiempo en transiciones a
fase REM del 47,10% (0,13 + 0,12 h), que dejo de ser significativo en el dia 3 (Figura
12.B). Las transiciones abortadas no desaparecieron durante el periodo en el que la fase
REM fue suprimida por la inyeccién de desipramina. Durante el dia del tratamiento, el
tiempo en transiciones abortadas se redujo un 67,80% (-0,29 £ 0,19 h) (Figura 12.C). Esta
disminucion remitié en el dia 1 post-tratamiento y dio paso a un incremento del 54,16%

(0,23 £ 0,13 h) en el dia 2, que dejé de ser significativo en el dia 4.

La duracién media de los episodios de fase REM aumentd un 148,12% (118,27 +
74,31 s) durante el dia 1 de recuperacion y se mantuvo un 30,78% (24,57 + 24,55 s) por
encima del valor inicial durante el dia 2 (Figura 12.D). Este incremento dejé de ser
significativo a partir del dia 3 (Figura 12.D). Las duraciones medias de las transiciones,
abortadas o no, no variaron significativamente durante el periodo de registro (Figura 12,

EyF).

Durante el dia del tratamiento ocurridé una reduccién del nimero de episodios de
fase REM (93,23%, -3,08 + 0,75 episodios/h) (Figura 12.G), del nimero de transiciones a
fase REM (92,63%, -2,33 + 0,44 episodios/h) (Figura 12.H) y del nimero de transiciones
abortadas (69,14%, -3,88 + 2,72 episodios/h) (Figura 12.1). Estas reducciones provocaron
gue el numero de muestras para el cdlculo de la duracidon media de los episodios fuese
bajo, lo que se refleja en las mayores desviaciones tipicas en los valores
correspondientes (Figura 12, D-F). En los tres casos, las reducciones remitieron parcial o
totalmente en el dia 1 de recuperacion y dieron paso a un incremento del niumero de
episodios en el dia 2. El incremento del numero de episodios fue del 38,99% (1,29 + 1,23
episodios/h) en el caso de la fase REM (Figura 12.G), del 43,94% (1,11 + 0,81 episodios/h)
en el caso de las transiciones a fase REM (Figura 12.H) y del 52,20% (2,93 + 1,66

episodios/h) en el caso de las transiciones abortadas (Figura 12.1).

82



RESULTADOS

>
o
*
*
o
N
(¥,
O
f=N

% %k

’ * % *
10 A
2 .
‘|' ,0 3_
© 8— e o
5 I 3 1,51 * 5
> = Iy
2 6- v g 2
o +
o - 1,0' 2
X 4 Q\c S * 3k
% %k 1_
054  *x%
2_ I ! ‘|;
0_ r T T T T 1 O_ r $ T T T 1 0_ T T T T T 1
I T R1R2R3R4 I T R1R2R3R4 I T R1R2R3R
D3ooq s« E 30 F 16,
250 - _25-
= = = 124 1
S 200 S 20 P I
L i <C
o * E +
£ 1501 c 151 { I I S 87
g 3 E
© 100 I & 101 <
a ] I It a a 4
50 51
0' T T T T T 1 O' T T T T T 1 0' T T T T T 1
I T R1R2R3 R4 I T R1R2R3 R4 I T R1R2R3 R4
G 6 * %k H 5 A % I 12 1 k% ok
54 4l I 10-
£ =
< = <
S 49 . =, . 5 8-
s 3 = I ° 6
e 1 O st T
(] GL) 2 - UEJ
§ 21 g S 44 **
= = =2
1- *k 14 * % 7 I
0_ I $ T T T 1 O_ ) % T T T 1 0_ I T T T T 1
I T R1R2R3 R4 I T RIR2ZR3R I T R1R2R3 R4

Figura 12. Efectos de la privacion de fase REM por la administraciéon de una Unica dosis de
desipramina sobre la fase REM (A, D y G), las transiciones a fase REM (B, E y H; tREM) y las
transiciones abortadas (C, F e |; tAb). Se representan los porcentajes del dia en cada estado
(A-C), la duracién media de los episodios (D-F) y el nUmero de episodios por hora (G-l). |, dia
inicial; T, dia del tratamiento con desipramina; R1 a R4, dias de recuperacion post-tratamiento
del 1 al 4. Se destacan en color rojo los valores correspondientes al dia del tratamiento con
desipramina. Las barras de error representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos
representan las diferencias significativas respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01
(prueba T para muestras relacionadas). N=12 individuos.
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El nimero de episodios de fase REM y de transiciones a fase REM dejé de mostrar
diferencias significativas con la situacidn inicial en el dia 3 de recuperacidon post-
tratamiento (Figura 12, Gy H), mientras que el nimero de transiciones abortadas lo hizo

en el dia 4 (Figura 12.1).

De este modo, la administracion de una Unica dosis de 15 mg/kg de clorhidrato de
desipramina provocd una reduccion del tiempo en fase REM y en los estados de
transicion, que dejo de ser significativa en el dia 1 post-tratamiento y se sucedié de un
incremento en el dia 2. Este incremento ocurrié de forma tardia respecto al observado
tras la privacion por el método de la plataforma, que tuvo lugar inmediatamente
después de la privacion. El incremento del tiempo en fase REM se debid exclusivamente
al aumento del nimero de episodios, cuya duracion media fue similar al valor inicial. Por
consiguiente, el incremento de la duracién de los episodios no coincidié en el tiempo
con el aumento de la cantidad de fase REM. La diferencia de comportamiento entre la
duracion y el nimero de episodios de fase REM sugiere que estas variables podrian estar
reguladas homeostdticamente de forma distinta. La administraciéon de una dosis de
solucion salina normal como control no provocé cambios significativos en el ciclo vigilia-
sueno (N=4), lo que indica que los cambios observados se debieron exclusivamente a la

actividad del farmaco, y no a la manipulacién de los animales.

4.2.4 Efectos de la privacion de 3 dias por administracion de desipramina

Con objeto de producir una privacion de fase REM mds duradera, se administraron
6 dosis de clorhidrato de desipramina (15 mg/kg) a intervalos de 12 h a lo largo de 3 dias
(N=7 ratas de la cepa Lister Hooded). Se estudié el ciclo vigilia-sueno durante un periodo
inicial previo al tratamiento, el periodo de tratamiento y un periodo de recuperacion
post-tratamiento de 8 dias. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante

pruebas T para muestras relacionadas.

Durante los 3 dias del tratamiento con desipramina, el tiempo en fase REM
disminuyé de media un 97,78% (-1,14 + 0,28 h) (Figura 13.A). Tras el final del
tratamiento, la reduccion del tiempo en fase REM remitio progresivamente hasta dejar

de ser significativa en el dia 2 de recuperacion post-tratamiento (Figura 13.A). En el dia
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5 post-tratamiento ocurrié un incremento del 64,25% (0,75 + 0,31 h) en el tiempo en
fase REM, que decayd gradualmente en los dias sucesivos y dejé de ser significativo en

el dia 8 (Figura 13.A).

El tiempo en vigilia no mostré cambios sustanciales durante el periodo de
tratamiento con desipramina y el posterior periodo de recuperacion (Figura 13.B). Por
su parte, el tiempo en fase NREM aumenté un 28,35% (3,28 + 1,01 h) en el dia 1 del
tratamiento, continud siendo superior al valor inicial durante el dia siguiente y mostré
escasas modificaciones respecto al valor inicial durante el resto del periodo de registro

(Figura 13.C).

El tiempo en transiciones a fase REM por dia descendié de media un 98,60% (-0,47
+0,12 h) durante el periodo de tratamiento, y esta disminucidon decayd progresivamente
hasta dejar de ser significativa en el dia 4 de recuperaciéon post-tratamiento (Figura
13.D). A continuacién, ocurrié un incremento del tiempo en transiciones a fase REM,
que fue significativo durante los dias 6 y 7 post-tratamiento y alcanzé un mdaximo del

36,44% (0,17 £ 0,18 h) durante el dia 6 (Figura 13.D).

El tiempo en transiciones abortadas también se redujo durante el periodo de
tratamiento, con una caida media del 56,88% (-0,33 + 0,14 h) (Figura 13.E). Durante el
periodo de recuperacidon post-tratamiento, esta reduccién fue remitiendo hasta dejar
de ser significativa en el dia 4, tras lo que ocurrié un incremento del tiempo en
transiciones abortadas que abarcé los dias 6, 7 y 8, con un maximo del 62,98% (0,37 +

0,27 h) en el dia 7 (Figura 13.E).
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Figura 13. Efectos de la privacion de fase REM de 3 dias por administracién de desipramina
sobre el tiempo por dia en cada estado del ciclo vigilia-suefio. Se representan los porcentajes
del dia de registro en fase REM (A), vigilia (B), fase NREM (C), transiciones a fase REM (D;
tREM) vy transiciones abortadas (E; tAb). |, dia inicial; T1 a T3, dias del tratamiento con
desipramina del 1 al 3; R1 a R8, dias de recuperacidn post-tratamiento del 1 al 8. Se destacan
en color rojo los valores correspondientes al periodo de tratamiento con desipramina. Las
barras de error representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las diferencias
significativas respecto a la situacién inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras

relacionadas). N=7 individuos.

86



RESULTADOS

La duracién media de los episodios de fase REM aumentd durante los dias 2,3y 4
del periodo de recuperacidn, alcanzando un incremento maximo del 99,69% (68,45 +
17,64 s) a los 2 dias tras el fin del tratamiento con desipramina (Figura 14.A). A partir del
dia 5, la duracidn fue similar al valor inicial (Figura 14.A). La duracidn de las transiciones
a fase REM varid poco a lo largo del periodo post-tratamiento, mostrando Unicamente
un descenso en el dia 3 (-25,28%, -7,36 £ 3,29 s) (Figura 14.B). Las transiciones abortadas
fueron menos duraderas durante los dias 2, 3 y 4 post-tratamiento, con una reduccién

maxima del 37,37% (-8,88 + 3,19 s) en el dia 3 (Figura 14.C).
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Figura 14. Efectos de la privaciéon de fase REM de 3 dias por administracién de desipramina
sobre la duracidn de los episodios de fase REM (A), transiciones a fase REM (B; tREM) y
transiciones abortadas (C; tAb). |, dia inicial; T1 a T3, dias del tratamiento con desipramina del
1 al 3; R1 a R8, dias de recuperacién post-tratamiento del 1 al 8. Se destacan en color rojo los
valores correspondientes al periodo de tratamiento con desipramina. Las barras de error
representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las diferencias significativas
respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas).
N=7 individuos. Las duraciones de los episodios de fase REM y de transiciones a fase REM no
se calcularon para los dias P1 a P3 debido al bajo nimero de muestras.
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Durante los tres dias del tratamiento con desipramina, la fase REM fue
practicamente suprimida, por lo que su nimero de episodios descendié una media del
98,61% (-2,54 + 0,62 episodios/h) (Figura 15.A). El nUmero de episodios continué siendo
inferior al valor inicial durante los dias 1, 2 y 3 de recuperacién post-tratamiento, se
equipard a este durante el dia 4 y mostrd un incremento que abarcé del dia 5 al 8 (Figura
15.A). El incremento maximo (50,80%, 1,31 + 1,02 episodios/h) se produjo en el dia 5
post-privacion (Figura 15.A). La disminucién del nimero de episodios de fase REM
durante el periodo de tratamiento impidié calcular la duracién media de los episodios

para este intervalo temporal debido al bajo nimero de muestras (Figura 14.A).

El nimero de transiciones a fase REM disminuyé un 97,12% (-2,31 + 0,59
episodios/h) de media durante el periodo de tratamiento con desipramina y continud
siendo significativamente inferior al valor inicial durante los dias 1, 2 y 3 de recuperacion
(Figura 15.B). Durante los dias del 5 al 8 de recuperacion, el nUmero de transiciones a
fase REM aumentd, alcanzando su incremento maximo en el dia 5 (45,32%, 1,08 + 0,83

episodios/h) (Figura 15.B).

Por su parte, el nUmero de transiciones abortadas se redujo en un 50,25% (-1,85
+ 0,79 episodios/h) durante el tratamiento con desipramina y no mostré diferencias
significativas con el valor inicial durante los dias del 1 al 4 del periodo de recuperacion
post-tratamiento (Figura 15.C). Durante los dias del 5 al 8, el nUmero de transiciones
abortadas aumentd, con un incremento maximo del 62,68% (2,31 + 2,36 episodios/h)

en el dia 5 de recuperacién post-tratamiento (Figura 15.C).

Para esclarecer si la manipulacién de las ratas o el vehiculo de la desipramina
tuvieron algun efecto sobre el ciclo vigilia-suefio, se realizd un control que consistié en
la sustitucidn de las 6 dosis de desipramina por solucion salina. No se hallaron
diferencias significativas en los tiempos por dia en fase REM, en transiciones a fase REM
y en transiciones abortadas a lo largo del periodo de registro (prueba T para muestras

relacionadas, P>0,05. N=4 individuos).

88



RESULTADOS

24 I * % ** " I

1- ok kR Rk 1}

Ne¢ REM/h T>
e
N
e
——
——

N2 tREM/h 0
w B
*
*
—=—
=
[
|

1- I T T 1

C 101 s,k K* *
< 7 I
2. . I
z ;_ i ; 1 I I 1 I I

0- - . . T T . . . . . .

I L T2 TI3 Rl R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8

Figura 15. Efectos de la privaciéon de fase REM de 3 dias por administracién de desipramina
sobre el numero de episodios de fase REM (A), transiciones a fase REM (B; tREM) vy
transiciones abortadas (C; tAb). |, dia inicial; T1 a T3, dias del tratamiento con desipramina del
1 al 3; R1 a R8, dias de recuperacién post-tratamiento del 1 al 8. Se destacan en color rojo los
valores correspondientes al periodo de tratamiento con desipramina. Las barras de error
representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las diferencias significativas
respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas).
N=7 individuos.

De este modo, la administracién de desipramina indujo una privacién de fase REM
que fue selectiva, ya que no redujo la cantidad de fase NREM. Durante los primeros dias
después del tratamiento, la cantidad de fase REM fue aumentando progresivamente
hasta que superd el valor inicial de forma significativa, alcanzando el incremento
maximo en el dia 5 post-tratamiento. Asi, el incremento del tiempo en fase REM ocurrid
de manera retardada respecto al método de la plataforma, cuyo incremento maximo se
alcanzd en el dia 1 post-privacion. Este retraso pudo deberse al tiempo de lavado del

farmaco tras el final del periodo de tratamiento.
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4.3 Efectos de la privacion de fase REM sobre la actividad electroencefalografica

En la literatura se describe que la privacion de fase REM induce cambios en la
potencia de las actividades delta (0,5-4 Hz) y theta (6-9 Hz) del EEG. Sin embargo, existe
poca informacidén acerca de los efectos de la privacién sobre las actividades de mayor
frecuencia y se desconoce si puede producir cambios en la frecuencia de las oscilaciones

del EEG.

Para determinar los efectos de la privacién de fase REM sobre la actividad
electroencefalogréfica, se realizé un estudio de la densidad espectral de potencia del
EEG. Se analizaron episodios de vigilia, fase NREM y fase REM a intervalos regulares de
12 h tras la privacién y se compararon los espectros de potencia del EEG en cada
momento con la situacién inicial mediante pruebas T para muestras relacionadas.
Adicionalmente, dado que la actividad theta presentd un pico de potencia bien definido
gue permitié distinguirla claramente del resto de las actividades del EEG, se estudio el

efecto de la privacidon sobre sus valores de frecuencia y potencia.

Los analisis se llevaron a cabo en tres grupos de ratas de la cepa Lister Hooded,
gue se sometieron a una privacién de fase REM por el método de la plataforma durante
4 (N=8 individuos) o 6 dias (N=5 individuos), o bien por administracién de desipramina
durante 3 dias (N=8 individuos). Adicionalmente, se realizdé un control (N=4 individuos)
en el que las ratas se sometieron a un tratamiento idéntico a la privacién por

desipramina, salvo que las inyecciones fueron de solucién salina.

4.3.1 Efectos sobre el EEG durante la fase REM

La privacién de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma provocé un
cambio en el perfil de potencia del EEG durante la fase REM, que sugirié un incremento
de la frecuencia de sus actividades (Figura 16.A). Este incremento afectd a todo el rango
de frecuencias y fue especialmente evidente por debajo de los 20 Hz. El aumento de
frecuencia fue maximo durante los primeros episodios de fase REM tras la privacién
(Figura 16.A) y remitid progresivamente durante el periodo de recuperacidon post-

privacién (Figura 16, B-F).
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Figura 16. Cambios en la densidad espectral de potencia del EEG de la fase REM tras la
privacion de 4 dias por el método de la plataforma. Se representa el espectro de potencia
medio de los primeros episodios de fase REM registrados tras la privacion (A) y de los
episodios muestreados cada 12 h a lo largo del periodo de recuperacién post-privacion (B-F).
Trazo azul, EEG inicial; trazo rojo, EEG de recuperacidn post-privacién. Las bandas grises
representan las diferencias significativas de potencia entre la situacion inicial y la situacién de
recuperacion (prueba T para muestras relacionadas, P<0,01). N=8 individuos.
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Con el fin de determinar si el incremento de la duracion de la privaciéon podria
exacerbar los cambios que se observaron tras los 4 dias de privacion, se realizé una
privacion de 6 dias por el método de la plataforma (N=5 individuos). Del mismo modo
que tras la privacion de 4 dias, se observaron cambios en el espectro de potencia, que
sugirieron la existencia de un incremento en la frecuencia de las actividades del EEG
(Figura 17.A). Tras la privacion de 6 dias, la magnitud de los cambios fue mayor que tras
la privacion de 4 dias y se observaron mejor los incrementos de frecuencia en las bandas
de frecuencia mas alta (Figura 17.A). Los mayores cambios se observaron durante los
primeros episodios de fase REM del periodo de recuperacién post-privacion, y estas
modificaciones decayeron progresivamente en los dias sucesivos hasta que el espectro

de potencia del EEG volvio a ser similar a la situacién inicial (Figura 17.B-F).

La privacion de 3 dias por administracion de desipramina indujo cambios en el
perfil de potencia del EEG durante la fase REM que sugirieron un incremento de la
frecuencia de sus actividades. El incremento de frecuencia no se produjo al inicio del
periodo post-tratamiento, sino que ocurri6 de forma retardada y gradual. Asi, el
espectro de potencia del EEG fue semejante a la situacidn inicial durante el principio del
periodo de recuperacion post-privacion (Figura 18.A) y las mayores modificaciones se
observaron entre las 84 y las 108 h post-tratamiento (Figura 18, Cy D). A continuacion,
los cambios revirtieron progresivamente hasta que el espectro de potencia del EEG

volvié a ser semejante a la situacion inicial (Figura 18.F).
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Figura 17. Cambios en la densidad espectral de potencia del EEG de la fase REM tras la
privacion de 6 dias por el método de la plataforma. Se representa el espectro de potencia
medio de los primeros episodios de fase REM registrados tras la privacion (A) y de los
episodios muestreados cada 12 h a lo largo del periodo de recuperacién post-privacion (B-F).
Trazo azul, EEG inicial; trazo rojo, EEG de recuperacidon post-privacién. Las bandas grises
representan las diferencias significativas de potencia entre la situacion inicial y la situacién de
recuperacion (prueba T para muestras relacionadas, P<0,01). N=5 individuos.
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Figura 18. Cambios en la densidad espectral de potencia del EEG de la fase REM tras la
privacion de 3 dias por administracién de desipramina. Se representa el espectro de potencia
medio de los episodios de fase REM muestreados a las 36 h de recuperaciéon (A) ycada 24 h a
lo largo del periodo de recuperacion post-tratamiento (B-F). Trazo azul, EEG inicial; trazo rojo,

EEG de recuperacion post-tratamiento. Las bandas grises representan las diferencias

significativas de potencia entre la situacidn inicial y la situacién de recuperacion (prueba T

para muestras relacionadas, P<0,01). N=8 individuos.
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Para caracterizar el incremento generalizado de la frecuencia que se observé tras
la privacién de fase REM, la frecuencia de las actividades del EEG post-privacion se
redujo mediante el remuestreo de la sefial. Para ello, se aumenté la tasa de muestreo
de la sefal de EEG post-privacién, reduciendo, por tanto, la frecuencia de todas las
actividades del EEG en la misma proporcién. Se seleccionaron los momentos en los que
se observaron los cambios maximos en frecuencia, esto es, el inicio del periodo de
recuperacion tras la privacion de 6 dias por el método de la plataforma y 108 h después
del fin del tratamiento con desipramina. La reduccion de la frecuencia se realizé en pasos
del 1% vy, en cada caso, se llevd a cabo la comparacion estadistica del espectro de
frecuencias de la sefial remuestreada con la situacién inicial. Este procedimiento se
repitié hasta que se hallé la situacion de menor diferencia con el EEG de la situacidon
inicial. Asi, se obtuvo que la mayor parte de las diferencias significativas de potencia
para la privacién por el método de la plataforma (Figura 19.A) desaparecieron tras
reducir la frecuencia del EEG post-privacién en un 11% (Figura 19.B). Por su parte, las
diferencias significativas de potencia tras el tratamiento con desipramina (Figura 19.C)
desaparecieron tras una reduccién del 6% en la frecuencia del EEG post-tratamiento
(Figura 19.D). De este modo, un incremento generalizado de la frecuencia del EEG
explicd satisfactoriamente los cambios inducidos por la privacion. Las diferencias
significativas remanentes tras la reducciéon de la frecuencia del EEG post-privacion

podrian deberse a modificaciones en la potencia de la sefal.
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Figura 19. Andlisis de la reduccion de la frecuencia del EEG de la fase REM tras la privacion de
6 dias por el método de la plataforma (A y B; P6D) y de 3 dias por administracién de
desipramina (C y D; DMI). Se representa la comparacion entre los espectros de potencia
medios en la situacion inicial y de recuperacién post-privacion, antes (A y C) y después de
reducir la frecuencia del EEG de recuperacion un 11% (B) y un 6% (D). Trazo azul, EEG inicial;
trazo rojo, EEG de recuperacién. Las bandas grises representan las diferencias significativas
de potencia entre la situacion inicial y la situacion de recuperacion (prueba T para muestras
relacionadas, P<0,01). N=5 (A y B) y 8 individuos (C y D).

Dado que la oscilacidon theta muestra un pico de potencia conspicuo y se distingue
claramente de las demas actividades del EEG, se procedio a realizar un analisis concreto
de la frecuencia y la potencia de esta actividad. En la Figura 20 se muestra un ejemplo
representativo de la variacion de la frecuencia de la actividad theta a lo largo del tiempo

de registro en un animal privado de fase REM durante 6 dias por el método de la
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plataforma. Como se puede observar, la frecuencia de theta aumento tras la privacion

respecto a la situacién inicial, y este incremento decayé gradualmente.

50s

P/F (dB/Hz)

~ muﬂahl

72 h

Figura 20. Ejemplo de espectrograma del EEG de la fase REM de una rata sometida a una
privacion de 6 dias por el método de la plataforma. Se representan intervalos 50 s de fase
REM pertenecientes a la situacidn inicial (I), al primer episodio de fase REM tras finalizar el
periodo de privacién (0 h) y a episodios seleccionados cada 24 h a continuacién. El cédigo de
color representa la potencia de la sefial por unidad de frecuencia (P/F), expresada en dB/Hz.
Obsérvese que la oscilacion theta experimentd un incremento de frecuencia después del
protocolo de privacidn, que decay6 progresivamente.

Para caracterizar los cambios en la oscilacion theta, se realizé un analisis de la
modificacion de la frecuencia y de la magnitud del pico de potencia respecto a la

situacion inicial a lo largo del periodo de recuperacién post-privacion.

La privacion de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma produjo un
incremento significativo del 8,76% (0,69 + 0,16 Hz) en la frecuencia del pico de theta
durante la fase REM al inicio del periodo post-privacion (prueba T para muestras
relacionadas, P<0,01) (Figura 21.A). La privaciéon de 6 dias, por su parte, indujo un
aumento del 13,08% (1,03 + 0,28 Hz; prueba T para muestras relacionadas, P<0,01) en
la frecuencia del pico de theta durante la fase REM al inicio del periodo post-privaciéon
(Figura 21.B). El incremento de la frecuencia de theta que se observd tras 6 dias de
privacién fue significativamente superior al que se produjo tras 4 dias de privacion
(prueba T para muestras independientes, P<0,05). En ambos casos, el incremento de la
frecuencia del pico de theta decayd progresivamente a lo largo del periodo de

recuperacién hasta que dejo de ser significativo.

La privacion de 3 dias por administraciéon de desipramina produjo un descenso

inicial leve, aunque significativo (3,03%, -0,24 + 0,29 Hz; prueba T para muestras
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relacionadas, P<0,05), de la frecuencia del pico de theta a las 24 h post-tratamiento
(Figura 21.C). Posteriormente, la frecuencia se equipard con el valor inicial y lo superé a
las 72 h de recuperacién post-tratamiento, alcanzando el incremento maximo de
frecuencia a las 108 h post-tratamiento (7,69%, 0,61 + 0,16 Hz; prueba T para muestras
relacionadas, P<0,01) (Figura 21.C). A continuacién, el incremento de frecuencia decayd

hasta dejar de ser significativo a las 156 h (Figura 21.C).
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Figura 21. Frecuencia del pico de potencia de la oscilacién theta durante la fase REM en la
situacidn inicial (1) y a lo largo del periodo de recuperacidn tras la privacién. (A), privacion de
4 dias por el método de la plataforma; (B), privacion de 6 dias por el método de la plataforma;
(C), privacion de 3 dias por administracion de desipramina. Las barras de error representan
las desviaciones tipicas. Las bandas grises marcan la desviacion tipica del valor inicial para
facilitar la interpretacion de la figura. Los asteriscos representan las diferencias significativas
respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas).
N=8 (A, C) y 5 (B) individuos.

La privacion de 4 dias por el método de la plataforma produjo un incremento de
la magnitud del pico de potencia de theta, que solo fue significativo a las 24 h post-
privacion (23,48%, 148,11 + 127,50 mV?/Hz; prueba T para muestras relacionadas,
P<0,05) (Figura 22.A). De igual manera, la privacion de 6 dias produjo un aumento del

pico de potencia de theta que fue significativa a las 12 y 24 h post-privacién, con un
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maximo del 41,78% (364,70 + 174,32 mV?/Hz) a las 24 h (Figura 22.B). La privacion
mediante la administracion de desipramina, sin embargo, no produjo incrementos
significativos en la magnitud del pico de potencia de theta, sino Unicamente una

reduccion del 8,18% (-123,71 + 200,31 mV?/Hz) a las 24 h post-tratamiento (Figura 22.C).
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Figura 22. Valor del pico de potencia de la oscilacién theta durante la fase REM en la situacidn
inicial (1) y a lo largo del periodo de recuperacion tras la privacion. (A), privacion de 4 dias por
el método de la plataforma; (B), privacion de 6 dias por el método de la plataforma; (C),
privacién de 3 dias por administracion de desipramina. log DEP, logaritmo de la densidad
espectral de potencia (10:logio mV?%/Hz). Las barras de error representan las desviaciones
tipicas. Las bandas grises marcan la desviacion tipica del valor inicial para facilitar la
interpretacion de la figura. Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto a

la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=8 (A, C) y
5 (B) individuos.

4.3.2 Efectos sobre el EEG durante la vigilia tranquila

Con objeto de reducir la variabilidad en el andlisis de la vigilia, se utilizaron
Unicamente episodios de vigilia tranquila. Esto se hizo porque el EEG presentd una
mayor homogeneidad durante la vigilia tranquila que durante la vigilia activa, asi como
una menor contaminacién por la actividad muscular y una menor propension a contener

artefactos debidos al movimiento de los cables de registro. Adicionalmente, se observd
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gue tras la privacion por el método de la plataforma aumenté la proporcion de vigilia
activa (con actividad theta de potencia y frecuencia elevadas, y contaminacién intensa
por la actividad muscular) respecto a la de vigilia tranquila (con actividad theta de menor
potencia y frecuencia, y menor contaminacion). Por tanto, utilizar exclusivamente
episodios de vigilia tranquila evité que los cambios en las proporciones de vigilia activa

y tranquila en la muestra analizada afectasen a los resultados del presente estudio.

Durante la vigilia tranquila se observé un incremento de la frecuencia de la
oscilacién theta tras la privacién de fase REM. En la Figura 23 se muestra el espectro de
potencia del EEG durante los momentos en los que se apreciaron mayores diferencias
significativas entre las situaciones inicial y post-privacion. El incremento de la frecuencia
de theta fue evidente tras la privacién de 4 (Figura 23.A) y de 6 dias (Figura 23.B) por el
método de la plataforma, aunque fue dificil de apreciar tras la privacién de 3 dias por

administracién de desipramina (Figura 23.C).

Tras la privacion de 6 dias por el método de la plataforma se observd un
incremento de la potencia del EEG que pudo corresponderse con un aumento
generalizado de frecuencia (Figura 23.B). Sin embargo, este incremento no fue
significativo en las bandas de frecuencia superior a theta, probablemente debido a la
elevada variabilidad del espectro de potencia del EEG durante la vigilia. Tras
remuestrear la sefial de EEG post-privacidn para reducir la frecuencia de sus actividades
en un 11%, la comparacion visual de su espectro de potencia con la situacion inicial
mostré que ambas sefiales se asemejaron mas, pero continuaron teniendo diferente
aspecto (Figura 23.D), lo que sugirio un posible incremento generalizado de la potencia

del EEG tras la privacion.
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Figura 23. Cambios en la densidad espectral de potencia del EEG de vigilia inducidos por la
privacion de 4 (A; PAD) y de 6 dias (B; P6D) por el método de la plataforma, y por la privacién
de 3 dias por administracidon de desipramina (C; DMI). Se representan los momentos tras la
privacion cuyo espectro de potencia medio mostré mayores diferencias significativas
respecto a la situacidn inicial, asi como el resultado de reducir un 11% la frecuencia del EEG
tras la privacion de 6 dias por el método de la plataforma (D; remuestreo P6D). Trazo azul,
EEG inicial; trazo rojo, EEG de recuperacion. Las bandas grises representan las diferencias
significativas de potencia entre la situacion inicial y la situacion de recuperacién (prueba T
para muestras relacionadas, P<0,01). N=8 (A, C) y 5 (B, D) individuos.

El andlisis de la frecuencia en el pico de potencia de theta mostré que las
privaciones de 4 y 6 dias por el método de la plataforma indujeron un incremento, que
fue maximo al inicio del periodo de recuperacidén post-privacién en ambos casos. El
incremento fue del 8,42% (0,55 + 0,13 Hz; prueba T para muestras relacionadas, P<0,01)
tras la privacion de 4 dias (Figura 24.A) y del 13,22% (0,86 + 0,49 Hz; prueba T para

muestras relacionadas, P<0,05) tras la privacién de 6 dias (Figura 24.B). En los dias
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sucesivos, los incrementos de la frecuencia fueron decayendo progresivamente hasta
que dejaron de ser significativos. No hubo diferencias significativas entre las magnitudes
de los incrementos de frecuencia tras 4 y 6 dias de privacion (prueba T para muestras

independientes, P>0,05).

Tras la privacién por administracién de desipramina ocurrié un descenso (3,99%,
-0,26 £ 0,20 Hz) en la frecuencia del pico de theta a las 24 h post-tratamiento respecto
al valor inicial (prueba T para muestras relacionadas, P<0,05) (Figura 24.C). A
continuacion, tuvo lugar un incremento de la frecuencia del pico de theta, que fue
ocurrié de forma retardada y fue de escasa magnitud, con un maximo del 3,76% (0,25 +
0,24 Hz; prueba T para muestras relacionadas, P<0,05) a las 108 h de recuperacion

(Figura 24.C).
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Figura 24. Frecuencia del pico de potencia de la oscilacidon theta durante la vigilia en la
situacidn inicial (1) y a lo largo del periodo de recuperacion tras la privacién. (A), privacién de
4 dias por el método de la plataforma; (B), privacién de 6 dias por el método de la plataforma;
(C), privacion de 3 dias por administracion de desipramina. Las barras de error representan
las desviaciones tipicas. Las bandas grises marcan la desviacidn tipica del valor inicial para
facilitar la interpretacion de la figura. Los asteriscos representan las diferencias significativas
respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas).
N=8 (A, C) y 5 (B) individuos.

102



RESULTADOS

En cuanto a la magnitud del pico de potencia de theta, la privacién de 6 dias por
el método de la plataforma indujo un incremento que solo fue significativo a las 12 h de
recuperacion post-privacion (51,02%, 115,37 + 85,41 mV?%/Hz; prueba T para muestras
relacionadas, P<0,05) (Figura 25.B). La privaciéon de 4 dias por el método de la plataforma
no produjo incrementos en la potencia de theta durante la vigilia en el periodo post-
privacion (Figura 25.A). La privaciéon por administraciéon de desipramina provocd un
aumento sostenido de la potencia de theta, que abarcé desde las 36 hasta las 120 h tras
el final del periodo de tratamiento, con un maximo del 36,04% (44,19 + 39,09 mV?/Hz;

prueba T para muestras relacionadas, P<0,05) a las 84 h (Figura 25.C).
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Figura 25. Valor del pico de potencia de la oscilacién theta durante la fase REM en la situacion
inicial (1) y a lo largo del periodo de recuperacidn tras la privacion. (A), privacién de 4 dias por
el método de la plataforma; (B), privacion de 6 dias por el método de la plataforma; (C),
privacion de 3 dias por administracion de desipramina. log DEP, logaritmo de la densidad
espectral de potencia (10-logio mV?/Hz). Las barras de error representan las desviaciones
tipicas. Las bandas grises marcan la desviacion tipica del valor inicial para facilitar la
interpretacion de la figura. Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto a
la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=8 (A, C) y
5 (B) individuos.
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4.3.3 Efectos sobre el EEG durante la fase NREM

La privacion de fase REM por el método de la plataforma produjo cambios en el
EEG durante la fase NREM. Los cambios fueron mayores en los primeros episodios de
fase NREM que se registraron tras el periodo de privaciéon (Figura 26, A y D) y
desaparecieron gradualmente a lo largo del periodo post-privacion (Figura 26, Cy F). La
privacion de 6 dias (Figura 26, D-F) dio lugar a cambios de mayor magnitud que la
privacion de 4 dias (Figura 26, A-C). La privacion mediante la administracion de
desipramina, sin embargo, no produjo cambios apreciables en el EEG durante la fase

NREM.

La caracterizacién del incremento de la frecuencia de las actividades del EEG tras
la privacién durante la fase NREM se llevd a cabo de manera similar a como se hizo para
la fase REM (ver apartado 4.3.1). Asi, se selecciond la situacion post-privacion en la que
el EEG mostro las mayores diferencias con la situacion inicial (en este caso, los primeros
episodios de fase NREM tras la privacidon de 6 dias por el método de la plataforma)
(Figura 26.A) y se llevé a cabo un remuestreo de la sefial de EEG para reducir su
frecuencia. El andlisis mostrd que el incremento de frecuencia fue del 12% y corrobord
gue este fendmeno explico satisfactoriamente los cambios observados en el EEG, ya que
las diferencias significativas con la situacion inicial desaparecieron en su mayoria (Figura

27.B).

Los resultados del presente bloque muestran que la privacién de fase REM produjo
un incremento de la frecuencia de las actividades del EEG, cuya magnitud dependié de
los estados del ciclo vigilia-suefio y del protocolo de privacién empleado. El incremento
de frecuencia se observd inmediatamente después de finalizar la privaciéon por el
método de la plataforma, mientras que se produjo de forma retardada tras la privacién

por administracion de desipramina.
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Figura 26. Cambios en la densidad espectral de potencia del EEG de la fase NREM durante las
primeras 24 h de recuperacion tras la privacién de 4 (A-C; P4D) y de 6 dias (D-F; P6D) por el
método de la plataforma. Trazo azul, EEG inicial; trazo rojo, EEG de recuperacién post-
privacion. Las bandas grises representan las diferencias significativas de potencia entre la
situacidén inicial y la situacion de recuperacion (prueba T para muestras relacionadas, P<0,01).
N=8 (A-C) y 5 individuos (D-E).
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Figura 27. Andlisis de la reduccidon de la frecuencia del EEG de la fase NREM tras la privacion
de 6 dias por el método de la plataforma (P6D). Se representa la comparacion entre los
espectros de potencia medios antes (A) y después (B) de una reduccidn del 12% en la
frecuencia del EEG de recuperacién. Trazo azul, EEG inicial; trazo rojo, EEG de recuperacién
post-privacion. Las bandas grises representan las diferencias significativas de potencia entre
la situacion inicial y la situacidon de recuperacién (prueba T para muestras relacionadas,
P<0,01). N=5 individuos.

4.4 Efectos de la privacion de fase REM sobre el reflejo vestibulo-ocular

El reflejo vestibulo-ocular ha sido estudiado exhaustivamente y el circuito
neuronal que lo produce se conoce bien. Esto, unido a su relativa simplicidad, lo
convierte en un buen modelo para el estudio de los efectos de la privacion de suefio
sobre los sistemas sensoriales y motores. Sin embargo, existen pocos trabajos que hayan
caracterizado los efectos de la privacién sobre el reflejo vestibulo-ocular, y esta laguna
de conocimiento es particularmente acusada en lo referente a la privacién selectiva de
fase REM. En el presente bloque se analizaron los efectos de la privacién de fase REM
de 4 dias por el método de la plataforma y de 3 dias por administracion de desipramina

sobre el reflejo vestibulo-ocular.

Para estudiar los efectos de la privacién de fase REM sobre las propiedades del
reflejo vestibulo-ocular, se prepararon 14 ratas de la cepa Lister Hooded para el registro
de sus actividades electroencefalograficas y electromiograficas, asi como para el registro
de sus movimientos oculares mediante la técnica del seguidor magnético de la posicidon

ocular. El protocolo de induccién del reflejo vestibulo-ocular consistié en una
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estimulacion sinusoidal con frecuenciasde 0,1, 0,2, 0,5, 1y 2 Hz y con una velocidad pico
de 60 2/s. En los animales que se sometieron a una privacion de 4 dias por el método de
la plataforma (N=7 individuos), las propiedades del reflejo vestibulo-ocular se analizaron
en la situacion inicial (previa a la privacion), al finalizar el periodo de privacién y después
de 5 dias de recuperacion post-privacién. En los animales que se privaron de fase REM
por administracion de desipramina durante 3 dias (N=7 individuos), las propiedades del
reflejo se analizaron en la situacién inicial, al finalizar el periodo de tratamiento y a los

4y 7 dias post-tratamiento.

El nivel de alerta de los animales condiciond la ganancia del reflejo vestibulo-
ocular y las caracteristicas de las fases rapidas. Concretamente, la reduccion del nivel de
alerta, que se detecté mediante el estudio del EEG y el EMG, se acompaid de una
reduccion de la ganancia del reflejo y del nimero de fases rapidas por ciclo de
estimulacion. Basté una estimulacidon suave para revertir esta caida. Para evitar que los
efectos del nivel de alerta se confundiesen con los de la privacién de fase REM, se
analizaron Unicamente los ciclos de estimulacién vestibular en los que las caracteristicas

del EEG y el EMG mostraron que los individuos se encontraban en vigilia activa.

4.4.1 Efectos de la privacion de fase REM sobre la ganancia del reflejo vestibulo-

ocular

4.4.1.1 Cambios inducidos por la privacidon por el método de la plataforma sobre

agua

En todos los animales, la privacidon de 4 dias por el método de la plataforma
provocd una reduccidn de la ganancia y de la magnitud de las fases rapidas del reflejo
vestibulo-ocular. La Figura 28 muestra un ejemplo representativo de los movimientos
oculares de una rata, provocados por una estimulacién sinusoidal en la situacién inicial

y tras el periodo de privacion.
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Figura 28. Ejemplo representativo de los movimientos oculares en el plano horizontal
inducidos por una estimulacion vestibular sinusoidal con velocidad pico de 60 9/s y
frecuencias de 0,1, 0,2, 0,5, 1 y 2 Hz en un animal. Se representan la situacion inicial (primera
columna) y la situacién después de la privacidon de fase REM de 4 dias por el método de la
plataforma (segunda columna). Se muestran los trazos de posicidn (A) y de velocidad del ojo
(B y C). Los trazos de velocidad se muestran en dos escalas diferentes para que se aprecien
los detalles de la ganancia del reflejo (B) y la velocidad pico de las fases rapidas (C).
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El anadlisis de la fase lenta del reflejo vestibulo-ocular mostré que la ganancia
media del reflejo disminuyd en un 26,44% (de 0,85 £ 0,102 0,62 £ 0,11) tras la privacién
por el método de la plataforma (Figura 29). La caida post-privacién de la ganancia fue
significativa para todas las frecuencias de estimulacién utilizadas. Tras un periodo de
recuperacién post-privacién de 5 dias, la ganancia fue similar al valor inicial en todos los
casos (Figura 29). Estas comparaciones se llevaron a cabo mediante pruebas T para

muestras relacionadas.
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Figura 29. Variaciones en la ganancia del reflejo vestibulo-ocular tras la privacion de fase REM
de 4 dias por el método de la plataforma. Se representa, para las frecuencias de estimulacién
indicadas en el eje de abscisas, la ganancia en la situacion inicial (blanco), inmediatamente
después de la privacién (negro) y tras un periodo de 5 dias de recuperacion post-privacion
(gris). Las barras de error representan las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las
diferencias significativas respecto a la situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para

muestras relacionadas). N=7 individuos.
Los valores de la ganancia, desglosados en funcién de la frecuencia de

estimulacion y de la situacién experimental (inicial, post-privacién y de recuperacién),

se muestran en la Tabla 3.
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Situacién
Frecuencia Inicial Post-privacion | Recuperacion
0,1 Hz 0,89 + 0,08 0,60+0,12 0,87 +0,10
0,2 Hz 0,88 +0,07 0,60+ 0,09 0,86+0,11
0,5 Hz 0,88 +0,10 0,62 +0,09 0,89+0,11
1Hz 0,85+ 0,07 0,63+0,11 0,86+0,11
2 Hz 0,78+0,13 0,67+0,14 0,80+0,13

Tabla 3. Valores de la ganancia por frecuencia de estimulacidn vestibular en la situacidn inicial,
al finalizar la privacion de 4 dias por el método de la plataforma (Post-privacién) y tras un
periodo de 5 dias de recuperaciéon. Se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas.

4.4.1.2 Cambios inducidos por la privacidon por administracién de desipramina

Al igual que la privacién por el método de la plataforma, la privacion de fase REM
por administracién de desipramina indujo una caida de la ganancia del reflejo vestibulo-
ocular y de la magnitud de las fases rapidas en todos los animales. En la Figura 30 se
muestra un ejemplo representativo de los movimientos oculares durante una

estimulacion vestibular sinusoidal antes y después del tratamiento con desipramina.
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Figura 30. Ejemplo representativo de los movimientos oculares en el plano horizontal
inducidos por una estimulacion vestibular sinusoidal con velocidad pico de 60 9/s y
frecuencias de 0,1, 0,2, 0,5, 1 y 2 Hz en un animal. Se representan la situacion inicial (primera
columna) y la situacion después de la privacion de fase REM de 3 dias por administracion de
desipramina (segunda columna). Se muestran los trazos de posicion (A) y de velocidad del ojo
(B 'y C). Los trazos de velocidad se muestran en dos escalas diferentes para que se aprecien
los detalles de la ganancia del reflejo (B) y la velocidad pico de las fases rapidas (C).
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Tras la privacion de 3 dias por administraciéon de desipramina, la ganancia del
reflejo vestibulo-ocular mostré una disminuciéon media del 27,41% (de 0,89 £ 0,09 a 0,65
+0,09) (Figura 31). A los 4 dias post-tratamiento, la ganancia del reflejo continué siendo
inferior a la inicial, con una reduccién media del 16,02% respecto al valor control (de
0,89 + 0,09 a 0,75 + 0,07) (Figura 31). No obstante, a los 4 dias post-tratamiento, la
ganancia en todas las frecuencias de estimulacidn fue significativamente mayor que en
la situacién post-tratamiento (15,70% de media, de 0,65 + 0,09 a 0,75 + 0,07), lo que
indicd que se produjo una recuperacion parcial de la ganancia en este intervalo de
tiempo. A los 7 dias de recuperacion post-tratamiento, la ganancia del reflejo no difirié
significativamente del valor inicial para ninguna frecuencia de estimulacién (Figura 31).

Estas comparaciones se llevaron a cabo mediante pruebas T para muestras relacionadas.
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Figura 31. Variaciones en la ganancia del reflejo vestibulo-ocular tras la privacion de fase REM
de 3 dias por administracién de desipramina. Se representa, para las frecuencias de
estimulacion vestibular indicadas en el eje de abscisas, la ganancia en la situacidn inicial
(blanco), inmediatamente después del tratamiento (negro), y tras 4 (gris oscuro) y 7 dias (gris
claro) de recuperacién post-tratamiento. Las barras de error representan las desviaciones
tipicas. Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la situacion inicial.
** P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=7 individuos.

Los valores de la ganancia, desglosados en funcién de la frecuencia de

estimulacion y de la situacion experimental, se muestran en la Tabla 4.

112



RESULTADOS

Situacion
Frecuencia Inicial Pos.t- Recupelracic’m Recupe,racic’m
tratamiento 4 dias 7 dias
0,1 Hz 0,90 £ 0,06 0,64 £ 0,07 0,70 £ 0,05 0,92 £ 0,07
0,2 Hz 0,89 £ 0,08 0,61+0,10 0,74 £ 0,05 0,91+ 0,07
0,5 Hz 0,91+ 0,08 0,66 + 0,08 0,78 £ 0,04 0,91 +0,07
1 Hz 0,88 £ 0,09 0,69 £ 0,09 0,78 £ 0,09 0,89 £ 0,09
2 Hz 0,89 +0,13 0,66 0,11 0,76 £ 0,08 0,89+0,12

Tabla 4. Valores de la ganancia por frecuencia de estimulacidn vestibular en la situacién inicial,
al finalizar la privacién de 3 dias por administracidn de desipramina (Post-tratamiento) y a los
4y 7 dias de recuperacion. Se muestran los valores medios y las desviaciones tipicas.

La realizacidon de un control sustituyendo las inyecciones de desipramina por
solucidn salina no produjo cambios en la ganancia del reflejo para ninguna frecuencia
de estimulacién vestibular (prueba T para muestras relacionadas, P>0,05, N=4

individuos).

Dado que tanto la aplicacién del método de la plataforma como la administracién
de desipramina indujeron una caida de la ganancia del reflejo vestibulo-ocular, se puede

concluir que esta se debid a la privacién de fase REM.

4.4.2 Efectos de la privacién de fase REM sobre las fases rapidas del reflejo

vestibulo-ocular

Para el analisis del efecto de la privacién de fase REM sobre las fases rapidas del
reflejo vestibulo-ocular se seleccionaron las fases rdpidas que ocurrieron durante la
estimulacion sinusoidal con frecuencia de 0,1 Hz, ya que estas fueron mas numerosas
por ciclo de estimulacion que para las frecuencias de estimulaciéon superiores. Se
cuantificé el nimero de fases rapidas por ciclo y se analizaron la amplitud, la velocidad

pico y la duracién de cada fase rapida.
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4.4.2.1 Cambios inducidos por la privacién por el método de la plataforma sobre

agua

Tras la privacion de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma, la amplitud
y la velocidad pico de las fases rapidas disminuyeron con respecto a los valores iniciales
enun 30,61% (de 13,64 +1,372a9,46 + 1,17 2) (Figura 32.A) y en un 34,75% (de 976,24
+ 107,75 2/s a 636,92 *+ 65,24 2/s) (Figura 32.B), respectivamente (prueba T para

muestras relacionadas, P<0,01).
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Figura 32. Variaciones en la amplitud (A), velocidad pico (B) y duracion (C) de las fases rapidas
del reflejo vestibulo-ocular, y en el numero de fases rapidas por ciclo de estimulacién
sinusoidal (D), en respuesta a la privacion de fase REM de 4 dias por el método de la
plataforma. Las letras en los ejes de abscisas representan: |, valores en la situacion inicial; P,
valores tras el periodo de privacidn; R, valores tras el periodo de recuperacién post-privacion.
Se representan en blanco los valores correspondientes a los movimientos en la direccion de
abduccidn, en gris oscuro los correspondientes a los movimientos en la direccion de aduccién
y en gris claro los valores conjuntos para ambas direcciones. Las barras de error representan
las desviaciones tipicas. Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la
situacion inicial. *, P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=7 individuos.
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La duracion media de las fases rdpidas en la direccion de aduccion aumentdé
ligeramente (9,51%, de 23,31 + 1,30 ms a 25,53 + 1,44 ms; prueba T para muestras
relacionadas, P<0,05) tras la privacién. Sin embargo, el incremento de la duracién no fue
significativo para los movimientos en la direccién de abduccion (6,38%, de 25,33 £ 1,93
ms a 36,94 + 1,10 ms; prueba T para muestras relacionadas, P>0,05) (Figura 32.C). El
numero medio de fases rapidas por ciclo de estimulacidn sinusoidal se redujo en un
12,51% (de 24,49 + 2,97 movimientos/ciclo a 21,43 + 2,21 movimientos/ciclo; prueba T
para muestras relacionadas, P<0,01) (Figura 32.D). Las magnitudes de los cambios en la
amplitud, la velocidad pico y la duracién de las fases rapidas fueron similares para los
movimientos de abducciéon y de aduccién (prueba T para muestras relacionadas,

P>0,05).

Dada la similitud entre las fases rapidas en las direcciones de abduccion y de
aduccion, los movimientos oculares en ambas direcciones se agruparon para estudiar
los efectos de la privacién por el método de la plataforma sobre las relaciones entre la
amplitud y la velocidad pico. Para cada animal se midieron las amplitudes y las
velocidades pico en 80 fases rapidas en la direccion de abducciéon y en 80 en la de
aduccidén, tanto en la situacién inicial como tras el protocolo de privacion (N=7
individuos). Mediante la herramienta aoctoo/ de MATLAB se realizé un analisis de la
covarianza (ANCOVA) de ambas variables, que mostrd que las pendientes de las rectas
de ajuste fueron de 50,14 2/s/2 tanto en la situacién inicial como post-privacion y que

ambas pendientes no difirieron estadisticamente (F=0,00, P>0,05) (Figura 33).

1600+ o Figura 33. Efectos de la privacion de fase
y=50,14x+ 294,33 . .. i : : REM de 4 dias por el método de la plataforma
12001 sobre la relacién amplitud-velocidad pico de
i las fases rapidas del reflejo vestibulo-ocular.
% 800+ Azul, situacidn inicial; rojo, situacién tras la
= y=50,14x+ 162,55  privacion. No se hallaron diferencias
4001 _R' ~07 significativas entre las pendientes de las
— IPnclng;l:rivacién rectas inicial y post-privacion (prueba
o T 0 15 50 s ANCOVA,F=0,00,P>0,05). N=7 individuos (80
Amplitud (2) movimientos oculares en cada direcciéon por

individuo).
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4.4.2.2 Cambios inducidos por la privacion por administracion de desipramina

La privacion por desipramina indujo una disminucion significativa de las
amplitudes (25,87%, de 12,92 + 1,28 2a 9,58 + 0,93 2) (Figura 34.A) y de las velocidades
pico (25,77%, de 884,77 + 77,60 2/s a 656,80 + 65,33 ¢/s) (Figura 34.B) de las fases
rapidas del reflejo vestibulo-ocular respecto a los valores iniciales (prueba T para
muestras relacionadas, P<0,01). Esta reduccién fue de magnitud similar entre los
movimientos en las direcciones de abducciéon y de aduccidn (prueba T para muestras
relacionadas, P>0,05). A los 4 dias de recuperacién post-tratamiento, las amplitudes y
las velocidades pico de las fases rapidas continuaron siendo inferiores al valor inicial en
un 17,83% (de 12,92 + 1,28 2 a 10,62 + 0,74 2) (Figura 34.A) y en un 13,95% (de 884,77
+ 77,60 2/s a 761,30 + 76,14 2/s) (Figura 34.B), respectivamente. A los 7 dias post-
tratamiento, las fases rapidas no mostraron diferencias en ningln pardmetro respecto
a la situacién inicial. No se hallaron cambios significativos en las duraciones de las fases
rapidas (Figura 34.C) ni en el niUmero de fases rapidas por ciclo de estimulacién (Figura
34.D), cuyos valores fueron de 26,29 + 1,54 ms y de 23,57 + 2,36 movimientos/ciclo en

la situacion inicial, respectivamente.

La realizacion de un control mediante la administracion de solucién salina no
produjo cambios en ninguna de las propiedades de las fases rapidas (prueba T para

muestras relacionadas, P>0,05, N=4 individuos).
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Figura 34. Variaciones en la amplitud (A), velocidad pico (B) y duracién (C) de las fases rapidas
del reflejo vestibulo-ocular, y en el nimero de fases rapidas por ciclo de estimulacién
sinusoidal (D), en respuesta a la privacion de fase REM de 3 dias por administracion de
desipramina. Las letras en los ejes de abscisas representan: |, valores en la situacion inicial; T,
valores tras el periodo de tratamiento; R4, valores tras 4 dias de recuperacion post-
tratamiento; R7, valores tras 7 dias de recuperacion. Se representan en blanco los valores
correspondientes a los movimientos en la direccion de abduccién, en gris oscuro los
correspondientes a los movimientos en la direccién de aduccién y en gris claro los valores
conjuntos para ambas direcciones. Las barras de error representan las desviaciones tipicas.
Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la situacién inicial. *,
P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=7 individuos.

El estudio del efecto de la privacion de fase REM por administracién de
desipramina sobre la relacion amplitud-velocidad pico de las fases rapidas del reflejo
vestibulo-ocular se realizo, al igual que para el grupo de animales privados por el método
de la plataforma (ver apartado 4.4.2.1), analizando 80 fases rapidas en cada direccién
(de abduccién y de aduccion) por animal, tanto en la situacion inicial como post-
tratamiento (N=7 individuos). El analisis de la covarianza mediante aoctoo/ (ANCOVA)
mostré que no hubo diferencias significativas en las pendientes de las rectas de ajuste

entre la situaciodn inicial y tras la privacién (F=2,94, P>0,05) (Figura 35).
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1600+ Figura 35. Efectos de la privaciéon de fase
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— 2 . . . .
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0 c 10 15 20 g rectas inicial y post-tratamiento (prueba

Amplitud (2) ANCOVA, F=2,94, P>0,05). N=7 individuos (80
movimientos oculares en cada direccién por
individuo).

De este modo, la privaciéon de fase REM, tanto por el método de la plataforma
como por administraciéon de desipramina, indujo una disminucion de la amplitud y la

velocidad pico de las fases rapidas, pero no alterd la relacién entre ambas variables.

4.5 Efectos de la privacion de fase REM sobre los movimientos oculares rapidos

durante la fase REM

Para determinar los efectos de la privacién de fase REM de 4 dias por el método
de la plataforma sobre los movimientos oculares rapidos, se compararon las
caracteristicas de dichos movimientos en la situacién inicial, al finalizar el periodo de
privacion y tras el periodo de recuperacidn post-privacién de 5 dias (N=6 individuos de
la cepa Lister Hooded). Para ello se seleccionaron automdaticamente aquellos
movimientos que superaron los 25 2/s. En la Figura 36 se muestra un ejemplo
representativo de la posicién y de la velocidad de rotaciéon del ojo derecho de un animal
durante un episodio de fase REM en la situacién inicial (Figura 36.A), tras el periodo de

privacion (Figura 36.B) y tras el periodo de recuperacién post-privacién (Figura 36.C).
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Figura 36. Ejemplo representativo de los movimientos oculares rapidos durante la fase REM
en la situacién inicial (A), tras la privacién de 4 dias por el método de la plataforma (B) y tras
un periodo de 5 dias de recuperacion (C) en un animal. HD, sefial de posicion del ojo derecho
en el plano horizontal; HD’, sefial de velocidad del ojo derecho en el plano horizontal. La linea
vertical discontinua sefala el inicio de la transicion a fase REM. Las escalas de tiempo,
amplitud y velocidad de rotacidn ocular se mantuvieron constantes entre los apartados A, B
y C.

Las distribuciones de las amplitudes, las velocidades pico y las duraciones de los
movimientos oculares rapidos no fueron normales, de modo que se utilizaron pruebas

U de Mann-Whitney para las comparaciones estadisticas en estos casos.
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La privaciéon de fase REM produjo un incremento de la mediana de la amplitud de
los movimientos oculares rapidos (Figura 36.B) respecto a la situacién inicial (Figura
36.A). Este incremento fue del 125,12% (de 1,67 2 a 3,75 2) en los movimientos en la
direccion de abduccién y del 119,26% (de 1,50 2 a 3,28 2) en la de aduccién (Figura 37.A)
(P<0,01). Tras el periodo de recuperacion post-privacion, la mediana de la amplitud no

mostroé diferencias significativas con el valor inicial (Figura 37.A).

A 20. B s00- # 4
16. * - < 500-
— o
= 8 400
=} o
£ 5 3001
(o i
S 8 [ [ I S 200 w [
< S
4 B 2 100-
O — l T [ T 1 J_ - 0 T J_ I T J_ T
| P R | P R | P R |
C 804 *% *k O Abduccién

@ Aduccion

o))
@

Duracién (ms)
ey
<Q

N

2
—_
—_—

Figura 37. Variaciones en la distribucion de las amplitudes (A), velocidades pico (B) y
duraciones (C) de los movimientos oculares rapidos durante la fase REM, en respuesta a la
privacién de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma. Se muestran la mediana de
las distribuciones (linea horizontal en el interior de las cajas), el primer y el tercer cuartil de
las distribuciones (margenes inferior y superior de las cajas, respectivamente) y los valores
minimo y maximo de la distribucion (extremos de los bigotes), excluyendo los valores atipicos.
Las letras en los ejes de abscisas representan: |, valores en la situacion inicial; P, valores tras
el periodo de privacidn; R, valores tras 5 dias de recuperacidn post-privacién. Se representan
en blanco los valores correspondientes a los movimientos en la direccidon de abduccién y en
gris los correspondientes a los movimientos en la direccion de aduccién. Los asteriscos
representan las diferencias significativas respecto a la situacidn inicial. **, P<0,01 (prueba U
de Mann-Whitney). N=6 individuos (100 movimientos por individuo y direccion).
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Para determinar si el aumento de la amplitud de los movimientos oculares rapidos
post-privacion se debid a la aparicién de un mayor nimero de movimientos de elevada
amplitud, o bien a un desplazamiento de toda la distribucion hacia amplitudes mayores,
se compararon los histogramas de frecuencia de las amplitudes de los movimientos en

la direcciéon de abduccién y en la de aduccidn (Figura 38).
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Figura 38. Efectos de la privacién de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma sobre
la distribucion de las amplitudes de los movimientos oculares rdpidos. Se representa el
ndimero de movimientos pertenecientes a cada intervalo de amplitud en la situacion inicial
(blanco), inmediatamente después de la privacion (negro) y tras un periodo de recuperacion
de 5 dias (gris). N=6 individuos (100 movimientos por individuo y direccidn). Obsérvese cémo
el nimero de movimientos oculares rapidos de baja amplitud (de 0 a 4 2) se redujo tras la
privacién, mientras que el nimero de movimientos mayores de 4 2 aumentd en todos los
intervalos de amplitud.
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Como se puede apreciar en la Figura 38, el nimero de movimientos oculares de
menor amplitud (de 0 a 4 2) se redujo tras la privacién, mientras que el nimero de
movimientos en todas las categorias superiores a 4 2 aumentd, lo que indicé la existencia
de un incremento generalizado de la amplitud de los movimientos oculares rapidos tras
la privacién. La distribucién de las amplitudes tras el periodo de 5 dias de recuperacién

post-privacion fue mas préxima a la de la situacion inicial (Figura 38).

La privacién de fase REM indujo un incremento de la mediana de la velocidad pico
en los movimientos oculares rapidos de abduccién (97,51%, de 78,07 2/s a 154,18 2/s) y
de aduccion (85,29%, de 71,99 2/s a 133,39 2/s) (P<0,01) (Figura 37.B). Tras el periodo
de recuperacion post-privaciéon, la mediana de la velocidad pico no mostrd diferencias

significativas con la situacion inicial (Figura 37.B).

Del mismo modo que en el caso de las amplitudes, se estudié la distribucion de
frecuencias de los valores de velocidad pico de los movimientos oculares rapidos
durante la fase REM. Se observd que el nimero de movimientos oculares de menor
velocidad pico (de 0 a 200 2/s) disminuyé tras la privacién, mientras que el nimero de
movimientos con velocidad pico superior aumentd (Figura 39). Esto sugirié la existencia
de unincremento generalizado de la velocidad pico de los movimientos oculares rapidos
tras la privacion. La distribucion de las amplitudes fue mas préxima a la de la situacion

inicial tras el periodo de recuperacién post-privacion.
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Figura 39. Efectos de la privacién de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma sobre
la distribucion de las velocidades pico de los movimientos oculares rapidos. Se representa el
numero de movimientos pertenecientes a cada intervalo de velocidades pico en la situacidn
inicial (blanco), inmediatamente después de la privacién (negro) y tras un periodo de
recuperacion de 5 dias (gris). N=6 individuos (100 movimientos por individuo y direccidn).
Obsérvese como el nimero de movimientos de baja velocidad pico (de 0 a 200 2/s) se redujo
tras la privacién, mientras que el nimero de movimientos con velocidad pico superior a 200
2/s aumentd en todos los intervalos de velocidad.

La mediana de la duracién de los movimientos oculares rapidos experimentd un
incremento leve, aunque significativo, tras la privacién de fase REM, que fue del 8,51%
(de 36,45 ms a 39,55 ms) en los movimientos de abduccién y del 8,36% (de 35,30 ms a
38,25 ms) en los movimientos de aduccién (Figura 37.C). Después del periodo de
recuperacién post-privacion, la mediana de la duraciéon no mostré diferencias respecto

a la situacidn inicial (Figura 37.C).
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Tras la privacién de fase REM se observo una disminucidn del 71,91% (de 11,85 s
a 3,33 s; prueba T para muestras relacionadas, P<0,01) en la latencia media de aparicion
del primer movimiento ocular rdpido desde el inicio de la transicidn a fase REM (Figura
40.A). La latencia de aparicion del primer movimiento ocular no mostré diferencias con

el valor inicial después del periodo de recuperacion post-privacion (Figura 40.A).
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Figura 40. Variaciones en la latencia de aparicidn del primer movimiento ocular rapido (A) y
en la densidad de movimientos oculares (B) durante la fase REM, en respuesta a la privacién
de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma. Las letras en los ejes de abscisas
representan: |, valores en la situacion inicial; P, valores tras el periodo de privacién; R, valores
tras 5 dias de recuperacidon post-privacion. Se representan en blanco los valores
correspondientes a los movimientos en la direccion de abduccién, en gris oscuro los
correspondientes a los movimientos en la direccién de aduccién y en gris claro los valores
conjuntos para ambas direcciones. Las barras de error representan las desviaciones tipicas.
Los asteriscos representan las diferencias significativas respecto a la situacion inicial. *,
P<0,05; **, P<0,01 (prueba T para muestras relacionadas). N=6 individuos.

La privacion indujo un aumento de la densidad de movimientos oculares rapidos,
es decir, un incremento en el nimero de movimientos por unidad de tiempo (Figura
40.B). Para cuantificar este incremento se contabilizaron los movimientos oculares en
cada episodio de fase REM. Este numero se dividid por el tiempo transcurrido entre el
primer y el Ultimo movimiento ocular rapido del episodio correspondiente. El aumento
de la densidad de movimientos oculares rapidos fue del 65,80% (de 1,95 + 0,46
movimientos/s a 3,23 + 0,48 movimientos/s) para los movimientos en la direccién de
abduccién y del 69,21% (de 2,06 + 0,59 movimientos/s a 3,49 + 0,48 movimientos/s)

para los movimientos de aduccién (Figura 40.B) (prueba T para muestras relacionadas,
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P<0,01). Tras el periodo de recuperacién post-privacién, la densidad de movimientos no

mostroé diferencias significativas respecto a la situacion inicial (Figura 40.B).

Finalmente, para determinar si la privacion de 4 dias por el método de la
plataforma alterd la relacidn entre la amplitud y la velocidad pico de los movimientos
oculares rapidos durante la fase REM, se analizaron 100 movimientos en la direccién de
abduccién y 100 en la de aduccidn en cada animal, tanto en la situacidn inicial como tras
el periodo de privacion (N=6 individuos). La comparacién de las pendientes de ajuste
(ANCOVA) de la relacion amplitud-velocidad pico antes y después de la privacién mostré
una disminucion leve, aunque significativa, de las pendientes tras la privacidn, tanto en
el caso de los movimientos en la direccién de abduccion (-9,13%, F=22,91, P<0,01) como

en la de aduccién (-4,91%, F=4,68, P<0,05) (Figura 41).
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Figura 41. Efectos de la privacién de fase REM durante 4 dias por el método de la plataforma
sobre la relacién amplitud-velocidad pico de los movimientos oculares rapidos. Azul, situacién
inicial; rojo, situacién post-privacidon. Vp, velocidad pico. Hubo un leve descenso de la
pendiente de la recta post-privacién respecto a la situacion inicial para los movimientos en
ambas direcciones (prueba ANCOVA. Abduccién: F=22,91, P<0,01; Aduccidn: F=4,68, P<0,05).
N=6 individuos (100 movimientos oculares en cada direccién por individuo).

De este modo, la privacidn de fase REM de 4 dias por el método de la plataforma
indujo un incremento de la densidad, la amplitud, la velocidad pico y la duracion de los
movimientos oculares rdpidos durante la fase REM, y el primer movimiento ocular
rapido tendid a aparecer con una latencia menor desde el inicio de la transicién a fase

REM tras la privacion.
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5 DISCUSION

5.1 Desarrollo del indice ponderado de HFO para la identificacion de los estados

del ciclo vigilia-sueino

En la presente Tesis Doctoral se desarrolld el indice ponderado de HFO. Este indice
permitid la identificacidon de la vigilia y las fases NREM y REM del sueio en la rata
mediante el analisis de las actividades de alta frecuencia (110 a 300 Hz) del EEG. Para
evaluar su eficacia se comparé su rendimiento con el de un método convencional de

analisis del ciclo vigilia-suefio.

Una correcta discriminacion entre los estados de alerta es fundamental para la
reconstruccién precisa del ciclo vigilia-suefio. Dado el gran nimero de cambios a nivel
central y periférico que conllevan las transiciones entre estados, normalmente es
necesario el estudio de multiples variables fisioldgicas para garantizar la fiabilidad de
dicha identificacion. Sin embargo, la complejidad de los analisis aumenta de forma
proporcional a la cantidad de variables que se toman en consideracién
simultaneamente, y esto tiene un impacto negativo sobre la eficacia del analisis manual
del ciclo, lo que es especialmente cierto en estudios que requieren el andlisis de gran
cantidad de registros. Adicionalmente, la complejidad de la cirugia para la preparacién
de los animales para el registro crece al incorporarse variables como el EMG o los
movimientos oculares. Por tanto, un método de analisis que implique una cirugia y un
analisis sencillos constituiria una valiosa herramienta para el estudio del sueno. El indice
ponderado de HFO cumple estos requisitos, dado que es de facil interpretacién y para
su obtencion se requiere Unicamente la implantacidon de electrodos epidurales sobre la

corteza cerebral de la rata.

5.1.1 Fundamentos, obtencidn e interpretacion del indice ponderado de HFO

El indice se fundamenta en el estudio de dos componentes de alta frecuencia del
espectro del EEG: la HFO, que abarca desde 110 hasta 160 Hz, y la contaminacién
derivada de la actividad muscular, que ocupa un espectro de frecuencias mucho mas
amplio y se propaga hacia la corteza cerebral por conduccién de volumen. Ambas
bandas muestran un comportamiento muy distinto en funcién del estado del ciclo

129



DISCUSION

vigilia-suefo. La HFO se registra en la corteza de la rata durante la vigilia y la fase REM,
y estd ausente durante la fase NREM (Scheffer-Teixeira y Tort, 2017). La aparicién de la
HFO delimita con exactitud el inicio de la transicién a fase REM (Sanchez-Lépez y col.,
2018), lo que la convierte en un excelente marcador para la discriminacidon entre
estados. El EEG de la vigilia presenta, ademds de la HFO, una contaminacidn procedente
de la actividad muscular que puede abarcar desde los 20 hasta los 600 Hz
(Muthukumaraswamy, 2013). La contaminacion por la actividad muscular disminuye en
gran medida durante las fases NREM y REM como consecuencia de la reduccién o
supresién del tono muscular, exceptuando la aparicidn de brotes puntuales y breves de
actividad muscular fasica. Teniendo en cuenta que la HFO coexiste con la contaminacién
del EEG por la actividad muscular durante la vigilia, que ambas estdn ausentes durante
la fase NREM y que solo la HFO ocurre de forma consistente durante la fase REM, el
indice ponderado de HFO se disefié para cuantificar la relacion entre las potencias de

ambas bandas a lo largo del tiempo.

El indice ponderado de HFO se calculé como el cociente entre la amplitud de la
sefial de EEG filtrada entre 110y 200 Hz y la amplitud de la sefial filtrada entre 110 y 300
Hz. Los valores cercanos a 1 indican una HFO de gran amplitud frente a una escasa
contaminacién por la actividad muscular, mientras que los valores bajos indican lo
opuesto. De este modo, la vigilia se caracterizd por presentar un indice de valor medio
reducido debido a la gran amplitud de la contaminacién por la actividad muscular. El
valor instantaneo del indice fue muy variable a lo largo de los episodios de vigilia debido
a que la contaminacidn por la actividad muscular, a pesar de ser de elevada amplitud en
términos generales, fluctudé en funcién de la postura y del nivel de actividad del
individuo. El valor medio del indice aumentd durante la fase NREM respecto a la vigilia,
lo que se debid a la drastica disminucidon de la contaminacién por la actividad muscular
gue conllevaron la desaparicién de la actividad fasica de la musculatura esquelética y la
reducciéon del tono muscular. Durante la fase REM, el indice alcanzé su valor maximo
debido a la aparicién de una HFO de elevada amplitud y al desarrollo de la atonia

muscular.
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5.1.2 Evaluacion de la concordancia entre el indice ponderado de HFO y el método

de analisis convencional

Para evaluar la eficacia del indice ponderado de HFO como método auténomo
para la identificacidn de los estados del ciclo vigilia-suefio, se comprobé la similitud de
los polisomnogramas producidos por este método con los que se obtuvieron mediante
un andlisis convencional basado en el estudio de las bandas delta, theta y sigma del EEG
y de la actividad del EMG. Se encontré que la coincidencia entre los polisomnogramas
producidos por el indice ponderado de HFO y el método de andlisis convencional fue del

90,29%, lo que indicé una elevada similitud.

El porcentaje de coincidencia, a pesar de ofrecer una estimacién orientativa de la
similitud entre dos métodos de andlisis, puede no representar de forma precisa la
concordancia real entre ambos. Esto se debe a que, incluso si los métodos de analisis
asignasen los estados de forma completamente aleatoria, se esperaria un cierto
porcentaje de coincidencia por efecto del azar, que no reflejaria similitud (Fleiss y col.,
2013). Para eliminar la posibilidad de que parte de la similitud observada entre el indice
ponderado de HFO y el método de analisis convencional pudiera deberse al efecto del
azar en la identificacion, se determind la concordancia entre ambos mediante el
coeficiente kappa de Cohen. Este coeficiente representa la razén entre la proporcion de
coincidencias observadas y la proporcién maxima de coincidencias posible, una vez
sustraida la proporcion de coincidencias esperadas por azar a ambos valores. El

coeficiente kappa para el conjunto de los polisomnogramas fue de 0,82.

Landis y Koch (1977) crearon una escala nominal orientativa para la interpretacion

de los valores de kappa en funcion la bondad de la concordancia (Tabla 5).
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Valor de kappa Bondad de la concordancia
<0,00 Pobre
0,00a0,20 Ligera
0,21a0,40 Razonable
0,41a0,60 Moderada
0,61a0,80 Sustancial
0,81a1,00 Casi perfecta

Tabla 5. Escala de bondad de concordancia propuesta por Landis y Koch (1977). Traducida y
adaptada.

Fleiss y colaboradores (2013) propusieron una escala orientativa simplificada en la
que los valores de kappa inferiores a 0,40 suponen una concordancia “pobre”, los
valores entre 0,40 y 0,75 representan una concordancia “razonable o buena” y los
valores superiores a 0,75 reflejan una concordancia “excelente”. El valor de kappa de
0,82 que se obtuvo al comparar los polisomnogramas generados por ambos métodos de
analisis, por tanto, reflejo una concordancia “casi perfecta” o “excelente”, confirmando
qgue el uso del indice ponderado de HFO es suficiente para una correcta identificacion
de los estados del ciclo vigilia-suefio en la rata. Dada la simplicidad de la discriminacién
de los estados mediante el indice, este método constituiria una alternativa viable que
reduciria la carga de trabajo en estudios que impliquen el andlisis manual de gran
cantidad de registros del ciclo vigilia-suefio, en los que el estudio y la integracion de la
informacién ofrecida de multiples variables podrian resultar agotadores a largo plazo.
Por afladidura, dicha sencillez y la baja severidad de la cirugia de instrumentacién para
el registro facilitaria a investigadores noveles la iniciacion a los estudios del ciclo vigilia-

suefo.

Aunque el valor global de kappa fue elevado, los valores de kappa por individuo
mostraron cierta variabilidad y en algunos casos fueron inferiores a lo que hubiese
cabido esperar dada la similitud entre los polisomnogramas obtenidos por ambos
métodos. Esto pudo deberse a que el valor de kappa estd condicionado por el balance

entre la proporcion de casos pertenecientes a cada categoria en la matriz de confusién
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(Cohen, 1960). Si los casos no estan distribuidos equitativamente entre las diferentes
categorias (en este caso, vigilia, fase NREM y fase REM), el valor de kappa serd menor
que si asi fuese, a no ser que la concordancia sea perfecta (Cohen, 1960; Feinstein y
Cicchetti, 1990). Al ser mucho mds abundantes la vigilia y la fase NREM que la fase REM
durante el ciclo vigilia-suefio en condiciones normales, el desbalance entre las tres
categorias es inevitable. También debe tomarse en consideracidon que el método de
analisis convencional, utilizado como referencia para la evaluacidn del indice ponderado
de HFO, ofrece una reconstruccién adecuada pero no perfecta de la realidad debido a la
misma naturaleza continua del ciclo vigilia-sueno. La transicién entre estados de alerta
es progresiva y el establecimiento de limites entre ellos, por tanto, conlleva subjetividad.
La ocurrencia simultanea de actividades propias de diferentes estados de alerta durante
las transiciones y la ocasional aparicion de combinaciones inusuales de variables
electrofisioldgicas también pueden dificultar la identificacién de los estados (Mileva-
Seitz y col., 2005). Dado que la evaluacién de los nuevos métodos se realiza estudiando
la homologia de sus resultados con los obtenidos mediante métodos convencionales, y
no por su similitud con la realidad, la maxima concordancia potencial esta limitada por
las imperfecciones e imprecisiones cometidas por el método convencional de
referencia. Asi, posibles periodos identificados correctamente mediante el indice
ponderado de HFO e incorrectamente por el método convencional serian considerados

como incongruencias y reducirian el valor de kappa.

5.1.3 Ventajas y limitaciones del indice ponderado de HFO

Una de las ventajas que ofrecid el indice ponderado de HFO fue su autonomia, ya
gue no requirié una calibracion previa por el método convencional para el
establecimiento de los valores umbrales para cada estado del ciclo vigilia-suefio. Dado
que el indice mostré un comportamiento y un valor promedio caracteristicos en cada
estado, la identificacion de los estados fue posible sin necesidad de recurrir a otras
referencias. Los valores medios del indice difirieron significativamente entre los
diferentes estados y sus desviaciones tipicas fueron pequefias, lo que denota que son

marcadamente constantes entre individuos.
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La simplicidad de la interpretacion del indice y la constancia de sus valores medios
por estado lo convierten en un buen candidato para la automatizacién del andlisis del
ciclo vigilia-suefio, dado que esta requeriria Unicamente el disefio de un algoritmo que
asignase un estado de alerta en funcién del valor del indice y la programacién de valores
umbrales para cada estado. Los métodos de andlisis automatizados se clasifican en
semiautomaticos y en automadticos en funcidn de si precisan de la realizacién de
calibraciones o andlisis manuales de ejemplo por parte del investigador (Robert y col.,
1999). Los métodos semiautomaticos, que son los mas frecuentes, requieren que el
investigador establezca umbrales o valores de referencia para las diferentes variables
en cada nuevo individuo (Benington y col., 1994a; Karasinski y col., 1994; Louis y col.,
2004; Neckelmann y col., 1994; Rempe y col., 2015; Ruigt y col., 1989; Van Gelder y col.,
1991; van Luijtelaar y Coenen, 1984). Los automaticos, por el contrario, no precisan de
calibraciones individualizadas, por lo que son independientes de las observaciones del
investigador (Clark y Radulovacki, 1988; Stephenson y col., 2009). Dado que los valores
medios del indice fueron muy constantes entre individuos, la realizacién de
calibraciones individualizadas no seria precisa, por lo que la automatizacidn del analisis,

potencialmente, podria ser completa.

Aunque constituye una alternativa viable para la identificacién de los estados de
alerta, el indice ponderado de HFO presenta algunas limitaciones. La mds importante es
gue no permite detectar el final de la transicién a fase REM y el inicio de la fase REM
consolidada. Mientras que la aparicién de la HFO, unida al bajo tono muscular propio de
la fase NREM, hace reconocible el inicio de la transicion por la elevacion del valor del
indice, el final de la transicién pasa desapercibido. Sin embargo, de ser precisa la
delimitacion del periodo de transicidn, el estudio del desarrollo en amplitud de la HFO
(110-160 Hz) ofreceria una estimacion fiable de su inicio y su final (Sdnchez-Lépez y col.,

2018).

Una segunda limitacién es que el indice ponderado de HFO depende de la
actividad muscular para la identificacién de las fases del ciclo vigilia-suefio, por lo que
los episodios de suefio que presenten una actividad muscular inusualmente elevada
podrian confundirse con vigilias con baja actividad muscular. En el presente trabajo, esto

pudo contribuir a que las discrepancias en las que se diagnostico vigilia mediante un
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método y fase NREM mediante el otro fuesen mas frecuentes que los demas tipos de

error.

Finalmente, en el presente trabajo se observaron casos en los que el suefio estuvo
interrumpido por transiciones breves de pocos segundos de duraciéon. A menudo se
tratd de transiciones reales, cuya existencia fue confirmada por el método de analisis
convencional. Sin embargo, en algunas ocasiones, el estudio de los registros mediante
el analisis convencional no corroboré que se tratase de transiciones, ya que no se
acompafiaron de los cambios usuales en el resto de las variables electrofisioldgicas.
Estos casos se debieron a brotes aislados y breves de actividad motora que generaron
una contaminacion por actividad muscular particularmente intensa en el EEG, alterando

el valor del indice.

5.2 Efectos de la privacion de fase REM sobre el ciclo vigilia-suefio

Se conoce que la pérdida de fase REM da lugar a un fendmeno de rebote de suefio
de caracter homeostatico, cuya magnitud es directamente proporcional a la deuda de
suefio (Franken, 2002). De forma paralela a la ocurrencia del rebote, los sintomas fisicos,
metabdlicos y endocrinos de la privacion de suefio revierten progresivamente
(Rechtschaffen y col., 1999). En la presente Tesis Doctoral se han descrito diversos
cambios en las actividades electroencefalografica y oculomotora tras la privacién de fase
REM vy cabria esperar, por tanto, que la remisién de las alteraciones observadas
guardase una relacion temporal con la cinética del rebote. Para comprobarlo, se estudio
detalladamente la modificacidon de la arquitectura del ciclo vigilia-suefio durante el
periodo posterior a la privacion. De este modo, fue posible determinar la cinética
temporal del rebote y establecer las relaciones entre esta y la dindmica de la
modificacidon del EEG y de los movimientos oculares. El analisis del ciclo vigilia-sueno a
lo largo del periodo experimental se llevé a cabo estudiando simultdaneamente el indice
ponderado de HFO, la actividad del EMG y la actividad del EEG en las bandas delta, theta,
sigma y HFO. La utilizacion simultdnea de estas variables, unida a la sencillez de la
interpretacion del indice, permitié una identificacidn fiable y rapida de los estados de

vigilia, fase NREM, transiciones a fase REM, fase REM y transiciones abortadas.
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La privacién de fase REM se llevd a cabo utilizando dos métodos distintos: la
técnica de la plataforma sobre agua y la administracion de desipramina. Se conoce que
la técnica de la plataforma produce una marcada reduccidn de la cantidad de fase REM
e incluso su completa desaparicién (Machado y col., 2004), lo que la convierte en un
medio muy eficaz para la privacion de esta fase del suefio. No obstante, su especificidad
no es absoluta y existen evidencias de que también produce una reduccién de la
cantidad de fase NREM (Grahnstedt y Ursin, 1985; Machado y col., 2004), asi como una
modificacion de sus caracteristicas (Endo y col., 1997), lo que podria hacer que los
efectos de la carencia de fase NREM se confundiesen con los de la privacion de fase
REM. Adicionalmente, no existen controles que repliquen fielmente las condiciones de
la privacién por el método de la plataforma sin afectar al ciclo vigilia-suefio (Mendelson
y col., 1974), por lo que resulta dificil descartar la posible influencia de factores como la
privacion parcial de fase NREM, la inmovilidad forzada o el estrés en los resultados. El
control empleado con mayor frecuencia, que implica el uso de plataformas de didmetro
grande para permitir al animal desarrollar fase REM, también provoca alteraciones del
ciclo vigilia-suefio (Machado y col., 2004). Por estos motivos, en la presente Tesis
Doctoral se realizd una privacion de naturaleza farmacolégica como prueba para
descartar la implicacion de dichos factores en los resultados experimentales, ya que no
implica la restriccidon del movimiento de los individuos y admite la realizacidon de
controles apropiados mediante la administracion de solucién salina, que permite

determinar los efectos de la manipulacién de los individuos.

Para la privacion farmacoldgica se escogid utilizar farmacos antidepresivos dado
que muchos de ellos inhiben en gran medida la ocurrencia de fase REM (McCarthy y col.,
2016; Palagini y col., 2013; Wilson y Argyropoulos, 2005). Diversos antidepresivos
triciclicos inhiben la fase REM marcadamente y presentan, simultdaneamente, un efecto
sedante que en ocasiones se ha atribuido a su antagonismo con los receptores Hi de
histamina (Wilson y Argyropoulos, 2005), cuya inhibicién se asocia con un incremento
de la abundancia de la fase NREM (Haas y Panula, 2003). Experimentos realizados en
humanos (Kupfer y col., 1991) y en ratas (Khazan y Brown, 1970) han demostrado que
la desipramina, un triciclico que reduce la recaptacién de noradrenalina y, en menor

medida, la de serotonina (Wilson y Argyropoulos, 2005), ejerce una marcada inhibicién
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de la fase REM y un efecto sedante menos pronunciado que otros antidepresivos de la

misma familia (Mayers y Baldwin, 2005).

5.2.1 Eficacia y especificidad de la desipramina como medio para la privacién de

fase REM

La eficacia de la desipramina como medio para la privacién selectiva de fase REM
se evalué midiendo la magnitud y la cinética temporal de la inhibicién de esta fase por
una unica dosis del farmaco. Se obtuvo que este tratamiento suprimio la ocurrencia de
fase REM y de transiciones a fase REM en la rata durante un periodo de 20,69 + 2,66 h,
lo que confirmd su efectividad. Las transiciones abortadas no fueron totalmente
suprimidas durante este periodo, aunque el tiempo en este estado se redujo
considerablemente. Los individuos no mostraron signos de estrés ni alteraciones

evidentes del comportamiento.

Tras verificar la eficacia de la privacion por desipramina, se planted la realizacién
de una privacion farmacolégica de mayor duracién. Se sabe que la eficacia de Ia
inhibicidn de la fase REM depende de la concentracién de desipramina en el encéfalo
(Baumann y col., 1983) y que las dosis superiores a 10 mg/kg elevan la concentracion
cortical de desipramina en mayor medida que dosis mds bajas (Argentiy D’Mello, 1994).
Ya que no se han reportado efectos nocivos para la administracion de dosis de 15
(Argenti y D’Mello, 1994) y de 20 mg/kg (Kozisek y col., 2007) cada 12 h durante varios
dias en ratas adultas, se decidié administrar 6 dosis de 15 mg/kg de desipramina a lo
largo de 3 dias en el presente trabajo. Con ello se pretendié mantener su concentraciéon
cerebral lo bastante elevada como para producir una privacién de fase REM completa 'y
prolongada. Se comprobd que este protocolo redujo el tiempo por dia en fase REM y en
transiciéon a fase REM en un 97,78% y en un 98,60%, respectivamente, durante el
periodo de tratamiento. Esto demostré que la administracion periddica del farmaco fue
capaz de producir una inhibiciéon duradera y casi completa de la fase REM. La reduccién
del tiempo por dia en transicién abortada fue menos acusada (56,88%), lo que sugirio
que la desipramina bloquea la consolidacién de la fase REM y desfavorece, pero no

impide, la aparicidn de episodios de transicién.
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Un efecto adicional de la administracién de multiples dosis del antidepresivo fue
el incremento del tiempo en fase NREM, que fue significativo durante los 2 primeros
dias del periodo de tratamiento. Esto concuerda con el efecto sedante que se atribuye
a la desipramina y a otros antidepresivos triciclicos (Wilson y Argyropoulos, 2005). Dado
gue no se produjo una reducciéon del tiempo en fase NREM como la que se atribuye al
método de la plataforma (Grahnstedt y Ursin, 1985; Machado y col.,, 2004), las
modificaciones observadas en el EEG y en el reflejo vestibulo-ocular en el presente
trabajo, que fueron comunes a ambos métodos de privacidon, no pueden estar
relacionadas con una carencia de fase NREM en el caso de la privacion por el método de
la plataforma. Adicionalmente, la ausencia de efectos de la manipulacién y de las
inyecciones intraperitoneales de solucidn salina sobre el ciclo vigilia-suefio, la actividad
electroencefalogréfica y el reflejo vestibulo-ocular excluyeron al estrés como un

potencial responsable de los cambios derivados de la privacion por desipramina.

5.2.2 Modificacién y homeostasis del ciclo vigilia-suefio tras la privacidon de fase

REM
5.2.2.1 Cinética temporal del rebote

Las privaciones por el método de la plataforma y por administracion de
desipramina indujeron la aparicidn de un rebote en el que el tiempo en fase REM y en
transiciones, abortadas o no, se elevé. La cinética temporal de este rebote, sin embargo,

difirié entre ambos métodos de privacién.

El rebote generado por la privacion mediante la técnica de la plataforma ocurrié
de forma inmediata, tan pronto como la restriccion a la entrada en fase REM
desaparecio por el traslado de los individuos a la cdmara de aislamiento. La duracién del
rebote fue semejante tras la privacion de 4 y de 6 dias: en ambos casos, la cantidad de
fase REM se equipard con el valor inicial durante el cuarto dia tras el fin del periodo de
privacion. Esto es coherente con las observaciones de Morden y colaboradores (1967),
gue apreciaron que el incremento de la duraciéon de la privaciéon de 3 a 6 dias produjo
escasos cambios en el rebote subsiguiente. El hecho de que la recuperacién tras una

privacién de mayor duracidn ocurriese sin una acentuacién del rebote les llevé a sugerir
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gue la diferencia podria radicar en un incremento de la “intensidad” de la fase REM
durante este periodo (Morden y col., 1967). Sin embargo, en el presente trabajo se
aprecié que el aumento del tiempo en fase REM y en transiciones a fase REM fue mas
acusado tras la privacion de 6 dias, lo que implica que el incremento de la presién de
fase REM generada por la privacién hizo que el rebote, aunque no mas duradero, fuese
de mayor magnitud. Adicionalmente, dado que las transiciones a fase REM vy las
abortadas comparten una serie de caracteristicas con la fase REM (Sanchez-Lépez y col.,
2018) y que a menudo se ignoran al clasificarse como fase NREM en los estudios sobre
el suefio (Benington y col., 1994a), existe la posibilidad de que su incremento contribuya
a mejorar la eficiencia de la recuperacion durante el periodo de rebote y que esto haya

pasado desapercibido en otros trabajos.

El efecto de la privacidon de fase REM de 3 dias por desipramina sobre el ciclo
vigilia-suefio mostrd diferencias con el de la privacidn por el método de la plataforma.
Tras el fin del tratamiento con desipramina se produjo un periodo en el que el tiempo
en fase REM y en transiciones, abortadas o no, fue inferior a los valores iniciales. El
rebote tuvo lugar de forma retrasada en el tiempo. La escasez de fase REM tras el
periodo de tratamiento con desipramina y la aparicién tardia del rebote se debieron,
probablemente, a la persistencia de la desipramina en el organismo, ya que este
farmaco produce un bloqueo total de la aparicién de fase REM cuando alcanza un
umbral critico de concentracién en el encéfalo y una inhibicién parcial cuando su
concentracion desciende bajo dicho umbral (Baumann y col., 1983). El remanente de
desipramina en el encéfalo en concentraciones sub-umbrales pudo retrasar la aparicién
del rebote de fase REM a pesar de la elevada presién homeostatica. Existen estudios en
humanos que apoyan la posibilidad de que la presion de fase REM pueda verse
enmascarada —y su compensacién homeostatica, impedida— por accién farmacoldgica.
Unos pacientes tratados durante meses con fenelzina, un antidepresivo inhibidor de la
monoaminooxidasa, experimentaron una supresion total de la fase REM durante un
periodo de 3 a 6 meses, tras el que volvieron a desarrollar episodios de fase REM de
forma espontdnea sin que se observase un rebote (Landolt y de Boer, 2001). La posterior
reduccion de la dosis del farmaco, sin embargo, se acompaiié de un marcado rebote de

fase REM (Landolt y de Boer, 2001), lo que sugiere que, a pesar de que la aparicién de

139



DISCUSION

episodios de fase REM fue posible al cabo de varios meses de tratamiento, la inhibicién
ejercida por el farmaco impidié el desarrollo del rebote. Esto pone de manifiesto la
existencia de una presién homeostatica acumulada, enmascarada, en este caso, por la

fenelzina.

El retraso del rebote ofrece informacién relevante a la hora de establecer un
vinculo entre la fase REM y las modificaciones en la actividad electroencefalografica y el
reflejo vestibulo-ocular que se observaron en la rata en el presente trabajo. Dement y
colaboradores (1966) demostraron, en humanos, la necesidad de incrementar la
cantidad de fase REM para compensar una carencia previa. Lo hicieron mediante un
experimento clasico que consistid en realizar una privacién selectiva de fase REM vy, a
continuacion, impedir a los sujetos desarrollar una cantidad de esta fase superior al valor
de base durante 5 noches (Dement y col., 1966). Este protocolo produjo un retraso
artificial de la ocurrencia del rebote, que tuvo lugar cuando cesé la restriccién del suefio,
lo que sugiere que la presidn homeostatica de fase REM —y, por tanto, los efectos de la
privacion— persiste, aunque los individuos puedan desarrollar una cantidad normal de
fase REM. De este modo, se hace patente la necesidad de un rebote para la recuperacién
tras la privacion. Siguiendo esta linea de razonamiento, la remision tardia de los cambios
observados en el EEG y en el reflejo vestibulo-ocular en los presentes experimentos tras
la privacion por desipramina podria atribuirse al retraso en la ocurrencia del rebote de

fase REM.

5.2.2.2 Cinética temporal de los cambios en la duracién y el nimero de episodios

de fase REM

Un segundo fendmeno que diferencié a ambos métodos de privacion fue la
evolucidn de la duraciéon media de los episodios de fase REM y de su nimero por hora
durante el periodo de recuperacion post-privacion. Tras la privacién por el método de la
plataforma, el rebote de fase REM se produjo por un incremento simultdneo de la
duracion media de los episodios y de su numero, lo que condujo a que el tiempo en este
estado se situase entre el triple y el cuddruple de su valor original durante el primer dia

de recuperacion. Este incremento simultaneo de ambos parametros es coherente con
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observaciones previas en la rata (Borbély y Neuhaus, 1979). Sin embargo, la privaciéon
por desipramina produjo inicialmente un incremento de la duracidn de los episodios de
fase REM y una reduccidn simultanea de su nidmero por hora, seguidos por un rebote
en el que la duracién de los episodios fue normal y el nimero de episodios por hora
aumento significativamente. El incremento del nimero de episodios de fase REM fue
responsable del aumento del tiempo en fase REM sobre su valor inicial durante el
periodo de rebote. De este modo, ocurrié una segregacién temporal entre el incremento
de la duracién de los episodios y el de su numero. Este desfase sugiere que la relacion
de ambos fendmenos con la presion homeostdatica de fase REM es diferente, dado que
el incremento de la duracién de los episodios remitié durante el dia 4 de recuperacién
tras la privacion de 3 dias por desipramina y estuvo ausente durante el periodo de
rebote, mientras que el incremento del niumero de episodios coincidié con el rebote.
Esto contrasta con la opinién de algunos autores, que afirman que el incremento de la
duracion de los episodios de fase REM constituye un marcador especifico de la presiéon
de fase REM y de la ocurrencia del rebote, mientras que el incremento del nimero de
episodios constituiria un efecto secundario del estrés inherente a la privacién por el
método de la plataforma o de la reducciéon del tiempo total de suefio (Kitka y col., 2009).
En el presente trabajo se ha demostrado que es posible la ocurrencia de un rebote
debido exclusivamente al incremento del nimero de episodios fase REM, sin un
aumento simultaneo de la duracidn de estos, y que la remision del incremento de la
duracién no correlaciona con la desaparicion de la deuda de fase REM tras la privacion
por desipramina. Dado que el incremento del nimero de episodios de fase REM se
observé tras la privacién por desipramina, que no redujo el tiempo en fase NREM, es
improbable que este fendmeno esté causado por la reduccidn del tiempo total en suefio.
Todo esto sugiere, por tanto, que el incremento del numero de episodios de fase REM,
y no el aumento en la duracidn de estos, constituye un buen indicador de la presién de

este estado y de la ocurrencia del rebote.

Existen diversas evidencias que apuntan a que el estrés no es una causa probable
de los cambios en el ciclo vigilia-suefio observados en la presente Tesis Doctoral. El
control mediante la administracion de solucién salina no provocé cambios significativos

en la arquitectura del suefio en el presente trabajo, por lo que el incremento en el
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numero de episodios de fase REM y en la duracidn de estos no puede atribuirse al estrés
provocado por la manipulacién de los animales. Adicionalmente, se ha reportado que
las situaciones altamente estresantes —tales como la inmovilizacion sin un
entrenamiento previo de habituacion— pueden inducir en la rata un marcado
incremento del tiempo en las fases NREM y REM, semejando el fendmeno del rebote
(Marinesco y col., 1999; Rampin y col., 1991). En el presente trabajo, los individuos que
se emplearon como control mediante la administracién de solucion salina se
inmovilizaron para el registro del reflejo vestibulo-ocular y no se observaron cambios en
su ciclo vigilia-suefio. Esto pudo deberse a que la exposicidn repetitiva a la inmovilizaciéon
provocd la habituacion de los animales y la consecuente reduccién del estrés inducido
por el procedimiento (Kant y col., 1985), lo que concordaria con la reduccién del rebote
de fase REM que Rampin y colaboradores (1991) reportaron tras someter a las ratas a
sucesivas inmovilizaciones a lo largo de varios dias. De este modo, dado que la
manipulacién para la administracién de desipramina y el registro de los movimientos
oculares en condiciones de inmovilidad no afectaron al ciclo vigilia-suefio, es posible
deducir que los cambios provocados por los protocolos de la plataforma y de

administracién de desipramina se debieron especificamente a la privacién de fase REM.

5.3 Efecto de la privacion de fase REM sobre la actividad electroencefalografica
5.3.1 Modificacion del EEG a lo largo del ciclo vigilia-sueiio

La privacion de fase REM provocd cambios en el EEG de la rata que, de forma
general, fueron coherentes con un incremento de su frecuencia. Este incremento de la
frecuencia afect6 al EEG durante todos los estados del ciclo vigilia-suefio. La magnitud y
la cinética temporal de los cambios dependieron del método de privacion, de la duracién

de la privacién y del estado del ciclo vigilia-suefio.

Durante la fase REM, el incremento de la frecuencia del EEG fue generalizado y
afecté a todo el rango de frecuencias estudiado. Su ocurrencia coincidié con el periodo
de rebote de fase REM inducido por la privaciéon. De este modo, el método de la
plataforma dio lugar a un incremento de frecuencia al inicio del periodo de recuperacién

tras la privacién y el tratamiento con desipramina lo hizo de forma retardada. El
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incremento de la duracion de la privacion por el método de la plataforma de 4 a 6 dias
exacerbo el aumento en frecuencia, haciéndolo mas evidente y sugiriendo la existencia

de una relacidn entre el tiempo de privacién y la magnitud del cambio.

Durante la vigilia tranquila se hallaron incrementos significativos de la frecuencia
Unicamente en la actividad theta. Dichos incrementos coincidieron en el tiempo con el
rebote y fueron mas marcados tras la privacién por el método de la plataforma que por
administraciéon de desipramina. Las diferencias presentes en bandas de frecuencia
superiores a theta no fueron significativas, lo que pudo deberse a la contaminacion del
EEG con la seifial derivada de la actividad muscular (Muthukumaraswamy, 2013). Esta
contaminacién, que en el presente trabajo abarcé el rango de frecuencias comprendido
entre 50 y 500 Hz, presentd una potencia mayor que las actividades del EEG y, por tanto,
pudo enmascarar cambios en frecuencia del EEG. Asimismo, la elevada variabilidad del
nivel de actividad muscular durante la vigilia —y, por consiguiente, de la potencia de la
contaminacién— conllevé una alta desviacidn tipica, lo que probablemente contribuyd a
que las diferencias entre los espectros de densidad de potencia antes y después de la

privacion no fuesen significativas.

Durante la fase NREM, el método de la plataforma provocé cambios en el EEG que
fueron coherentes con un incremento de su frecuencia y cuya magnitud fue
dependiente del tiempo de privacién. La privacion por desipramina, sin embargo, no
provocd alteraciones significativas en el EEG durante la fase REM, por lo que cabe la
posibilidad de que los cambios observados tras la privacién por el método de la
plataforma se deban a una reducciéon de la cantidad de fase NREM. No obstante, dado
gue los cambios tras la privacion de 4 dias por el método de la plataforma fueron leves,
también existe la posibilidad de que la privacién de 3 dias por administracion de
desipramina no fuese lo bastante duradera como para inducir la modificacién del EEG

durante esta fase.

La interpretacion de los cambios producidos por la privacién de fase REM en el
EEG como un incremento de frecuencia fue directa en el caso de theta e indirecta en el
caso de las bandas de frecuencia superiores. La actividad theta da lugar a un pico de
potencia claramente definido y distinguible en el EEG, lo que facilitd la identificacion de

su incremento de frecuencia dado que este fendmeno se caracteriza por la disminucién
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de la potencia en una franja de frecuencias y el incremento simultaneo de la potencia
en una franja adyacente de frecuencia superior (Deboer, 1998). Sin embargo, no se
hallaron picos de potencia claramente definidos en las bandas de frecuencia superiores,
por lo que fue precisa otra aproximacion para determinar si los cambios se debieron a
un incremento de la frecuencia. En el EEG de los mamiferos existe una correlacidon
negativa entre la potencia y la frecuencia a lo largo del espectro de frecuencias del EEG
(Freeman y col.,, 2000), de forma que, en términos generales, las actividades de
frecuencia baja tienen mayor potencia que las de frecuencia alta. De este modo, un
incremento de la frecuencia del EEG se manifestaria como un aumento generalizado de
su potencia, ya que todas las actividades pasarian a ocupar una franja de frecuencias
superior a la usual. Para determinar si este fue el caso, se redujo la frecuencia de la sefial
de EEG post-privacidn para devolver a las oscilaciones a su franja de frecuencias original
y se repitié la comparacién estadistica con el EEG de la situacién inicial. Al emplear este
protocolo se obtuvo que la mayoria de las diferencias significativas de potencia entre el
EEG en la situacidn inicial y el EEG alterado por la privacién desaparecieron, confirmando

gue el incremento de frecuencia explicd satisfactoriamente los cambios observados.

La coincidencia en el tiempo del incremento de la frecuencia del EEG con el rebote
de fase REM constituyd un indicio adicional de que los cambios observados se debieron
a la privacién de fase REM y no a otros efectos inespecificos de los protocolos de
privacién. Asimismo, la ocurrencia del incremento de frecuencia tras la privacién por el
método de la plataforma y por administracién de desipramina, pero no tras el control
por administracion de solucidn salina, confirmé que el estrés, la inmovilidad forzada y la
privacién parcial de fase NREM que se atribuye al método de la plataforma (Grahnstedt
y Ursin, 1985; Machado y col., 2004; Mendelson y col., 1974; Pujol y col., 1968) no fueron

responsables de los fendmenos observados.

Se ha descrito que la privacién de sueno, tanto la total (Borbély y col., 1984; Dijk y
col., 1987; Vyazovskiy y Tobler, 2005) como la selectiva de la fase REM (Corsi-Cabrera 'y
col., 1994), produce un incremento de la potencia de theta. Esto ha conducido a que se
proponga que la potencia de theta durante la vigilia es un buen indicador de la
propension al suefio (Vyazovskiy y Tobler, 2005). En el presente trabajo se observo que

la privacion de 6 dias por el método de la plataforma indujo un incremento de la

144



DISCUSION

potencia de theta durante la vigilia y la fase REM, mientras que la privacién de 3 dias por
administraciéon de desipramina Unicamente produjo este efecto durante la vigilia. La
privacién de 4 dias por el método de la plataforma no produjo cambios sustanciales en
la potencia de theta. Esto podria indicar que el incremento de la potencia de theta
depende de la magnitud de la privacidén y que esta actividad no se ve afectada del mismo
modo durante la vigilia que durante la fase REM. Por tanto, el incremento de la
frecuencia de theta, que mostré una clara correlacidn temporal con el rebote de fase
REM vy se produjo de forma consistente tras la privacion, independientemente del
protocolo empleado, podria considerarse un mejor indicador de la presién o propensién

a la fase REM que el incremento de potencia.

La ocurrencia de un incremento en la frecuencia del EEG como consecuencia de la
privacién de fase REM vy su coincidencia en el tiempo con el periodo de rebote sugiere
que la fase REM tiene un papel importante en la homeostasis de las oscilaciones
cerebrales. Esto resulta coherente, dada la importancia que se atribuye a las oscilaciones
en los procesos cognitivos y la influencia negativa que tiene la privacidén de sueio sobre
estos (Brown y col., 2012; Diekelmann y Born, 2010; Walker y Stickgold, 2004; Watson y
Buzsaki, 2015).

5.3.2 Posibles causas del incremento de la frecuencia del EEG
5.3.2.1 Cambios en la temperatura cerebral

La temperatura tiene un gran impacto sobre la velocidad a la que transcurren los
procesos biolégicos. Whishaw y Vanderwolf (1971) demostraron en la rata que la
frecuencia de la actividad theta durante la vigilia puede modificarse experimentalmente
mediante la induccién de cambios en la temperatura corporal. Observaron que la
hipotermia podia reducir la frecuencia de la oscilacidn theta registrada en el hipocampo
hasta alcanzar los 2 Hz, mientras que la hipertermia podia elevarla hasta los 12 Hz. La
variacion de la frecuencia de las actividades del EEG con la temperatura corporal
también se ha reportado, bajo anestesia, en el gato (Koella y Ballin, 1954) y en humanos
(Russ y col., 1987). La frecuencia de las actividades del EEG también varia ante cambios

de temperatura de origen fisiolégico, no solo mediante la induccién experimental de
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hipotermia o hipertermia. Estudios en el hamster ruso (Phodopus sungorus) han
mostrado que la disminucién de la temperatura de la corteza cerebral se acompafia de
una reduccion de la frecuencia del ritmo theta (Deboer, 2002), y que dicha reduccién de
frecuencia se vuelve mas pronunciada ante la caida de temperatura que ocurre al
comenzar el estado de letargia (Deboer y Tobler, 1995). Estas evidencias conducen a la
conclusion de que los cambios de temperatura asociados a la administracion de
farmacos, a procedimientos experimentales y a procesos fisioldgicos pueden producir la
elevacion o la reduccién de la frecuencia de las actividades del EEG (Deboer, 1998). Dado
que la privacion de fase REM provoca alteraciones en la termorregulacion
(Rechtschaffeny Bergmann, 2002), un hipotético incremento de la temperatura cerebral
ocasionado por los protocolos de privacion podria explicar la modificacion de la

frecuencia del EEG que se observé en el presente trabajo.

Diversos estudios han mostrado que la privacién total de sueiio induce un leve
incremento de la temperatura cerebral en la rata. Franken y colaboradores (1991)
reportaron que una privacion total de suefio de 24 h de duraciéon produce un incremento
de la temperatura cortical. Asimismo, Everson y colaboradores (1994) detectaron un
aumento leve de la temperatura cortical (de aproximadamente 0,3 2C) a lo largo de un
periodo de 12 dias en el que se restringié severamente la cantidad de suefio mediante
la técnica del disco sobre el agua (Rechtschaffen y Bergmann, 1995), sin que dicho
incremento pareciese volverse mas pronunciado en funcién del tiempo de privacidn. La
temperatura del hipotadlamo durante la vigilia también se ve afectada por la privacién
total de suefio de larga duracion (Feng y col., 1995; Obermeyer y col., 1991),

reportdndose aumentos de aproximadamente 0,4 2C (Obermeyer y col., 1991).

Dado que la privacion total de suefio se asocia con un leve incremento de la
temperatura cerebral y que se ha demostrado que la temperatura modifica la frecuencia
de las actividades del EEG, la combinacién de ambos fendmenos parece una explicaciéon
plausible para el incremento generalizado de la frecuencia del EEG que se observé tras
la privacién de fase REM en el presente trabajo. No obstante, existen evidencias que no
apoyan esta hipotesis. Shaw y colaboradores (1998) llevaron a cabo un estudio en la rata
para determinar si el incremento de la temperatura producido por la privacién de suefio

podia atribuirse a la pérdida de fase REM o a la de fase NREM. Realizaron privaciones
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totales de sueno y privaciones selectivas de fase REM de muy larga duracion, que
mantuvieron hasta que los individuos mostraron sintomas de encontrarse en estado
terminal. Hallaron que la privacion selectiva de fase REM no provocé el aumento de la
temperatura hipotaldmica en ningin momento del periodo de privaciéon, mientras que
la privacion total si lo hizo, lo que condujo a la conclusidn de que la pérdida de fase
NREM fue la responsable de este fendmeno. De este modo, la privacion por el método
de la plataforma, a la que se atribuye una reduccién en la cantidad de fase NREM
(Grahnstedt y Ursin, 1985; Machado y col., 2004) podria desencadenar un incremento
de la temperatura cerebral, y esto podria explicar el incremento en la frecuencia del EEG
que se observd en el presente trabajo. Sin embargo, Feng y colaboradores (1995)
reportaron que tras una privacion total de suefio de larga duracion (de 14 a 21 dias) en
la rata, que redujo drasticamente la cantidad de fase NREM, el incremento de
temperatura resultante fue significativo solo durante el primer dia de recuperacién y
remitié rdpidamente a continuacién. En la presente Tesis Doctoral se observd que el
incremento de la frecuencia de la oscilaciéon theta tras el método de la plataforma fue
significativo hasta el tercer dia de recuperacién post-privacién, correlacionando
pobremente con la dindmica de remisién de la elevacién de temperatura reportada por
Feng y colaboradores (1995). Dado que la reduccién de la cantidad de fase NREM por el
método de la plataforma es de menor severidad y duracién que la que se reporta en los
experimentos de Feng y colaboradores (1995), parece improbable que un hipotético
incremento de temperatura pudiera persistir durante 3 dias dadas las condiciones
experimentales del presente trabajo. Adicionalmente, el incremento de la frecuencia del
EEG tras la privacién de fase REM por desipramina no puede atribuirse a este fendmeno,
ya que no se produjo ninguna reduccién de la cantidad de fase NREM. Por los motivos
anteriormente mencionados, la elevacién de la temperatura cerebral se puede
considerar una causa posible, aunque improbable, para el incremento de la frecuencia

del EEG.

El incremento de la frecuencia del EEG ocurrié de forma retardada tras la privacion
por desipramina, lo que probablemente se debid a la influencia del fdrmaco hasta su
eliminacion del organismo. La administracidn intraventricular de imipramina, que tiene

efectos similares a los de la desipramina sobre la neurotransmisién (Wilson y
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Argyropoulos, 2005), provoca una respuesta hipertérmica prolongada en la rata
(Francesconi y Mager, 1976). La metabolizacidn de la imipramina en el organismo de la
rata es muy rdpida y da lugar a desipramina, que posee una vida media mas larga (Dingell
y col., 1964) y alcanza una concentracidn cerebral mucho mas alta (DeVaney col., 1984),
por lo que se postula que los efectos de la imipramina podrian deberse a la desipramina
generada como producto de su metabolismo (DeVane y col., 1984). Asi, es coherente
hipotetizar que la administracién de desipramina podria desencadenar una reaccién
hipertérmica duradera en la rata. Este incremento de temperatura no concordaria con
la reduccién inicial de la frecuencia de theta observada tras el tratamiento con
desipramina y con la ocurrencia retardada del incremento de frecuencia. Por
consiguiente, es improbable que el efecto de la desipramina sobre el EEG esté

relacionado con la temperatura cerebral.

5.3.2.2 Excitabilidad neuronal

Vyazovskiy y colaboradores (2009) demostraron que la tasa de disparo de las
neuronas corticales de la rata aumenta paulatinamente a lo largo de la vigilia y
desciende durante el suefio, implicando la existencia de una regulacion homeostatica
de la actividad neuronal asociada al suefio. Este descenso de la frecuencia de descarga
se ha relacionado con una modulacidn de la excitabilidad cortical (Cirelli, 2017). Watson
y colaboradores (2016) observaron que durante la fase NREM ocurre una disminucion
de la tasa de disparo de las neuronas que descargan con mayor frecuencia, mientras que
durante la fase REM se produce una disminucidn de actividad en todos los grupos de
neuronas de la corteza de la rata. El aumento de la tasa de disparo de las neuronas
durante la vigilia y su reduccién durante el suefio también se ha detectado en el
hipocampo (Miyawaki y Diba, 2016). Dicha disminucién se relaciond con la alternancia
de las fases NREM y REM durante el suefio (Miyawaki y Diba, 2016). Existen, pues,
abundantes evidencias de que el suefio tiene un papel importante en la homeostasis de
la actividad neuronal. Mientras que algunos estudios respaldan que ambas fases del
sueno contribuyen a la homeostasis de la tasa de disparo, otros muestran evidencias
contrarias. Grosmark y colaboradores (2012) estudiaron la tasa de disparo de las

neuronas en la region CA1 del hipocampo y encontraron que esta aumenta durante la
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fase NREM y disminuye durante la fase REM, de forma proporcional a la potencia de la
oscilacion theta. Esto sugiere una mayor relevancia de la fase REM en la disminucién de
la fuerza sinaptica y en la regulacién de la tasa de disparo de las neuronas (Niethard y
Born, 2019). Descubrimientos como este han reforzado la percepcion de que las fases
NREM y REM del suefio podrian tener funciones complementarias pero diferentes en el
mantenimiento del funcionamiento del encéfalo y, concretamente, en su balance
excitacién-inhibicion (Vyazovskiy y Delogu, 2014). Asimismo, dan a entender que los
mecanismos homeostaticos que operan sobre la tasa de disparo en la corteza cerebral
y en el hipocampo son similares (Miyawaki y Diba, 2016). Existen, no obstante, estudios
en los que se afirma que la privacién de fase REM provoca una reduccion de la
excitabilidad de las neuronas piramidales del hipocampo en lugar de un aumento

(McDermott y col., 2003; Yang y col., 2008).

La tasa de disparo de las neuronas depende de varios factores, entre los que se
encuentran la fuerza sinaptica, el efecto de los factores neuromoduladores y el balance
excitacion-inhibicién (Cirelli, 2017). El balance excitacion-inhibicidn, concretamente,
tiene un papel clave en la generaciéon y modulacién de la actividad cerebral (Isaacson y
Scanziani, 2011). Atallah y Scanziani (2009) demostraron que, en el hipocampo, la
magnitud de las salidas excitadoras de las neuronas piramidales y la de las salidas
inhibidoras de las interneuronas condicionan la frecuencia de la oscilacién gamma.
Hallaron que la actividad excitadora originada por las neuronas piramidales
desencadena una salida inhibidora de magnitud proporcional en las interneuronas,
debido al aumento del nimero de interneuronas reclutadas. El incremento de la
magnitud de la entrada inhibidora hacia las neuronas piramidales, a su vez, provoca un
aumento del tiempo de recuperacion tras la hiperpolarizacién, lo que retrasa la
generacioén del siguiente ciclo de gamma vy, por tanto, reduce su frecuencia. Esto es
coherente con estudios previos en los que se demuestra que la frecuencia de la
oscilacién gamma depende de la constante de tiempo de los potenciales postsindpticos
inhibidores (Wang y Buzsaki, 1996; Whittington y col., 1995). Asimismo, demuestra que
las alteraciones en el balance excitacidn-inhibicién pueden provocar cambios en la
frecuencia de las oscilaciones. De este modo, una reduccién de la magnitud de la

actividad inhibidora causada por la privacion de fase REM podria ser el origen del
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incremento de la frecuencia del EEG que se reporta en el presente trabajo. Dado que la
frecuencia de una oscilacién puede variar en funciéon de las caracteristicas de los
potenciales postsinapticos inhibidores (Wang y Buzsaki, 1996) y que se ha propuesto
que la oscilacién theta del hipocampo emerge de interacciones locales entre las células
piramidales y las interneuronas inhibidoras (Colgin, 2013), una inhibicion menos intensa
o duradera también podria ser el motivo del aumento de la frecuencia de theta y, por
tanto, ser una explicacidn extrapolable a otras actividades del EEG. Asimismo, el
desplazamiento del balance excitacidn-inhibicién a favor de la excitaciéon podria
contribuir directamente al incremento de la frecuencia de theta, ya que una entrada
excitadora de mayor magnitud al nucleo supramamilar, al que se atribuye la
transformacién de la seial tonica procedente de las estructuras activadoras del puente
en una sefial ritmica (Vertes y Kocsis, 1997), podria provocar un incremento de la

frecuencia del ritmo resultante (Pan y McNaughton, 2004).

5.3.2.3 Neurotransmision

En el presente trabajo se observé que la frecuencia de la oscilacién theta se redujo
al inicio del periodo de recuperacion tras la privacion de 3 dias por administracién de
desipramina, y que el incremento de la frecuencia del EEG, al igual que el rebote, ocurrié
de forma retardada. La persistencia de la desipramina en el organismo constituye la
causa probable de estos fendmenos, ya que el incremento de la frecuencia del EEG

ocurrio de forma inmediata al finalizar la privacién por el método de la plataforma.

Se conoce que diversos farmacos ansioliticos y antidepresivos, entre los que se
encuentran los triciclicos emparentados con la imipramina, reducen la frecuencia de la
oscilacién theta que se registra en el hipocampo (McNaughton y col., 2007). La inhibicién
de la sintesis de serotonina por un tratamiento previo con para-clorofenilalanina abole
la reduccién de la frecuencia de theta causada por la administracion de imipramina,
poniendo de manifiesto la existencia de una relacién directa entre el aumento de la
abundancia de serotonina y la reduccion de la frecuencia de theta (Zhu y McNaughton,
1994). La activacion de los receptores 5-HTs de serotonina del hipocampo mediante la

administracion de un farmaco agonista también provoca una reduccién de la frecuencia
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de theta (Lyy col., 2013), lo que corrobora esta relacién. Asimismo, la administracién de
reboxetina, un antidepresivo que inhibe la recaptacién de noradrenalina de forma
altamente selectiva, también provoca una reduccion de la frecuencia del ritmo theta en
el hipocampo (McNaughton y col., 2007). Dado que la desipramina inhibe la recaptacion
de noradrenalina y, en menor medida, la de serotonina (Wilson y Argyropoulos, 2005),
la reduccion de la frecuencia de theta que se observo en el presente estudio durante la
fase temprana del periodo de recuperacién tras el tratamiento con este antidepresivo y
la ocurrencia tardia del incremento de frecuencia respecto al método de la plataforma

podrian atribuirse al aumento de la disponibilidad de ambos neurotransmisores.

Aunque se hace patente la relacidon entre el incremento de las actividades
noradrenérgica y serotoninérgica y la caida de la frecuencia de theta, no se han
encontrado estudios que apoyen que la reduccién de la disponibilidad de estos
neurotransmisores pueda producir un aumento de la frecuencia. Ly y colaboradores
(2013) hallaron que la administracion de un agonista de los receptores 5-HTs de
serotonina produce una disminucion de la frecuencia de theta y que, sin embargo, la
administracién de un antagonista no provoca su incremento. Asimismo, Zhu y
McNaughton (1994) comprobaron que el agotamiento de la serotonina revierte la
reduccion de la frecuencia de theta provocada por la imipramina, pero no reportaron
incrementos de la frecuencia como consecuencia de la caida del tono serotoninérgico.
Adicionalmente, en la literatura existen evidencias conflictivas en cuanto al efecto de la
privacion de fase REM sobre las concentraciones de serotonina y noradrenalina en el
encéfalo. Se ha reportado que la privacidn de fase REM por el método de la plataforma
eleva (Lopez-Rodriguez y col., 2003), reduce (Blanco-Centurion y Salin-Pascual, 2001;
Farooqui y col., 1996) o no modifica los niveles de serotonina (Stern y col., 1971) en
diferentes estructuras encefdlicas. En cuanto a la noradrenalina, también existen
discrepancias. Se ha reportado que su concentracién en el encéfalo no se ve afectada
por la privacion (Stern y col., 1971). Sin embargo, Porkka-Heiskanen y colaboradores
(1995) mostraron que la concentracién de noradrenalina en la corteza y el hipocampo
desciende durante una privacién por el método de la plataforma y aumenta
progresivamente durante el periodo de recuperacion. En el mismo sentido, Mallick y

Singh (2011) defienden que la privacion de la fase REM induciria un incremento de la
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concentracion de noradrenalina, que se deberia a la reduccién simultdnea de la
actividad de la monoaminooxidasa (Thakkar y Mallick, 1993), enzima encargada de su
degradacion, y al incremento de la expresion de la tirosina hidroxilasa (Basheer y col.,
1998; Porkka-Heiskanen y col., 1995), que constituye el paso limitante en su ruta de

biosintesis.

Teniendo en cuenta que la reduccién de la frecuencia de theta observada tras el
tratamiento con antidepresivos se ha relacionado con el aumento de la disponibilidad
de serotonina y noradrenalina (McNaughton y col.,, 2007), el incremento de la
concentraciéon de estos neurotransmisores durante el periodo de recuperacién no
explicaria el aumento de la frecuencia del EEG que se observd en el presente trabajo.
Por ello, y dado que no se han encontrado estudios que apoyen firmemente que la
privacion de fase REM produzca una disminucion de la disponibilidad de noradrenalina
y serotonina (o que esta disminucidon afecte a la frecuencia del EEG), la posible
implicacion de estos neurotransmisores en el incremento post-privaciéon de la

frecuencia del EEG no queda clara.

5.3.3 Implicaciones del incremento de la frecuencia del EEG

El aumento de la frecuencia de los ritmos del EEG podria tener impacto a multiples
niveles, abarcando el procesamiento cognitivo, la relacidn entre el suefio y la epilepsia,

y la identificacidon de los estados del ciclo vigilia-suefio.

5.3.3.1 Las oscilaciones y el procesamiento cognitivo

Se cree que las oscilaciones tienen un papel fundamental en la coordinacién de
multiples regiones del encéfalo y en la compartimentacion y transmision de informacién
(Watson y Buzsaki, 2015). En particular, las oscilaciones theta y gamma, presentes
durante la vigilia y la fase REM del suefo, se han relacionado intimamente con diversos
procesos cognitivos. A la oscilacion theta se le ha atribuido importancia en el
aprendizaje, la consolidacién de la memoria y la navegacion espacial (Colgin, 2013;

Diekelmann y Born, 2010; Lengyel y col., 2005; Vertes y Kocsis, 1997). Se ha especulado
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gue la oscilacion gamma podria estar implicada en la coordinacion temporal de redes
de neuronas que procesan informacién relacionada, y se ha vinculado con la transmision
de informacidn, el almacenamiento y la recuperacién de la memoria y la integracion
sensorial (Colgin y col., 2009; Fries y col., 2007; Mably y Colgin, 2018). Asimismo, se ha
propuesto que la frecuencia de gamma puede afectar a la direccién del flujo de
informacidn entre distintas estructuras encefalicas (Colgin y col., 2009). Adicionalmente,
se ha propuesto que theta actia como sincronizador de la produccidon de brotes de
gamma en la corteza, lo que se cree que podria contribuir a la coordinacién temporal de

areas fisicamente distantes (Buzsaki y Wang, 2012; Sirota y col., 2008).

Dado que las oscilaciones del EEG reflejan la actividad general del cerebro, cabria
esperar que la modificacion de las caracteristicas de las oscilaciones indicase una
alteracion de las funciones cerebrales. Estudios del EEG en humanos han revelado que
diversos trastornos neurolégicos y enfermedades neurodegenerativas coexisten con
cambios en la potencia y en la frecuencia de diferentes oscilaciones (Herrmann y
Demiralp, 2005; Nimmrich y col., 2015). En la esquizofrenia se han asociado distintos
sintomas tanto con el incremento como con la reduccién de la potencia de las
oscilaciones de alta frecuencia del EEG (Herrmann y Demiralp, 2005; Uhlhaas y Singer,
2010). El deterioro cognitivo leve en humanos se acompafia de una reduccién de la
frecuencia pico de la oscilacién alfa (8 a 12 Hz) del magnetoencefalograma (Garcés y
col., 2013). Se ha establecido una correlacién entre el deterioro cognitivo asociado con
la enfermedad de Alzheimer y la reduccién de la frecuencia de la actividad eléctrica del
hipocampo y de la corteza cerebral (Engels y col., 2016). Hasta la fecha se desconoce si
la alteracidn de las oscilaciones puede ser la causa de parte de las deficiencias cognitivas
gue se asocian con dichas patologias o si, por el contrario, ambos fenédmenos son meras
consecuencias de las alteraciones celulares vy fisiolégicas propias de las patologias. No
obstante, existe un creciente cimulo de evidencias que apuntan a que la perturbacién
de las actividades oscilatorias del cerebro podria estar en el origen de los problemas
cognitivos. En un modelo genético de la enfermedad de Alzheimer en el ratén por
expresion de la apolipoproteina E4 humana, la aparicion de deficiencias en el
aprendizaje y la memoria correlaciona con una disminucién de la potencia de gamma

bajo y de la abundancia de complejos sharp wave-ripple en el hipocampo durante la
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vigilia tranquila (Gillespie y col., 2016). Si en los ratones modificados genéticamente se
impide la expresiéon de apolipoproteina E4 en las neuronas GABAérgicas del giro
dentado, las alteraciones cognitivas no se producen y esto correlaciona con una
normalizacién de la potencia de gamma bajo, aunque no de la abundancia de complejos
sharp wave-ripple. Esto se tomd como una evidencia de que el funcionamiento normal
de gamma es necesario para el procesamiento cognitivo (Gillespie y col., 2016; Mably y
Colgin, 2018). En el mismo sentido, la reduccién experimental de la potencia de theta
durante la fase REM mediante el silenciamiento optogenético de las neuronas
GABAérgicas del septo medial provoca una disrupcion de la consolidacion de la memoria
en el ratén sin que el ciclo vigilia-suefio se vea afectado (Boyce y col., 2016), lo que
también apunta a que la integridad de las oscilaciones es precisa para un procesamiento
cognitivo normal. La supresién de theta mediante el silenciamiento farmacolégico del
septo medial también produce déficits en el aprendizaje en la rata, que revierten cuando
se genera en el hipocampo un ritmo regular de frecuencia similar a theta mediante
estimulacion eléctrica (McNaughton y col., 2006), lo que corrobora la importancia de la

presencia de esta actividad.

Dado que la modificacién de las oscilaciones puede acarrear efectos deletéreos,
existe la posibilidad de que el incremento de la frecuencia del EEG que se observo en el
presente trabajo sea parcialmente responsable de las deficiencias cognitivas asociadas
con la privacién de suefio. No obstante, la relacion mas clara se establece entre el
deterioro del procesamiento cognitivo y la disminucién de las actividades oscilatorias
del cerebro, por lo que es arriesgado especular sobre un posible efecto deletéreo de su
incremento. De hecho, la frecuencia de theta muestra una correlacion directa con el
rendimiento de la rata en el laberinto de agua, de forma que, cuanto mayor es su
frecuencia, menor es el tiempo que los individuos necesitan para hallar la plataforma
oculta (Pan y McNaughton, 2004). Esto ha conducido a que se proponga que el
incremento de la frecuencia de theta podria tener efectos beneficiosos sobre el
procesamiento cognitivo (McNaughton y col., 2007). Dado que en el presente trabajo se
ha observado que el incremento de la frecuencia del EEG y el rebote de fase REM

ocurren de forma simultdnea, cabria la posibilidad de que el incremento de la frecuencia
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fuese el reflejo de un fendmeno homeostatico relacionado con la reversién de los

cambios inducidos por la privacion.

5.3.3.2 Frecuencia de las oscilaciones y epilepsia

Elincremento de la frecuencia del EEG que se observé en el presente trabajo como
consecuencia de la privacion de fase REM también podria tener importantes
implicaciones en relacidn con la epilepsia. Se conoce que la privacion de suefio, tanto la
total como la selectiva de la fase REM, provoca una disminucién de la intensidad de
estimulacion eléctrica necesaria para generar ataques epilépticos en la rata (Grahnstedt,
1986). Asimismo, la privacién de suefio se asocia con un incremento de la excitabilidad
cortical en pacientes con epilepsia (Badawy y col., 2006). Por el contrario, el incremento
de la cantidad de fase REM en la rata mediante la inyeccidn de carbacol en la formacién
reticular del puente eleva el umbral de intensidad de la estimulacion eléctrica necesaria
para evocar un disparo sostenido en la amigdala, lo que indica una menor propensién a

sufrir ataques epilépticos (Kumar y Raju, 2001).

El incremento de la propension a los ataques epilépticos tras la privacidon de sueiio
podria guardar una relacion con la frecuencia de las oscilaciones del EEG. La
administracion de fenitoina, un medicamento antiepiléptico, provoca una reduccion de
la frecuencia del ritmo theta en el hipocampo de la rata cuando se administra en dosis
comparables a las terapéuticas (Yeung y col.,, 2012). La pregabalina, que posee
propiedades antiepilépticas, ansioliticas y analgésicas, comparte este mismo efecto
sobre theta (Siok y col., 2009). Adicionalmente, diversos farmacos ansioliticos y
antidepresivos cuya administracién reduce la frecuencia de theta también poseen un
efecto antiepiléptico. Se ha reportado que los antidepresivos triciclicos como la
imipramina, la desipramina y la amitriptilina tienen un efecto antiepiléptico sobre ratas
genéticamente propensas a padecer epilepsia (Dailey y Jobe, 1985). La administracion
de diazepam en el ratdn reduce la frecuencia del EEG de forma generalizada, incluyendo
a las actividades theta, gamma bajo y gamma alto (Scheffziik y col., 2013), y su aplicacion
local sobre la corteza cerebral de ratas epilépticas limita marcadamente la generacién

de potenciales epileptiformes (Eder y col., 1997).
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Dado que la frecuencia del EEG, incluida la de theta, aumenta tras la privacién de
fase REM en la rata y que la privacion de sueio se ha asociado con una mayor incidencia
de ataques epilépticos, no seria incoherente especular sobre una posible relacion entre
la frecuencia de las oscilaciones y la epilepsia. En el modelo de epilepsia inducida por
pilocarpina en la rata se ha hallado que la frecuencia de theta en el hipocampo es
superior en las ratas epilépticas que en los individuos normales (Colom y col., 2006), lo
que refuerza esta apreciacion. También parecen apoyar esta hipdtesis el hecho de que
los farmacos con efecto ansiolitico a menudo provoquen una reduccién de la frecuencia
de la oscilacidon theta (McNaughton y col., 2007), que los farmacos antiepilépticos y
antidepresivos posean propiedades ansioliticas (Mula, 2016) y que los antidepresivos y
los ansioliticos puedan mostrar propiedades antiepilépticas (Jobe y Browning, 2005;
Mula, 2016; Trimble, 2002). Por consiguiente, estudiar si los cambios en la frecuencia de
theta correlacionan con variaciones en la incidencia de los episodios epilépticos podria

poner de manifiesto una variable predictora de la propension a esta patologia.

5.3.3.3 Frecuencia de las oscilaciones y analisis del ciclo vigilia-suefio

Dado que la identificacidn precisa de los estados del ciclo vigilia-sueio requiere
del analisis del EEG y que este se ve afectado por la privacion de fase REM, el incremento
de la frecuencia del EEG reportado en la presente Tesis Doctoral podria tener relevancia

no solo en el ambito fisiolégico, sino también en el metodoldgico.

Normalmente, la identificacion de los estados de alerta se basa en el andlisis
espectral de la sefial de EEG mediante la evaluacidn de la potencia en diversas bandas
de frecuencia bien definidas. La banda theta, en concreto, es ampliamente utilizada en
el analisis del ciclo vigilia-suefio, ya que su presencia en el EEG es un buen marcador de
la vigilia y de la fase REM. Theta ocupa una franja de frecuencias estrecha, cuyos limites
inferior y superior se suelen establecer en 6 y 9 Hz, respectivamente (Benington y col.,
1994a; Libourel y col., 2015; Neckelmann y col., 1994; Rempe y col., 2015; Stephenson
y col., 2009). En el presente trabajo se observé que la privacion de fase REM de 6 dias
por el método de la plataforma produjo un incremento de aproximadamente 1 Hzen la

frecuencia del pico de potencia de la actividad theta. Este incremento hace que el pico
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de theta se sitle cerca de los 9 Hz, que constituyen el limite superior de frecuencia que
se suele establecer para esta banda en los estudios de suefio. De hecho, dado que la
frecuencia de theta es variable, su pico de potencia sobrepasé a menudo los 9 Hz tras la
privacion. De este modo, la fraccion de mas alta frecuencia de theta podria quedar
excluida de los andlisis que contemplen la franja estandar de 6 a 9 Hz, lo que provocaria
que se subestimase la potencia de esta actividad. Esto podria conducir a que los
incrementos de la frecuencia de theta se interpretasen incorrectamente como
disminuciones de potencia, lo que podria derivar en errores de identificacién de los
estados del ciclo vigilia-suefio en los estudios que implicasen una privacion de la fase
REM. Por ello, elevar el limite superior de la banda theta a al menos 10 Hz constituiria

una practica recomendable en este tipo de experimentos.

5.4 Efecto de la privacion de fase REM sobre el reflejo vestibulo-ocular

En el presente trabajo, la privacién de fase REM, tanto por el método de la
plataforma como por administracién de desipramina, indujo una reduccion de la
ganancia y una caida de la amplitud y la velocidad pico de las fases rapidas del reflejo
vestibulo-ocular. La realizacidon de un control mediante la administracién de solucién
salina no tuvo efecto sobre las propiedades del reflejo, por lo que los cambios

observados tras la privacidn de fase REM fueron especificos de la privacion.

Tras la privacidn por desipramina, la recuperacion de la ganancia y de la amplitud
y la velocidad pico de las fases rapidas del reflejo vestibulo-ocular ocurrié de forma
retardada respecto a la privacién por el método de la plataforma. Tras los primeros 4
dias del periodo de recuperacién post-privacion, en los que el tiempo medio en fase
REM fue inferior o igual a la cantidad inicial, la recuperacién del reflejo fue parcial. La
recuperacién total de la ganancia y de la amplitud y la velocidad pico de las fases rapidas
ocurrié a continuacion, coincidiendo en el tiempo con el rebote de fase REM. Esto
sugiere que la reversién de los sintomas de la privacion depende de la cantidad de fase
REM durante el periodo post-privacion. Por afiadidura, la existencia de una relacion
entre la dindmica de recuperacion del reflejo y la cantidad de fase REM enfatiza que los

cambios observados se debieron a la privacion de fase REM y no a efectos inespecificos
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de los protocolos empleados. Asimismo, pone de relieve la importancia de la fase REM

en el mantenimiento del funcionamiento del sistema oculomotor.

5.4.1 Reflejo vestibulo-ocular y nivel de alerta

La informacion disponible en la literatura acerca del efecto de la privacién de
suefio sobre el reflejo vestibulo-ocular es escasa y no esta exenta de discrepancias. Se
ha reportado que la ganancia del reflejo en humanos aumenta (Quarck y col., 2006),
disminuye (Collins, 1988) o no cambia (Wolfe y Brown, 1968) en respuesta a la privacion
de sueno. Los resultados del presente trabajo apoyan las observaciones de Collins (1988)
y parecen oponerse a las de Quarck y colaboradores (2006). Sin embargo, el incremento
de la ganancia que reportaron estos ultimos se produjo Unicamente cuando emplearon
una estimulacién vestibular de inicio repentino y abrupto, sin que observaran cambios
en la ganancia respecto a la situacién inicial cuando la estimulacién consistié en una
rotacién sinusoidal. Esto les llevd a proponer que el incremento observado podria
deberse a una modificacién del sistema que dirige la atencién hacia estimulos relevantes
(Quarck y col., 2006), por lo que podria no deberse a la influencia de la privacién de

suefno sobre el sistema vestibulo-ocular.

El efecto de la privacion de sueiio sobre los movimientos oculares sacadicos se ha
estudiado en mayor profundidad y ofrece informacién menos contradictoria. Se ha
reportado que la privacion de suefio provoca en los humanos una reduccién de la
velocidad de los sacadicos (Goldich y col., 2010; Rowland y col., 2005; Zils y col., 2005),
que es proporcional a la magnitud y duracién de la privacién (Russo y col., 2003). Zils y
colaboradores (2005) hallaron que la privacion de suefio, ademas de reducir la velocidad
de los sacadicos, produce una disminucién de su amplitud. Hipotetizaron que la
alteracion pudo deberse a la afectacidon de las neuronas de brote excitador (Zils y col.,
2005), que activan a las motoneuronas extraoculares para producir los movimientos

oculares rapidos.

En los estudios en humanos, la disminucién de la velocidad de los sacadicos se ha
tendido a atribuir a la reduccion del nivel de atencién de los sujetos experimentales

(Goldich y col., 2010; Rowland y col., 2005; Russo y col., 2003). El nivel de alerta también
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parece condicionar en gran medida las propiedades del reflejo vestibulo-ocular, de
forma que la magnitud del reflejo disminuye conforme lo hace el nivel de alerta, e
incluso puede llegar a producir su desaparicion (Collins y col., 1961; Curthoys, 2002).
Esta disminucién del reflejo se observé en el presente trabajo, y basté una estimulacion
sensorial suave de los animales para provocar su reversion. Para prevenir cambios en las
variables que se estudiaron por fluctuaciones en el nivel de alerta, los animales se
estimularon de manera suave y periddica durante el registro del reflejo vestibulo-ocular
y solo se utilizaron los periodos de registro en los que el EEG mostré las caracteristicas

propias de la vigilia activa.

Los humanos con un bajo nivel de alerta sometidos a una aceleracién angular
producen fases rapidas de menor velocidad y en menor nimero que los que mantienen
la atencion (Collins y col., 1961), lo que sugiere que la velocidad y el nimero de
movimientos oculares son indicadores del estado de alerta (Collins, 1962 y 1974). En el
mismo sentido, Ito y colaboradores (1987) comprobaron que la reduccidn del nivel de
alerta en el gato mediante una anestesia ligera conduce a una caida de la magnitud del
reflejo vestibulo-ocular y en el nUmero de fases rapidas. En el presente trabajo se
observé una disminucién del nimero de fases rdpidas por ciclo de estimulaciéon
vestibular tras la privacion por el método de la plataforma, pero no se hallaron cambios
tras la privacion por desipramina. Dado que una reduccidn del nivel de alerta de los
individuos se hubiese acompafiado de un descenso en el niumero de fases rapidas
(Collins y col., 1961; Collins, 1962 y 1974), esta constituye una explicacion poco
satisfactoria para los cambios en el reflejo vestibulo-ocular observados tras la privaciéon
de fase REM. Sin embargo, una reduccién del nivel de alerta podria explicar la reduccién
del nimero de fases rapidas tras la privacién por el método de la plataforma, ya que
estd descrito que esta técnica provoca una reduccidn parcial de la cantidad de fase
NREM (Grahnstedt y Ursin, 1985; Machado y col., 2004), que podria haber provocado

un incremento de la somnolencia.
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5.4.2 Posibles origenes de la modificacién del reflejo vestibulo-ocular

Considerar al reflejo vestibulo-ocular como el producto del arco reflejo de tres
neuronas descrito por Lorente de N6 (1933) produce la sensacion de que constituye un
sistema sencillo. Sin embargo, en su modulaciéon participan multiples estructuras
centrales, como la corteza cerebral (Arshad y col., 2013; Ventre-Dominey y col., 2003) o
el cerebelo (Robinson, 1976). Asimismo, existe la posibilidad de que las aferencias
sensoriales procedentes de la musculatura extraocular pudieran influir también sobre
los movimientos oculares durante el reflejo (Blttner-Ennever y Horn, 2002; Donaldson,
2000). Las caidas de la ganancia y de la amplitud y la velocidad pico del reflejo vestibulo-
ocular que se observaron en la presente Tesis Doctoral, por tanto, podrian deberse a la
alteracion de una o de varias estructuras y basarse en una afectacion sensorial, motora
o del procesamiento central. Dada la multiplicidad de posibles origenes para la
disfuncién del reflejo vestibulo-ocular tras la privacién y la informacién disponible,

aventurar una causa probable es dificil.

Las neuronas vestibulares de primer orden, que transmiten la informacién
sensorial procedente de los canales semicirculares a los nucleos vestibulares, poseen
una tasa de disparo basal que aumenta en respuesta a la despolarizacion de las células
ciliadas de los canales semicirculares y disminuye en respuesta a su hiperpolarizacién
(Goldberg y Fernandez, 1971). Esto permite que la modificacidon de la tasa de disparo
codifique el giro de la cabeza en los dos sentidos de cada plano en el espacio (Leigh y
Zee, 1983). La magnitud de la aceleracién angular conlleva una modificacion
proporcional de la tasa de disparo de estas neuronas (Fernandez y Goldberg, 1971), de
modo que una disminucion de la respuesta de las células ciliadas a la aceleraciéon o una
afectacion de la modulacién de la tasa de disparo de las neuronas vestibulares de primer
orden conducirian a la reduccién de la eficacia de la compensacidn del desplazamiento
de la cabeza con el movimiento de los ojos, lo que podria explicar la reduccién de la
ganancia del reflejo vestibulo-ocular. No se han hallado trabajos previos en los que se
analice el efecto de la privacion de fase REM sobre las células ciliadas de los canales
semicirculares. No obstante, su efecto sobre las células ciliadas auditivas, que presentan
similitudes con las de los canales semicirculares y comparten su origen embrionario

(Kelley, 2006), si se ha estudiado. Una privacion de 9 dias de duracion por el método de
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la plataforma produce en la rata deficiencias en el funcionamiento de las células ciliadas
de la cdclea, dafios en sus estereocilios y una pérdida de audicién (Jungy col., 2018). De
ocurrir un fendmeno similar en el sistema vestibular, este podria ser responsable de la
disminucion de la ganancia del reflejo. Los autores de este trabajo especulan sobre una
posible alteracion de la absorcién de fluidos y de la homeostasis idnica como
consecuencia de una reaccion inflamatoria derivada de la privacién (Jung y col., 2018),
lo que sugiere que también podria estar implicada una modificacion de las propiedades
de la endolinfa. Sin embargo, una disfuncién de los canales semicirculares no explicaria
satisfactoriamente los cambios observados en el presente trabajo. Una reduccién de la
entrada sensorial desde el sistema vestibular, bien por la disfuncién de las células
ciliadas o por la de las neuronas vestibulares de primer orden, provocaria la
subestimacion de la aceleracién angular de la cabeza y la consecuente caida del nimero
de fases rapidas. Dado que esto no se observd tras la privacidon por administracién de
desipramina, dicha explicacién no es, a simple vista, compatible con los resultados
obtenidos. Por consiguiente, es probable que el origen u origenes de la alteracion del
reflejo vestibulo-ocular se encuentren a continuacion de las neuronas vestibulares de

primer orden.

Las neuronas vestibulares de primer orden inervan a las de segundo orden, cuyos
somas conforman los nucleos vestibulares (Leigh y Zee, 1983). Los nucleos vestibulares,
a su vez, emiten proyecciones excitadoras hacia las burster-driving neurons del nucleo
prepositus hypoglossi contralateral (Ohki y col., 1988). La activacién de estas células
determina la produccidn de las fases rapidas del reflejo vestibulo-ocular (Curthoys,
2002). La produccion de las fases rapidas correlaciona con la ocurrencia de brotes de
espigas de alta frecuencia en las burster-driving neurons, existiendo una relacion directa
entre las caracteristicas de dichos brotes (nUmero de espigas por brote y tasa de disparo)
y las propiedades de los movimientos oculares asociados (amplitud y velocidad) (Kitama
y col., 1995). Asimismo, la duracién de los brotes de actividad de estas neuronas es
proporcional a la duracidon de las fases rapidas (Kitama y col., 1995). Dado que el
comportamiento de las burster-driving neurons condiciona las caracteristicas de las
fases rapidas y que el nimero de fases répidas por ciclo de estimulacion sinusoidal y su

duracidon se vieron escasamente afectados por la privacion de fase REM, parece
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probable que el procesamiento de la informacion vestibular sea normal hasta estas
células. En caso contrario, una entrada excitadora disminuida hubiese conllevado la
generacién de un nimero menor de fases rapidas. Sin embargo, una alteracion a
continuacion de estas células no provocaria cambios en el nimero de fases rapidas ni,
necesariamente, en su duracidn, pero si podria afectar a la magnitud de los movimientos
oculares, lo que seria coherente con los resultados obtenidos. Una alteracion del
procesamiento de la informacién oculomotora a continuacion de los nucleos
vestibulares y de las burster-driving neurons podria implicar a las neuronas de brote, a

las motoneuronas extraoculares y/o a la musculatura extraocular.

La reduccién de la ganancia y de la amplitud y la velocidad rapida de las fases
rapidas del reflejo vestibulo-ocular podrian deberse a la modificacién de las propiedades
de la musculatura extraocular. Berger (1969) propuso que la inervacién de la
musculatura extraocular durante la fase REM podria ser fundamental para la visién
binocular y para la realizacién de movimientos oculares conjugados. Asimismo, existen
evidencias que apuntan a que la privacion de fase REM tiene un efecto perjudicial sobre
la musculatura. Se ha demostrado que la privaciéon de 4 dias por el método de la
plataforma induce una atrofia del tibial anterior en la rata (Dattilo y col., 2012).
Asimismo, la privacién de fase REM durante 7 dias por el método de la plataforma
provoca una disminucién de la expresién de la isoforma Il y un aumento paralelo de la
expresion de la isoforma | de la cadena pesada de la miosina en el masetero de la rata
(Cao y col., 2015), y se sabe que las variaciones en la composicién de las miofibrillas
producen diferencias en la capacidad contractil de las fibras musculares (Schiaffino y
Reggiani, 1996). En vista de que la privacién de fase REM provoca modificaciones en el
musculo, estas podrian ser una causa de la reduccidn de la amplitud y la velocidad pico
de los movimientos oculares asociados al reflejo vestibulo-ocular. Sin embargo, no se ha
hallado informacion acerca del efecto de la privacidn de suefio sobre las propiedades de

la musculatura extraocular.
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5.5 Efecto de la privacion de fase REM sobre los movimientos oculares rapidos

5.5.1 Modificacion de las caracteristicas de los movimientos oculares rapidos y de

su latencia de aparicién

La privacion selectiva de la fase REM durante 4 dias por el método de la plataforma
sobre agua provocé un incremento de la actividad oculomotora durante la fase REM,
gue consistio en un aumento de la amplitud, la velocidad pico, la densidad y la duracion
de los movimientos oculares rdpidos. Estos cambios se acompafaron de una
disminucion de la latencia de aparicion del primer movimiento ocular desde el inicio de

la transicion a fase REM.

En la literatura existe una importante laguna de conocimiento acerca del efecto
de la privacién sobre las caracteristicas de los movimientos oculares rapidos durante el
suefo. No se han hallado trabajos previos que analicen la modificacién de la magnitud
o de la duracion de los movimientos oculares rdpidos en respuesta a la privacidn. Sin
embargo, algunos estudios ofrecen informacién acerca del impacto de la privacién sobre

la densidad de movimientos oculares durante la fase REM.

El incremento de la densidad de movimientos oculares rapidos durante la fase
REM que se observo en el presente trabajo concuerda con el incremento de los brotes
de actividad oculomotora que se reporta en el gato en estudios clasicos en los que se
realizaron privaciones totales de suefo de varias semanas de duracién (Ferguson y
Dement, 1967). Asimismo, dado que los movimientos oculares rapidos y las mioclonias
de la musculatura esquelética son manifestaciones del mismo fenémeno (Escudero y
Mdrquez-Ruiz, 2008), se puede considerar que los presentes resultados coinciden con
las observaciones de Morden y colaboradores (1967), que apreciaron una acentuacion
de las mioclonias tras la privacion de 3 dias por el método de la plataforma. Sin embargo,
contrasta con los decrementos en la densidad de movimientos oculares rapidos que se
reportan en humanos en respuesta a la restricciéon de suefio (Feinberg y col., 1987 y
1988; Lucidi y col., 1996) y con la relacién inversa observada por Aserinsky (1973) entre
la duracidén de la vigilia y la densidad de movimientos durante los episodios de fase REM
subsiguientes. Esta discrepancia puede deberse a varios motivos. Uno de ellos radica en

gue las privaciones realizadas en humanos, que fueron de 1 dia o menos (Feinbergy col.,
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1987y 1988; Lucidiy col., 1996), podrian no haber sido lo bastante duraderas como para
provocar una intensificaciéon de la actividad oculomotora durante la fase REM. La
tolerancia de los mamiferos pequefios a la privacidon de fase REM es menor que la de los
mamiferos de mayor tamaio (Amici y col., 2008), incluyendo al humano. Se propone
gue esto podria deberse a la elevada tasa metabdlica de los mamiferos pequefios
(Savage y West, 2007). Por ello, la rata podria manifestar los sintomas de carencia de
este estado con anticipacidn respecto a otros modelos animales de mayor tamafo
(Morden vy col., 1967). Esto implica que podrian ser precisas privaciones de mayor
duracién para inducir en los humanos un incremento de la densidad de movimientos
oculares rdpidos comparable con el que se obtuvo en la rata en la presente Tesis

Doctoral.

Otra posible explicacion para la discrepancia entre los resultados obtenidos en la
rata y los reportados en humanos reside en que los experimentos en humanos
consistieron en una privacién total de suefio y no en una privacién selectiva de la fase
REM. Mientras que la privacion total de suefio normalmente produce en la rata un
rebote inicial de fase REM, seguido o no por un rebote ligero de fase NREM (Borbély y
Neuhaus, 1979; Endo y col., 1997; Everson y col., 1989; Rechtschaffen y col., 1999), en
humanos provoca un rebote de fase NREM sin que se detecten incrementos
significativos de la cantidad de fase REM (De Gennaro y Ferrara, 2000; Dijk y Czeisler,
1993; Nakazawa y col., 1978). Sin embargo, la privacién selectiva de fase REM inducida
por el tratamiento con antidepresivos (Landolt y de Boer, 2001) o por medios
instrumentales (Dement y col., 1966) provoca la aparicién de marcados rebotes de fase
REM, lo que sugiere que en los humanos el incremento de la presidon de fase REM da
lugar a un rebote cuando la presién de fase NREM es baja (Brunner y col., 1990). Por
tanto, cabe la posibilidad de que, en ausencia del antagonismo ejercido por la presion
de fase NREM, en los humanos también se pudiera producir un aumento de la densidad
de movimientos oculares rdpidos comparable con lo observado en la rata tras la

privacién de fase REM.

Ademas del incremento en la densidad de movimientos oculares rapidos,
Ferguson y Dement (1967) reportaron un progresivo incremento en la densidad de

ondas PGO en el gato a lo largo de un periodo de 30 dias de restriccion severa del tiempo

164



DISCUSION

total de suefio. En conjunto, Ferguson y Dement (1967) interpretaron las modificaciones
derivadas de la privacion como un incremento compensatorio de la intensidad de la fase
REM. Dado que la ocurrencia de ondas PGO coincide con la generacién de movimientos
oculares durante la fase REM (Escudero y Mdarquez-Ruiz, 2008; Michel y col., 1964), el
incremento paralelo de ambas variables resulta légico. Karashima y colaboradores
hallaron que la ocurrencia de ondas PGO en el gato (Karashimay col., 2002) y de ondas
P en la rata (Karashima y col., 2004 y 2005) correlaciona ademas con un aumento de la
frecuencia de la oscilaciéon theta registrada en el hipocampo. Esto podria constituir un
vinculo entre los incrementos post-privacién de la frecuencia del EEG y de la densidad
de movimientos oculares rapidos reportados en la presente Tesis. Adicionalmente, dado
qgue el incremento de la densidad de ondas P en la rata se ha relacionado con una mejora
de la eficiencia del aprendizaje (Datta, 2000 y 2006), la densidad aumentada de
movimientos oculares rapidos y el incremento de la frecuencia del EEG durante el
periodo de recuperacién podrian ser correlatos de un proceso homeostatico para la
reversion de las deficiencias fisioldgicas y cognitivas ocasionadas por la carencia de fase

REM.

Tanto los movimientos oculares rapidos como las mioclonias de la musculatura
esquelética que se producen durante la fase REM se corresponden con la ocurrencia de
entradas excitadoras que provocan esporadicamente la generacién de potenciales de
accién en las motoneuronas, que se encuentras hiperpolarizadas ténicamente durante
esta fase (Chase y Morales, 1982; Escudero y Marquez-Ruiz, 2008). Brooks y Peever
(2016) afirman que la cinética de aparicion de las mioclonias en el musculo y el
incremento de su densidad se relacionan con el cambio del balance excitacion-inhibicién
qgue ocurre a lo largo del inicio de la fase REM, que a su vez depende de la
neurotransmisién glicinérgica y GABAérgica. El bloqueo de los receptores de glicina y
GABA incrementa la densidad de mioclonias, especialmente durante la primera parte de
los episodios de fase REM (Brooks y Peever, 2016). De este modo, el incremento de la
densidad de movimientos oculares rapidos provocado por la privacion de fase REM
podria explicarse por un cambio en el balance excitacidon-inhibicién a favor de la
excitacion, lo que concordaria con el incremento de la excitabilidad de diferentes

estructuras encefdlicas discutido en apartados anteriores de la presente Tesis Doctoral.
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Asimismo, el hecho de que este incremento de la densidad de mioclonias sea
especialmente marcado durante el inicio de la fase REM (Brooks y Peever, 2016) podria

explicar la disminucidn de la latencia de aparicién del primer movimiento ocular.

En el presente trabajo se hallé que la relacion amplitud-velocidad pico de los
movimientos oculares rdpidos cambid tras la privacidon de fase REM. Las pendientes de
las rectas de ajuste descendieron levemente, indicando que los movimientos de mayor
amplitud tendieron a presentar una velocidad proporcionalmente mds baja tras la
privacion de fase REM que en la situacion inicial. Durante la vigilia, la velocidad y la
duracién de los movimientos oculares aumentan de forma directamente proporcional a
la amplitud de estos, y a esta relacion se la denomina “secuencia principal” (Bahill y col.,
1975). Se trata de una relacién muy constante y caracteristica, que permite distinguir
los diferentes tipos de movimientos oculares (Vanni-Mercier y col., 1994) e identificar
movimientos con caracteristicas anormales (Bahill y col., 1975). Durante la fase REM
también se ha reportado la existencia de una relacién lineal entre la amplitud y la
velocidad pico de los movimientos oculares rapidos, indicando que las propiedades de
estos se rigen por una secuencia principal tanto en la rata (Sdnchez-Lépez y Escudero,
2011) como en el gato (Marquez-Ruiz y Escudero, 2008; Vanni-Mercier y col., 1994). La
reduccion de la pendiente amplitud-velocidad pico de los movimientos oculares rapidos
tras la privacién de fase REM supone, por tanto, una ligera desviacidon de la secuencia
principal e indica que el procesamiento oculomotor subyacente podria encontrarse
alterado. Sin embargo, se sabe que la relacion amplitud-velocidad pico de los
movimientos oculares no es lineal, sino que describe una curva de saturacién, de forma
gue la velocidad pico tiende a incrementarse en menor medida cuando la amplitud de
los movimientos oculares supera un determinado umbral (Inchingolo y Spanio, 1985).
Por tanto, es posible que la leve reduccién de la pendiente de la recta de ajuste
amplitud-velocidad pico que se observé en el presente trabajo se deba, sencillamente,
a que los movimientos oculares rapidos fueron de mayor amplitud tras la privacién de

fase REM.
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5.5.2 Implicaciones del incremento de la actividad oculomotora durante la fase

REM

La aparicion anticipada de los movimientos oculares rapidos tras la privacion de
fase REM y el incremento de su magnitud y densidad sugieren un incremento de la
actividad oculomotora, que contrasta con la disminucién de la magnitud de las fases
rapidas del reflejo vestibulo-ocular durante la vigilia. Cabe reflexionar sobre si dicha
acentuacioén constituye simplemente un epifenémeno de la presiéon de fase REM o si,
por el contrario, podria poseer un caracter homeostatico y jugar un papel en la reversion

de las alteraciones provocadas por la privacién.

Berger (1969) propuso que la funcién de la fase REM podria ser la preparacion del
sistema oculomotor para generar movimientos oculares voluntarios conjugados de gran
precisién, lo que requiere un alto grado de coordinacién neuromuscular. Segun esta
hipétesis, la inervacion de la musculatura extraocular durante la fase REM tendria un
efecto facilitador sobre esta coordinacidon, permitiendo el establecimiento de
conexiones neuromusculares que posteriormente se refinarian durante la vigilia por la
entrada visual (Berger, 1969). En el mismo sentido, las mioclonias se han comenzado a
relacionar con la maduracion, la plasticidad y el refinamiento del sistema sensoriomotor
alo largo del desarrollo juvenil y de la vida adulta de los animales (Blumberg y col., 2013;
Peevery Fuller, 2017; Petersson y col., 2003; Tiriac y col., 2015). Se cree que la aparicién
de mioclonias en la musculatura esquelética —incluyendo a la musculatura extraocular—
en el marco de una atonia muscular generalizada podria proveer retroalimentacién
sensorial crucial para el refinamiento y la adaptacion del sistema sensoriomotor ante las
condiciones cambiantes del organismo (Tiriac y col., 2015). Asimismo, se ha propuesto
gue la atonia a la que se superponen estas activaciones de la musculatura podria
mejorar la relacidon de la retroalimentacidn sensorial de interés frente al ruido de fondo
(Blumberg, 2010; Tiriac y col.,, 2015). Por consiguiente, la acentuacién de los
movimientos oculares rdpidos durante la fase REM que se ha observado en el presente
trabajo podria corresponderse con un proceso homeostatico para compensar la
supresion de este refinamiento sensoriomotor que supuso el periodo de privacion por
el método de la plataforma. De ser asi, los presentes resultados apoyarian la existencia

de una “intensificacion” de la fase REM en respuesta a la privacion de suefio, propuesta
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hace décadas por Morden (1967) y por Ferguson y Dement (1967 y 1968).
Adicionalmente, cabria hipotetizar que otros sistemas motores podrian, como el
oculomotor, verse afectados negativamente por la privacion de fase REM vy
experimentar una compensacion homeostatica posterior relacionada con la

intensificacion de las mioclonias.
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6 CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un indice que permite la identificacidon de los estados del
ciclo vigilia-suefio en la rata mediante el uso exclusivo de Ila actividad

electroencefalografica.

2. Se ha determinado que la privacion de fase REM induce un incremento

generalizado de la frecuencia del EEG.

3. Se ha demostrado que un incremento en el nimero de episodios de fase REM
por unidad de tiempo y un aumento de la frecuencia de la actividad theta son buenos

indicadores de la presion de fase REM.

4. Se ha demostrado que la privacién de fase REM provoca una reducciéon de la
ganancia del reflejo vestibulo-ocular y de la amplitud y velocidad pico de sus fases
rapidas. Por tanto, la privacién de fase REM podria tener un efecto perjudicial sobre los

sistemas motores durante la vigilia.

5. Se ha determinado que la privacion de fase REM provoca un incremento de la
densidad, la amplitud, la velocidad pico y la duracidén de los movimientos oculares
rapidos durante la fase REM, asi como una disminucion de la latencia de aparicién del
primer movimiento ocular rapido. Estos cambios podrian estar relacionados con una

compensacion homeostatica de los efectos inducidos por la privaciéon de fase REM.
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